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RESUMO

Influéncia da ocitocina hipocampal, durante a aquisi¢cdo, consolidacdo e
evocacdo de uma memoria aversiva em ratas. Jodo Eduardo Concei¢cdo Melo,
Séo Cristovao-SE, 2024.

O estudo da memoria, possibilitou compreender os mecanismos envolvidos na
formacéo desta, além de possibilitar inferéncias sobre modulacdes das mesmas no
tratamento de psicopatologias. Dentre os tratamentos, a modulacdo farmacolégica
tem destaque, visto a possibilidade de alterar a neurofisiologia da memoaria e do medo.
Nesta perspectiva, o hormdnio ocitocina tem ganhado destaque por causar mudancas
comportamentais frente estimulos aversivos. Diante disso, nosso objetivo foi avaliar a
influéncia da ocitocina hipocampal, durante a formac&o de uma memdria aversiva em
ratas. Para isso, utilizamos animais da linhagem Wistar, fémeas. Estas, passaram por
cirurgia estereotaxica para alocacao de canulas com dois dias de repouso absoluto
apos o procedimento e mais cinco dias de monitoramento do ciclo estral e apds isso
foram avaliados na tarefa de labirinto em cruz modificado. O estudo foi dividido em
guatro experimentos, com dois grupos cada [Controle (CTL) e ocitocina (OXY)] que
receberam uma Unica administracdo da ocitocina ou da solucdo veiculo (0,5 uL da
substancia por hemisfério no hipocampo [2 pg/uL]). No primeiro experimento a
administracdo ocorreu 20 minutos antes da etapa de treino, no segundo a ocorreu
exatamente apos a fase de treino, no terceiro foi realizada 20 minutos antes do teste
e 0 guarto experimento, semelhante ao primeiro, foi administrada a ocitocina ou
veiculo 20 minutos antes do treino, mas neste, apés 1 hora os animais foram
perfundidos para a realizacdo da imunorreatividade para C-fos. Nossos resultados
revelaram que no experimento 1, OXY apresenta diminuicdo da aprendizagem da
tarefa na fase de treino se comparado a CTL, explorando mais o braco aversivo
(p=0,04), além de passar mais tempo para aprender a tarefa (p5=0,006 para OXY e
p3=0,03 para CTL). Vimos ainda que grupo OXY nos 3 experimentos apresentou
diminuicdo da resposta aversiva se comparado a CTL, visto a ndo diferenga na
permanéncia no braco aversivo se comparado ao seguro na fase de teste enquanto
que CTL continuou a evitar o bragco aversivo [CTL: p=0,002, p=0,008, p=0,04
(experimentos 1, 2 e 3 respectivamente). Vimos ainda que no experimento 1 a
ocitocina favoreceu o enfrentamento de situacdes aversivas visto o maior tempo de
permanéncia no brag¢o aversivo no treino se comparado a CTL (p=0,04), semelhante
ao visto no experimento 3 na fase de teste (p<0,0001). Na atividade motora, ndo foram
observadas alteracdes no parametro. Na analise de C-fos verificamos que nas regides
CAS3 e Giro denteado do hipocampo foi possivel verificar efeito do tratamento com
ocitocina no aumento da imunorreatividade (p=0,03 e p=0,01 respectivamente), além
do cortex cingulado anterior também com aumento (p=0,04) e amigdala central que
apresentou diminui¢cdo do parametro para os animais OXY (p=0,04). Ja para a regido
CAl, amigdala basolateral, cortex pré-limbico e infralimbico ndo houve efeito do
tratamento sobre a imunorreatividade (p=0,07, p=0,36, p=0,37 e p=0,07
respectivamente). O presente estudo destaca os efeitos da administracao da ocitocina
na diminuigcéo de respostas aversivas. Os achados do presente trabalho, sugerem que
a ocitocina pode modular o sistema limbico, fornecendo melhor compreenséo sobre o
funcionamento do mesmo sobre memarias aversivas.

Palavras-chave: Hormoénios hipotalamicos; Medo; Estereotaxia; Resposta
comportamental.



ABSTRACT

Influence of hippocampal oxytocin during the acquisition, consolidation and
recall of an aversive memory in rats. Jodo Eduardo Concei¢cdao Melo, Sao
Cristovao-SE, 2024.

The study of memory made it possible to understand the mechanisms involved in its
formation, in addition to enabling inferences about its modulations in the treatment of
psychopathologies. Among the treatments, pharmacological modulation stands out,
given the possibility of altering the neurophysiology of memory and fear. From this
perspective, the hormone oxytocin has gained prominence for causing behavioral
changes when faced with aversive stimuli. Therefore, our objective was to evaluate the
influence of hippocampal oxytocin during the formation of an aversive memory in rats.
For this, we used female Wistar animals. These underwent stereotactic surgery to
allocate cannulas with two days of absolute rest after the procedure and another five
days of monitoring the estrous cycle and after that they were evaluated in the modified
plus maze task. The study was divided into four experiments, with two groups each
[Control (CTL) and oxytocin (OXY)] that received a single administration of oxytocin or
vehicle solution (0.5 uL of the substance per hemisphere in the hippocampus [2 pg/pL
]). In the first experiment, administration occurred 20 minutes before the training phase,
in the second it occurred exactly after the training phase, in the third it was carried out
20 minutes before the test and in the fourth experiment, similar to the first, oxytocin or
vehicle 20 was administered. minutes before training, but after 1 hour the animals were
perfused to perform immunoreactivity for C-fos. Our results revealed that in experiment
1, OXY showed a decrease in learning the task in the training phase compared to CTL,
exploring the aversive arm more (p=0.04), in addition to spending more time learning
the task (p5=0.006 for OXY and p3=0.03 for CTL). We also saw that group OXY in the
3 experiments showed a decrease in the aversive response compared to CTL, given
the no difference in remaining in the aversive arm compared to the safe one in the test
phase, while CTL continued to avoid the aversive arm [CTL: p=0.002 , p=0.008, p=0.04
(experiments 1, 2 and 3 respectively). We also saw that in experiment 1, oxytocin
favored coping with aversive situations, given the longer time spent in the aversive arm
during training compared to CTL (p=0.04), similar to what was seen in experiment 3 in
the test phase (p< 0.0001). In motor activity, no changes were observed in the
parameter. In the C-fos analysis, we found that in the CA3 and dentate gyrus regions
of the hippocampus it was possible to verify the effect of oxytocin treatment on the
increase in immunoreactivity (p=0.03 and p=0.01 respectively), in addition to the
anterior cingulate cortex also with an increase (p=0.04) and central amygdala that
showed a decrease in the parameter for OXY animals (p=0.04). For the CA1 region,
basolateral amygdala, prelimbic and infralimbic cortex, there was no effect of treatment
on immunoreactivity (p=0.07, p=0.36, p=0.37 and p=0.07 respectively). The present
study highlights the effects of oxytocin administration in reducing aversive responses.
The findings of the present work suggest that oxytocin can modulate the limbic system,
providing a better understanding of how it functions in relation to aversive memories.

Keywords: Hypothalamic hormones; Fear; Stereotaxis; Behavioral response.



RESUMO PARA SOCIEDADE

Os estudos relacionados a formac¢do de uma memoria, facilitaram o entendimento de
como as memorias sao formadas e como estas podem ser modificadas visando o
tratamento de disturbios relacionados ao medo. Uma das formas de modificar as
memorias € através do uso de medicamentos que alteram 0os mecanismos cerebrais
envolvidos com o processo de formagdo de memorias. Entre os medicamentos, a
ocitocina tem ganhado destaque por possibilitar mudancas de comportamento frente
a estimulos aversivos. A ocitocina é uma substancia que é produzida naturalmente
pelo nosso corpo e tem fungdes importantes ja conhecidas como ajudar na contragéo
do Gtero durante o parto e na ejecao do leite da méae durante a amamentacdo, mas
estudos também tem mostrado o efeito da mesma sobre as memodrias relacionadas
ao medo. Dessa forma, acreditamos que a ocitocina tem potencial de ser uma forma
a mais de ajudar no tratamento do medo por modificar a forma como as memorias de
medo funcionam. Para testar essa ideia, utilizamos ratos de laboratorio que foram
divididos em 2 grupos, um que recebeu a injecdo de ocitocina e outro que recebeu
uma solucdo que continha agua. Para vermos se a ocitocina causou alteracdo na
memo©éria dos animais, realizamos uma tarefa comportamental onde os mesmos eram
assustados com som e luz sempre que entravam num local chamado aversivo durante
uma etapa que chamamos de treino e no dia seguinte, na fase chamada teste,
avaliamos se o animal lembra do susto pela evitacdo do local aversivo. Como
resultado, vimos que os animais que receberam a injecao de ocitocina apresentaram
menos comportamento de medo se comparados aos que receberam a solucdo com
adgua. Quando injetamos a ocitocina, os animais diminuem a resposta de medo,
passando mais tempo no local aversivo, nos indicando prejuizo na memdéria de medo
além de apresentarem prejuizo no aprendizado da informacéo aversiva. Percebemos
ainda que os animais que receberam a ocitocina diminuiram a preferencia de local,
visto que durante a tarefa exploraram os demais locais do aparato de maneira
semelhante, além de possivelmente estarem mais motivados a explorar os diferentes
locais do aparato, por conta de ndo lembrarem do local com o estimulo de medo.
Verificamos ainda que as alteracbes comportamentais que vimos ocorreram como
consequéncia de modificagdes neuroquimicas que ocorrerem em regidées do cérebro
envolvidas com a resposta ao medo. Concluimos com nosso estudo que a injecao de
ocitocina no hipocampo causou diminuicdo da resposta dos animais ao medo, além
de aumentar o enfrentamento de situa¢cdes que podem causar medo, servindo como
base para estudos futuros que pretendam investigar o efeito da substancia para o
tratamento do medo patolégico.



ABSTRACT FOR SOCIETY

Studies related to the formation of a memory have facilitated the understanding of how
memories are formed and how they can be modified with a view to treating fear-related
disorders. One of the ways to modify memories is through the use of medications that
alter the brain mechanisms involved in the memory formation process. Among
medications, oxytocin has gained prominence for enabling behavioral changes when
faced with aversive stimuli. Oxytocin is a substance that is produced naturally by our
body and has important functions that are already known, such as helping to contract
the uterus during childbirth and to eject the mother's milk during breastfeeding, but
studies have also shown its effect on memories. related to fear. Therefore, we believe
that oxytocin has the potential to be another way of helping to treat fear by modifying
the way fear memories work. To test this idea, we used laboratory rats that were
divided into 2 groups, one that received the oxytocin injection and the other that
received a solution containing water. To see if oxytocin caused changes in the animals'
memory, we carried out a behavioral task where they were scared with sound and light
whenever they entered a place called aversive during a stage we called training and
the next day, in the phase called test, we evaluated whether the animal remembers
the fright by avoiding the aversive location. As a general result, we saw that the animals
that received the oxytocin injection showed less fearful behavior compared to those
that received the water solution. When we inject oxytocin, the animals decrease their
fear response, spending more time in the aversive location, indicating impairment in
fear memory in addition to presenting impairment in learning aversive information. We
also noticed that the animals that received oxytocin had reduced place preference,
since during the task they explored other locations on the apparatus in a similar way,
in addition to possibly being more motivated to explore different locations on the
apparatus, due to not remembering the place with the fear stimulus. We also verified
that the behavioral changes we saw occurred as a consequence of neurochemical
changes that occurred in regions of the brain involved in the fear response. We
conclude from our study that the injection of oxytocin into the hippocampus caused a
decrease in the animals' response to fear, in addition to increasing their coping with
situations that can cause fear, serving as a basis for future studies that intend to
investigate the effect of the substance for the treatment of pathological fear.
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1 INTRODUCAO

O estudo da neurobiologia da memoaria possibilitou entender como aspectos
relacionados a emoc¢Oes podem levar a mudangas no comportamento de um
individuo. A memoria pode ser descrita como a habilidade de adquirir uma informacao
proveniente do meio, armazena-la e posteriormente acessa-la, tornando o
conhecimento adquirido de grande importancia em situac¢des cotidianas como tomada
de decisdo e mudanca de comportamentos (BERGSTROM, 2016; JOSSELYN;
FRANKLAND, 2018).

Para que a memodria seja formada € necessario que haja a aprendizagem
através de associacdes dos fatores envolvidos com a informacao a ser adquirida. Esse
processo é a forma como novas memarias sao formadas visto que a nova informacéao
que esta sendo obtida, interage com um aprendizado anterior jA& armazenado,
formando um conhecimento novo e para a obtencédo dessa informacéo recorre-se a
habilidades sensoriomotoras que ao fim do processo produz uma memoria que leva a
um padrdo de comportamento (ARAKAWA, 2019; BLAISDELL, 2019; HERSZAGE;
CENSOR, 2018).

O conhecimento dos mecanismos envolvidos na formacdo da memoria,
possibilitou o0 avanco nos estudos acerca das memdrias aversivas. Esse tipo de
memoria estad relacionado a vivéncia de eventos traumaticos, que podem ser
armazenados de maneira imediata e persistir ao longo do tempo. A meméria aversiva
acarretou numa vantagem evolutiva que possibilitou prever e evitar ameacas,
diminuindo o risco dos individuos serem prejudicados. Entretanto, existem individuos
em gue a resposta ao medo é mais expressa, ocasionando facilitagdo na evocacéo
da memoria aversiva, tornando a resposta patoldgica. Para esses individuos,
abordagens terapéuticas sao desenvolvidas e aplicadas visando diminuir a resposta
frente as situagbes que causem medo (BERGSTROM, 2016; CHU et al., 2019;
GERLICHER; TUSCHER; KALISCH, 2019; KONDRAKIEWICZ et al., 2019; PITTIG,
2019).

Nesse sentido, uma das abordagens utilizadas é o uso de farmacos como 0s
benzodiazepinicos, que através da modulacdo de receptores gabaérgicos podem

ocasionar efeitos amnésicos (SILVA; FRUSSA-FILHO, 2000). Entretanto, novas vias
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e substancias envolvidas com o medo vém sendo estudadas e nesse sentido muito
tém se discutido sobre a ocitocina e sua relagdo com os mecanismos envolvidos com

a formacé@o de memarias aversivas.

A ocitocina é um neuropeptideo produzido no hipotalamo, que desempenha
funcdes classicas como ejecdo do leite materno durante a amamentacao e promoc¢ao
da contracdo uterina durante o parto. Entretanto, ja h4 relatos do envolvimento da
ocitocina com aprendizagem, formacdo de memoarias, medo, estresse, ansiedade e
depressao. O hormonio pode promover plasticidade sinaptica no hipocampo, além de
agir sobre a amigdala e regifes corticais, sendo estas envolvidas também com a
formacdo de memdrias. A ocitocina pode ainda promover aumento de conexdes
excitatorias no hipocampo desinibindo-o, mas alternativamente pode também levar a
um aumento da transmissao inibitoria deste (BELL; ERICKSON; CARTER, 2014;
DUMAIS; VEENEMA, 2016; LIN; HSU, 2018; HAN et al., 2019; CALISKAN; SAHIN;
GULDAG, 2021; LI et al., 2021).

A ocitocina pode auxiliar no tratamento do medo patoldgico, devido a sua
capacidade de alterar os mecanismos envolvidos com a formacdo da memoria. Em
complemento, a modulacé&o ocasionada pela ocitocina na circuitaria envolvida com o
medo ocorre de maneira similar tanto em humanos quanto em roedores (KEUM; SHIN,
2019). Nas regides cerebrais envolvidas com a resposta ao medo, como cortex
cingulado anterior e amigdala, quando bloqueadas, podem ocasionar diminuicdo da
aprendizagem, levando os individuos ou animais a uma maior exposi¢ao as situacdes
de ameaca (KOHLHOFF et al., 2022; WAHIS et al., 2021; YAMAGISHI; LEE; SATO,
2020).

Diante disso, o0 presente estudo objetivou verificar o efeito da ocitocina
administrada no hipocampo em diferentes fases da formag&o de memorias aversivas,
além da verificacdo da imunorreatividade para C-Fos tanto no hipocampo quanto na

amigdala e coértices cingulado, pré-limbico e infralimbico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MEMORIA

A memoria é a capacidade de acessar informacgdes previamente adquiridas.
Também pode ser definida como o fenbmeno de reter informacbes através de
experiéncias vivenciadas, juntamente com a capacidade de reconstruir (ou lembrar)
esses dados quando necessério (JOSSELYN; FRANKLAND, 2018).

As memorias sédo de fundamental importancia na orientacdo sobre tomadas de
decisdo, no desenvolvimento de emocdes, além de moldar o comportamento, com
base em experiéncias (BERGSTROM, 2016). Dessa forma, o estudo da memdrias
tem sido uma area multidisciplinar da constru¢cdo do conhecimento (SCHACTER,
2019).

Existem diferentes tipos de memarias, como episddica, verbal, visual, olfativa,
entre outras (BABAEI; MIRZABABAEI; NASSIRI-ASL, 2018). Entretanto, para facilitar
o entendimento a respeito dos variados tipos de memodrias, elas podem ser
classificadas de acordo com: a sua fungéo, seu contetdo, e o tempo que duram
(IZQUIERDO, 2011).

Quanto ao conteudo, um tipo de memoria dessa categoria é a explicita. Esta é
associada a recordacdo ativa e consciente de fatos (HINE; TSUSHIMA, 2018). As
memorias explicitas, sdo responsaveis por reter informacdes sobre fatos, pessoas,
lugares e coisas, além de incluir memoarias episddicas (ALBERINI et al., 2018). Ja esta
memoéria se refere a uma memoaria que contém informacdes especificas sobre tempo
e lugar (MOSCOVITCH et al., 2016). Este tipo de memaria é responsavel por unificar
estimulos de tempo e espaco formulando assim uma representacdo do acontecido
(episodio) que faca sentido (VOSS et al., 2017). Além desses fatores, a memoria
episodica também € relacionada a experiéncia emocional que acompanha as
informagdes espaciais e temporais, associando assim essas duas dimensoes
(SEKERES; WINOCUR; MOSCOVITCH, 2018). Esses eventos sdo provisoriamente
organizados no hipocampo, que facilta o armazenamento das informacgbes

posteriormente em regides corticais (EICHENBAUM, 2017b).
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As memorias implicitas, sdo o segundo tipo na classificacdo quanto ao
conteudo da informacdo armazenada. Esta refere-se as memorias que podem ser
aprendidas e recuperadas de maneira ndo consciente (YANG; MERRILL, 2018). Este
tipo pode ser verificado através da repeticdo, identificacdo e generalizacdo de
estimulos previamente codificados (SPATARO et al., 2016).

As informagOes previamente adquiridas sdo acessadas de maneira
inconsciente e/ou automatica, ou seja, sem que seja necessario recordar
conscientemente da informacéo, bastando apenas que um fragmento de informacao
seja apresentada para que toda a memoria seja recuperada (SCHACTER, 2019). A
memoria implicita é o tipo de memaria que é avaliada em estudos com animais, devido
a dificuldade em tragar uma clara distingdo entre memorias explicitas e implicitas em
espécies ndo-humanas. Além disso, como na memoaria explicita declarativa existe o
relato do fato ocorrido, torna-se mais dificil de afirmar que animais possuem esse tipo
de memdria visto que os mesmos nao relatam a experiéncia vivenciada e dessa forma,
nao se pode afirmar que os animais apresentam um recordar ativo (HAMPTON;
ENGELBERG; BRADY, 2020).

Outra classificacdo da memaria é relacionada a quanto ao tempo de duracéo
dessas memorias. Esse tipo é subclassificado de maneira simplificada em memoria

de curta duracgéo, longa duracao e remota (IZQUIERDO, 2011).

A memdria de curto prazo, também chamada de memdria de curta duracdo é
aguela que perdura de segundos a horas e distingue das de longo prazo e remota
(além do tempo de duracdo), por conta dos mecanismos e circuitaria biologica
envolvidos com sua formacédo e a armazenamento (ALBERINI et al., 2018). Esse tipo
de memoria apresenta capacidade de armazenamento limitada, contudo essa
limitagcdo serviu como vantagem evolutiva, visto que, excluindo fatores que possam
confundir € possivel manter o foco em informacdes que sdo essenciais (CASCELLA,
AL KHALILI, 2022).

As memorias de longa duracdo sdo um tipo mais estavel de memoria se
comparadas as de curto prazo, tem capacidade de durar de horas a dias e tem
potencial para durar por toda a vida. Além disso, este tipo de memdria foi de grande
importancia para adaptar o comportamento dos individuos frente as alteragbes
ambientais ja vivenciadas pelo mesmo (ALBERINI et al., 2018; KIDA, 2019). Um fato
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interessante desse tipo € que esta é formada pela transformacé&o de uma memoéria de
curto numa de longo prazo por conta de processos plasticos que ocorrem no cérebro
(ZHANG et al., 2018). Diferente da memodria de curto prazo, a de longo apresenta
grande capacidade para armazenamento de informacdes, para tanto é necessario
mais tempo para que a informacao seja armazenada de maneira eficiente (ASOK et
al., 2019).

O ultimo tipo de memodria classificada pelo tempo de duracdo é a memoria
remota. Também podendo ser chamada de memdria longuissimo prazo, € um tipo de
memoria que persiste por décadas, podendo ser evocada durante toda a vida do
individuo. Neste tipo de memoéria temos a memoria de eventos traumaticos, também
chamada memoria de medo, que pode ser formada de maneira instantdnea e
permanecer intacta durante a vida toda (BERGSTROM, 2016).

2.1.1 Etapas daformacdo de memodria

Para que as memorias desempenhem suas fun¢des de maneira adequada a
determinada tarefa, € necessario que primeiro haja sua formacéo de maneira eficiente.
Esse processo de formacédo € comumente dividido em fases, sendo elas: aquisicéo,
consolidagcéo e evocacédo (Figura 1) (SAMUEL et al. 2018), sendo esses processos
intimamente relacionados a processos de adicdo, eliminacdo e remodelagdo de
sinapses (LIESTER, 2020). Além disso, para que a memoria seja formada é
necessario que ocorra também a modificacdo de uma representacdo interna de
alguma experiéncia, seja por aquisicdo de novas informacdes ou por atualizacéo de
informacdes j& armazenadas. Essas modificagcbes geram, possivelmente, um novo
padrdo e/ou comportamento, e a esse processo da-se o nome de aprendizagem
(FERNANDEZ et al., 2016).
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1 Wy 2
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Figura 1 - Representacdo esquematica das etapas da formacdo de meméria. Fonte: Adaptado de
Noyes; Phan; Davis (2021)

A aprendizagem permitiu que padrées comportamentais dos animais fossem
modificados baseados em experiéncias passadas, permitindo o aperfeicoamento de
capacidades vocais e motoras ou ainda funcdes que possibilitem a sobrevivéncia
como uma maneira de obter alimento e evitar o perigo. (OZAWA; JOHANSEN, 2018).
Além disso, permitiu aos animais aprenderem sobre o mundo através de associacdes
e situacdes de causalidade, levando ao desenvolvimento de habilidades como a
predicdo, baseadas na deteccdo de eventos atuais semelhantes a outros ja ocorridos
(BLAISDELL, 2019).

O processo de aprendizagem € a maneira pela qual novas informacfes sao
adquiridas para a formacdo de novas memorias. Uma vez que essas novas
informacdes séo internalizadas numa memoria, existe uma interacdo entre a nova
informacdo e um conhecimento pré-existente. Esse processo pode resultar na
modificacdo dessa memaria anterior, ocasionando a formacgédo de uma nova memoaria
independente ou ainda na integracdo das duas informacdes formando uma Unica
memoéria (HERSZAGE; CENSOR, 2018). Em complemento, a obtencdo dessas
informagbes ocorre em consequéncia majoritariamente de habilidades
sensoriomotoras que ao formar uma memoéria, produz um padrdo comportamental
(ARAKAWA, 2019).

Uma vez que o processo de aprendizagem esteja funcionando de maneira
correta, a formacédo da memoaria pode ser didaticamente dividida em 4 etapas, sendo
elas: aquisicdo, que pode ser chamada também de codificacdo; consolidacdo da
informagéo; evocacao, sendo a recuperagcdo dessa informacdo armazenada e

também o esquecimento (NOYES; PHAN; DAVIS, 2021). Areas como hipocampo,
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cortex e amigdala sdo exemplos de regifes encefalicas envolvidas com 0s processos
de aprendizagem e memoria (HAN et al., 2019). Nessas regides, durante o processo
de formacdo ocorrem modificacdes sinapticas que sdo importantes nas fases de
captar e armazenar a informacgao obtida do ambiente (SHEPPARD et al., 2018).

2.1.2 Aquisicao

A aquisicdo pode ser definida como o processamento das informagdes que
estdo sendo recebidas, sendo essa etapa 0 primeiro passo necessario para a
formacdo de memoérias. Apesar de poder ocorrer de maneira inconsciente e
automaticamente, os processos de percepcdo e atencdo sao partes integrais da
codificacdo da informacdo na memoéria (HINE; TSUSHIMA, 2018). Durante a
aquisicao, diferentes elementos do ambiente sdo obtidos para essa etapa inicial da
formacado da memdria, como informacdes visuais, sonoras, olfativas, tateis, etc. Essas
informacdes sdo obtidas e unidas para formar uma memoéria baseada no determinado
contexto no qual essas informacdes foram captadas (CASCELLA; AL KHALILI, 2022).

Uma vez que a nova informacéo esta sendo adquirida, grupos de neurbnios
sao recrutados, por conta de conexdes sinapticas ja existentes entre eles, em resposta
ao processo de aprendizagem, para realizarem o processamento da informacdo que
esta sendo captada. Em geral esses neurbnios sao pertencentes a diversas areas
encefalicas que se encontram interconectadas (HOLTMAAT; CARONI, 2016),
formando uma grande rede neural que € recrutada durante todo o processo (DE
QUERVAIN; SCHWABE; ROOZENDAAL, 2016). Durante essa fase, ha intensa
atividade no hipocampo e para isso ha um aproveitamento de redes neurais
previamente existentes, formando um elo entre a nova informacdo e memdrias
previamente estabelecidas, gerando uma nova memoria de curta duracéo (VOSS et
al., 2017). Para que esse processo ocorra, ha na regido a ativacdo de vias excitatorias
glutamatérgicas em neurdnios pré-sinapticos e pds-sinapticos que consequentemente
levam a maior resposta destes por maior ativacao dos receptores de glutamato das

sinapses ja existentes e estabilizadas (ASOK et al., 2019).

Uma vez que a informagéo é adquirida e a memoria é formada, quando ha

recuperacdo da informacéo (lembrar), esse grupo de células que funcionam como
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circuitos sao ativados e reativados e a esse grupo de células ‘detentoras’ de memoarias
da-se o nome de engrama (ROY et al., 2017). Especificamente, 0 engrama € nome
dado aos circuitos neurais interconectados no qual as memarias sdo armazenadas no
encéfalo. Dessa forma, as ligacdes mantidas entre esses grupos de células permitem
a recuperacao da memoria (HOLTMAAT; CARONI, 2016).

A caracteristica do processo de aquisicdo de memoria usando apenas
estruturas pré-existentes, além do desgaste gerado pela alta excitabilidade dessa
rede, limita o tempo e quantidade de informacgéo que pode ser adquirida e armazenada
nesse primeiro momento. Em complemento, nesse tipo de memaria a informacao é
temporariamente armazenada enquanto a rede envolvida com essa informacéo
estiver ativa (DEMOULIN; KOLINSKY, 2016). Dessa maneira entende-se que o
hipocampo tem papel critico, mas capacidade limitada na fase inicial de aquisi¢cao
(MENON, 2016).

2.1.3 Consolidacéao

Uma vez que o processo de aquisicdo seja repetido, e a ativacdo do mesmo
engrama para uma determinada informacao seja sustentada, um processo plastico é
induzido. Esse processo consiste em converter essa memoria de curto prazo, limitada
e mais suscetivel a perda, numa de longo prazo que € mais estabilizada e a ele é dado
o nome de consolidacdo (KIDA, 2019). Para tanto, o processo de armazenamento se
torna mais lento, visto que durante esta fase uma série de alteracfes celulares sédo
necessarias para reorganizar um circuito ja estabelecido e a nova memaria que esta
sendo estabilizada (BERGSTROM, 2016).

Uma dessas alteracdes é o0 aumento na plasticidade sinaptica, fortalecendo as
conexdes neuronais ja existentes, envolvidas com a memodria em questdo e/ou a
criagdo de novas conexdes que sirvam como base para a memoéria que esta sendo
armazenada. Além disso, € necessério ainda 0 aumento na transcricdo génica, para
a producao de novas proteinas que vao servir como substrato para todo o processo
de modificacdo sinaptica tanto em neurdnios pré quanto pos sinapticos (ASOK et al.,
2019). A esse alto nivel de plasticidade sinaptica e intensa atividade neuronal, devido

ao processo de formagédo de memorias, da-se o0 nome de potencial de longa duracao,
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esse processo juntamente com regides que dao suporte ao hipocampo podem alterar
a forma como a informacdo é armazenada e consequentemente alterar um
comportamento de resposta frente a determinado estimulo que venha a ativar essa
memoéria (KUTLU; GOULD, 2016). Durante essa fase ha intensa atividade
glutamatérgica que leva ao fortalecimento de uma determinada rede que esta sendo
recrutada para o armazenamento mais estavel da informacéo obtida, enquanto que
simultaneamente sao ativos fatores génicos que dardo suporte ao processo (KLATT,
2018).

Apesar de didaticamente as etapas de aquisi¢do e consolidacdo de memdéria
sejam separadas, 0s processos ocorrem simultaneamente. Dessa forma € dificil
afirmar onde uma etapa termina e a outra comecga. A citar, o potencial de longa
duracéo, apesar de fortemente associada a fase de consolidacéo, pode ser dividido
em fases. Uma fase mais precoce, onde ocorre uma potencial de longa duracéo inicial,
na qual ndo ha alteracdes na transcri¢cdo génica, mudancgas morfolégicas ou producao
de novas proteinas,(semelhante ao observado na etapa de aquisi¢do da informacao).
A outra fase da potencial de longa duracéo é a tardia, que exige tanto a ativacao da

rede preexistente quando dos processos plasticos citados (SHEPPARD et al., 2018).

Além disso, ha também o aumento de projec6es hipocampais para outras
regides do cérebro envolvidas com o armazenamento de memdrias estabilizadas (DE
QUERVAIN; SCHWABE; ROOZENDAAL, 2016). Das regifes ligadas ao hipocampo
que recebem suas projecdes durante a formacédo da memdria, pode-se destacar as
regides neocorticais. Uma vez que um novo engrama seja formado e estabelecido e
a consolidacdo é completada, o hipocampo passa a atuar menos sobre essa memaoria
e ser menos estimulado quando a evocacgdo é requerida, passando para a regiao
cortical o papel de armazenar e fornecer a informacdo armazenada quando for
requerida posteriormente. Nesse sentido, esta regiao passa a ser mais ativa enquanto
gue o hipocampo fica responsavel por reconhecer apenas um fragmento da
informacao que pode levar ao acesso a informacao completa (DENARDO et al., 2019).
Uma vez que a estabilidade tenha sido alcancada, um processo inverso a potencial

de longa duracéo € iniciado, sendo o processo chamado depresséo de longa duracéo.

Em sintese, a depresséo de longa duragdo € um processo que leva ativamente
a diminuicdo da eficacia sinaptica e para isso, inicialmente regula a liberacéo pre-

singptica do glutamato, diminuindo a probabilidade do neurotransmissor ser
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empacotado em vesiculas. Essa modulacdo é reforcada por outra que ocorre no
neurdnio pos-sinaptico, visto que este realiza uma transmissao retrograda de Oxido
nitrico que ocasiona aumento de GMP ciclico, esse aumento regula negativamente o
calcio intracelular, diminuindo o processo de exocitose que culmina na diminui¢cdo da
liberacdo do glutamato, além de estimular canais de potassio. Outra mudanca pode
ser ainda a modulacao da resposta do receptor glutamatérgico pos-sinaptico, que esta
intimamente ligado com alteragdes na sinalizagdo intracelular de calcio, uma vez que
a diminuicéo do calcio leva a diminuicio da resposta do receptor glutamatérgico. Além
disso ha ainda, assim como na potencial de longa duracéo, a sintese de proteinas que
auxiliam na regulacdo, favorecendo a depressdo de longa duracdo (CONNOR;
WANG, 2016).

Devido a diversidade de alteracdes plasticas que ocorrem durante a fase de
consolidacéo, esta etapa tem sido alvo de iniumeros estudos tanto em humanos
guanto em animais, visando melhor compreender esse sistema e tentar modular o

mesmo, na busca de tratamentos relacionados ao medo e memorias aversivas.

2.1.4 Evocacao

A terceira etapa da formacdo de uma memoria envolve um processo chamado
evocacdo. Também podendo ser chamada de recuperacdo da memoria, esta fase
consiste na reativacdo de uma circuitaria neural pré-estabelecida a partir de pistas
internas ou externas, que levem ao acesso de informacdes previamente armazenadas
num engrama. Essa recuperacdo envolve ativagdo de diversos mecanismos via
estimulacdo glutamatérgica, mas também colinérgico, gabaérgico, serotoninérgico
entre outros (BOSTANCIKLIOGLU, 2020). Para esse processo acontecer
corretamente é necessario a disponibilidade funcional do engrama e a pista que
contém um fragmento de informacado, que leva a ativacdo do circuito por completo
(MACDONALD; COTE, 2021).

Essa recuperacao da informacédo armazenada pode ser acessada com o auxilio
de diferentes regifes do encéfalo a depender do tipo de memoria (DE QUERVAIN;
SCHWABE; ROOZENDAAL, 2016). A titulo de ilustracdo, temos a recuperacédo de

uma memoria episddica, na qual o cortex entorrinal realiza uma ponte entre o
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hipocampo e regibes neocorticais (LEWIS, 2017). Entre essas regifes pode-se
destacar o cortex pré-frontal, envolvido com a tomada de decisdo, além do equilibrio
e planejamento de comportamentos. O cortex pré-frontal apresenta alto nivel de
interacdo com o hipocampo e por esse motivo auxilia fortemente no processo de
formacéo e evocacdo de memoarias, através do controle cognitivo desenvolvido pela
regiao (MENON, 2016).

Mais especificamente, enquanto o hipocampo organiza a memoria a depender
do contexto, o cortex pré-frontal é responsavel por realizar a recuperacdo da memoria
apropriada a determinado contexto, suprimindo memorias concorrentes e
inapropriadas a situagéo experienciada (EICHENBAUM, 2017a). O cértex pode ainda
realizar a integracdo de pistas especificas reconhecidas conscientemente com
informacdes genéricas reconhecidas de maneira ndo consciente que fazem parte de
outro engrama, levando a um maior detalhamento da situacdo que esta sendo
vivenciada (BEKINSCHTEIN; WEISSTAUB, 2014).

A evocacdao por vezes é relatada como o ponto final do processo de formacéo
de memédrias, visto que de maneira geral é tratada como uma fase que apenas vai
captar uma memoria armazenada e trazé-la para a consciéncia. Entretanto a
evocacao também pode ser tratada como ponto de inicio, uma vez que quando essa
memoéria € recuperada, novas acles, decisdes e emocbes podem fortalecer o
engrama estabelecido ou ocasionar uma reorganizacdo do engrama, gerando uma

atualizacdo da memoéria (KENSINGER; FORD, 2020).

2.1.5 Memobria aversiva

As memorias aversivas, ou memorias do medo, sdo um tipo de memoaria
relacionada a eventos traumaticos, que podem ser formadas de maneira imediata e
que apresentam grande capacidade de resistir armazenada ao longo do tempo
(BERGSTROM, 2016). Uma via classica no estudo de memoria de medo é o medo
condicionado, que foi estudado inicialmente por Pavlov (REYNOLDS; ASKEW, 2018).
O medo condicionado € relatado como um processo de aprendizagem associativa que
que foi conservado ao longo do processo evolutivo e possibilitou o desenvolvimento

de respostas defensivas frente a um estimulo dito neutro, mas que prediz alguma
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ameaca (CHU et al., 2019). Dessa forma, a resposta gerada por esse estimulo neutro
permitiu que os individuos adquirissem informacdes a respeito de uma possivel
ameaca, sem necessariamente correr um risco para obter essa resposta defensiva
(KONDRAKIEWICZ et al., 2019).

No medo condicionado, as fases necessarias para a formagédo de uma memoria
estdo incluidas, desde a aquisicao até a evocagdo. Nos estudos de Pavlov, durante a
aquisicdo da informacao era ofertado um estimulo condicionado (como um som),
juntamente com um estimulo aversivo incondicionado (um choque), gerando uma
resposta condicionada, que em geral € uma resposta defensiva. Uma vez que esse
processo tenha sido devidamente aprendido, a presenca do som (estimulo
condicionado) é capaz de gerar resposta condicionada, sem que haja a presenca do
estimulo incondicionado (HAAKER et al., 2019). Essas situacbes estressoras tem
potencial de induzir alteragdes no encéfalo, no qual a manutencdo dessas situacdes
em altos niveis podem gerar prejuizos relacionados a ansiedade e/ou depresséo (DU
et al., 2019).

De maneira geral, com a repeticdo do estimulo condicionado na auséncia do
estimulo incondicionado pode haver uma reconsolidacdo da memoria aversiva, no
qual o individuo associa uma nova informacao (auséncia desse estimulo aversivo) a
que estava armazenada e foi evocada (o choque apdés 0 som), com iSSO esse novo
contexto € armazenado como uma atualizacdo da memdéria anterior (que havia a
presenca do estimulo aversivo). Em complemento, a resposta comportamental
produzida visa a seguranca do individuo. Entretanto, a producdo desse
comportamento de busca por seguranca na auséncia do agente aversivo, pode
reforcar a memaria aversiva, impedindo que o individuo aprenda e reforce uma nova
memoria onde ndo ha o agente estressor. Dessa forma ocorre um loop entre lembrar
de uma situagdo aversiva, realizar um comportamento de seguranga, sem entender
conscientemente o que estad ocorrendo, que leva ao reforco dessa memoaria e

consequentemente facilitando uma nova evocacéo posteriormente (PITTIG, 2019).

E nesse tipo de abordagem que algumas terapias como terapia cognitiva
comportamental se apoiam para o tratamento de transtornos mentais como transtorno
do estresse pOs-traumatico, transtorno de ansiedade generalizada, entre outras
(SIMON et al., 2020). As terapias baseadas em expor 0sS pacientes a situacdes

possivelmente estressoras, tem sido as mais utilizadas para o tratamento dessas
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desordens, visando diminuir cada vez mais a resposta aversiva frente ao estimulo
neutro associado a uma memodria estressora (GERLICHER; TUSCHER; KALISCH,
2019).

Entre os possiveis sistemas envolvidos com a formacdo de memorias,
alteracdes hormonais vem se destacando por conta de seu possivel envolvimento com
0S processos relacionados ao medo e/ou ansiedade. Hormoénios relacionados ao
estresse como norepinefrina e glicocorticéides (a citar cortisol) tendem a influenciar
respostas fisiologicas relacionadas a aprendizagem, memdéria, medo e ansiedade,
principalmente por exercerem modulagéo na atividade dos nucleos da amigdala e do
hipocampo. Esses hormoénios podem promover um potencial de longa duracéo, no
caso da norepinefrina, que facilita a codificacdo da informagdo aversiva, ou
alternativamente reduzir essa codificacdo no caso de glicocorticoides (MERZ; WOLF,
2022). Outro grupo de hormdnios que possivelmente sdo capazes de modular a
resposta frente ao estimulo aversivo sdo os horménios sexuais. E crescente o nimero
de estudos que verificam diferencas sexuais nos processos relacionados a
aprendizagem e memoria (RIBEIRO et al., 2010). Além disso, individuos do sexo
feminino tem cerca de duas vezes mais chances de desenvolver transtornos
relacionados ao medo e ansiedade se comparados ao do sexo masculino (VOULO;
PARSONS, 2019). Por esse motivo acredita-se que o estradiol pode ser o responsavel
por esse dimorfismo por conta de estudos na literatura mostrarem efeitos desse
horménio sobre a neurogénese e potencial de longa duracdo. Entretanto ainda sao
necessarios mais estudos para melhor compreender os mecanismos envolvidos com
esse fenomeno (MAENG et al., 2017). Finalmente, outro hormoénio que vem ganhando
destaque é a ocitocina, devido a sua possivel atuacdo em processos relacionados a

memorias aversivas.

2.2 OCITOCINA

A ocitocina € um neuropeptideo produzido no sistema nervoso central, formado
por nove aminoacidos e é associado a producdo de diversos comportamentos em
mamiferos (YAMASUE; DOMES, 2018). A molécula foi descoberta em 1906 por Henry
Dale e recebeu o nome oxitocina (Figura 2) vindo do grego, que significa ‘nascimento

rapido’ devido ao seu efeito em induzir contracdes uterinas. Adiante em 1953 se tornou
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o primeiro hormoénio polipeptidico a ser sequenciado e sintetizado (MAEJIMA et al.,
2018). Esse peptideo é produzido principalmente pelos nucleos paraventricular e
supraoptico, localizados numa regido do encéfalo chamada hipotdlamo (FELDMAN,
2017).

Figura 2 — Estrutura molecular da ocitocina, retirado de: National Center for Biotechnology Information
(2024). https://pubchem.nchbi.nlm.nih.gov/compound/Oxytocin.

Mais especificamente, o peptideo € sintetizado por neurénios chamados
magnocelulares, localizados nas regides citadas (JONES et al., 2017). Dentre as
fungBes da ocitocina, séo descritas as classicas, envolvendo a ejecéo do leite materno
durante a amamentacéo, contracdes uterinas durante o parto, ejaculacéo entre outras
(DUMAIS; VEENEMA, 2016). Apesar destes efeitos serem mais discutidos em
humanos e roedores, o hormdnio apresenta funcées em outros grupos taxondmicos

(Figura 3), como os artrépodes, moluscos anelideos e nematoides, além de outros
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grupos de cordados (além dos humanos e roedores) como peixes, anfibios, répteis e
aves, tendo em cada grupo, comportamentos associados ao efeito da ocitocina
(FELDMAN et al., 2016). Além disso, Vaidyanathan; Hammock, (2017) investiga em
seu trabalho como a ocitocina pode atuar de maneira espécie-especifica quanto a
organizacao social. Os autores relatam ainda que espécies de roedores monogamicos
apresentam maior densidade de receptores ocitocinérgicos no nucleo accumbens se
comparados a espécies poligamicas, e que essa diferenca pode estar envolvida com
guestdes sociais relacionadas a comportamentos de preferéncia de parceiros. Em
complemento, Caldwell, (2017) efeitos diferentes da ocitocina sobre comportamentos
sociais como, agressdo, cooperacdo, competicdo, afiliacdo e memodria e sobre
diferencas sexuais entre diferentes espécies de roedores e primatas humanos e nao-

humanos.
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Entretanto, com o passar dos anos novos efeitos relacionados a ocitocina

comecaram a ser descritos e novas vertentes de pesquisa foram desenvolvidas, como

0 envolvimento da mesma com aspectos sociais como formacdo de pares e

reconhecimento dos parceiros sexuais has espécies,

reconhecimento social

relacionada a habilidade de recordar de um individuo da propria espécie e recordar

da hierarquia existente, além de comportamentos agressivos como a competigédo por
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hierarquia em comunidades visando uma maior estabilidade da mesma (CALDWELL,
2017),

Dessa forma, pode-se perceber o envolvimento da ocitocina em
comportamentos adaptativos e emocionais (CARTER, 2017). Entre esses
comportamentos nao sociais, muito tem sido discutido sobre efeitos da ocitocina a
aspectos envolvidos com a aprendizagem, formacdo de memarias, medo, estresse,
ansiedade e depressdo (LIN; HSU, 2018). Nesse sentido, € necessario melhor
compreensao da distribuicdo dos receptores de ocitocina, visando entender como o
horménio age sobre o tecido neuronal das diferentes regibes que contém estes
receptores, e inferir como a estimulacado destes podem modificar comportamentos

e/ou emocdes.

Além disso, a ocitocina pode apresentar ainda um dimorfismo sexual, no que
diz respeito a acdo do hormdnio e localizacdo de seus receptores podendo alterar
funcdes cerebrais de maneira especifica, na presenca ou auséncia do receptor ou seu
ligante (VAIDYANATHAN; HAMMOCK, 2017). No cortex orbitofrontal a exemplo, a
ocitocina parece ser mais importante no processamento emocional em mulheres que
em homens (SUE CARTER et al., 2020). Além disso, a variacdo hormonal durante os
ciclos reprodutivos e as variacbes causadas por conta do uso de hormdnios como
métodos contraceptivos podem afetar a maneira como ocorrem a aprendizagem e
extincdo de memdrias aversivas tanto em humanos quanto em roedores (HAAKER et
al., 2019).

Em complemento, variacbes nos niveis de estradiol em fémeas tém sido
relatados como possiveis moduladores de memoarias aversivas, podendo aumentar
respostas de medo e causar prejuizos na extincdo de memoérias (RIGGENBACH et
al., 2019). Além disso, estudos relatam ainda dimorfismo sexual na expressédo de
receptores ocitocinérgicos, em areas importantes para a formacao e recuperacéo de
memorias como coértex pré-frontal, hipocampo e amigdala e hipotalamo (JUREK;
NEUMANN, 2018), com maior concentracdo de ocitocina hipotalamica em animais do
sexo feminino (DUMAIS; VEENEMA, 2016).

Contudo, apesar dessa dependéncia sexual existir tanto a nivel celular quanto
comportamental, a maior parte é realizada em animais do sexo masculino, sendo a
principal causa dessa escolha a variagao do ciclo reprodutivo no sexo oposto que
pode alterar os resultados obtidos (KENDRICK; GUASTELLA; BECKER, 2018). Em
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alguns estudos, ha uma mescla no uso de animais machos e fémeas, sem que haja
verificacdo do efeito do ciclo menstrual, nem as diferencas entre 0os sexos, sendo
ambos tratados como uma Unica amostra (ASHER; ASNAANI; ADERKA, 2017).
Nesse sentido, percebe-se a necessidade da separacao, entre sexo e ciclo estral, afim
de descobrir os reais efeitos do sistema ocitocinérgico e as particularidades do mesmo
sobre o parametro avaliado e sobre a regido de interesse do estudo, levando a

achados mais robustos que corroborem ou ndo a estudos anteriores.

2.2.1 Mecanismo de acdo e distribuicdo do receptor ocitocinérgico

A ocitocina apresenta efeitos rapidos tanto no sistema nervoso central quanto
fora dele, uma vez ligada ao seu receptor. Além disso, 0 sistema ocitocinérgico
apresenta grande capacidade plastica, sendo capaz de ser alterado ao longo da vida
e em complemento, as funcdes desempenhadas pelo hormbénio podem ainda ser
alteradas por experiéncias estressantes e traumaticas e/ou desafios fisicos ou
psicoldgicos (SUE CARTER et al., 2020).

O receptor de ocitocina é um receptor de membrana que se liga
especificamente e com alta afinidade a ocitocina e desenvolve seus efeitos (LIN; HSU,
2018). Esse receptor pertence a um grupo chamado receptores acoplados a proteina
G, sendo esses receptores envolvidos com uma cascata de eventos através da
ativacdo de segundo mensageiros (AL-SUHAIMI et al., 2021). Esses receptores
podem estar ligados a diferentes subunidades, sendo elas Gq, Gi ou Gs, sendo Gq

descrito na maior parte dos estudos.

Nesse subtipo, uma vez unido o ligante, o receptor ativa uma cascata de
segundo mensageiro que inicia com a ativacdo da fosfolipase C, esta hidrolisa o
fosfatidil Inositol bifosfato em Inositol trifosfato (que age os estoques de calcio
causando liberacdo do mesmo) e diacilglicerol (que leva a ativacdo da proteina
quinase C) (ARROWSMITH; WRAY, 2014; FELDMAN et al., 2016).

Esta pode levar a ativagdo da via MAPK, que é amplamente estudada em
tecidos neuronais e ndo-neuronais, que pode ocasionar a producdo de
prostaglandinas, contracdo do miomeétrio (JUREK; NEUMANN, 2018), processo esse

reforcado pela atuacdo conjunta da interacdo do célcio, liberado junto com o
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calmodulina e pode paralelamente culminar na ativacdo de ERK que culmina na
ativacado de fatores de transcricdo, que podem levar a producédo de um potencial de
longa duragéo, que consequentemente causa mudangas comportamentais ou alteram
a atividade de canais idnicos (CALISKAN; SAHIN; GULDAG, 2021; KURTZEBORN;
KWON; KUURE, 2019).

A ativagdo do receptor em determinado tecido pode causar uma série de
alteragcbes como modificacdo da transcricdo génica, regulacdo do ciclo celular,
mecanismos envolvidos com a morte celular programada e neurogénese, etc e dessa
forma produzir uma ampla variedade de comportamentos (BELL; ERICKSON;
CARTER, 2014). E valido ressaltar ainda que as acdes relacionadas a ocitocina e seu
receptor ndo estdo ligadas apenas ao encéfalo e Uutero, pois, 0s receptores
ocitocinérgicos receptores ocitocinérgicos encontram-se distribuidos ainda nos rins,
ovarios e testiculos, timo, coracdo, endotélio vascular, osteoclastos e mioblastos
(VAIDYANATHAN; HAMMOCK, 2017).

Para produzir os variados comportamentos e efeitos relatados, a ocitocina
precisa alcancar seus receptores, que como comentado, encontram-se distribuidos
nas diversas regifes encefalicas. Uma vez sintetizada, as proje¢cdes dos neurdnios
magnocelulares encaminham a ocitocina para hipoéfise posterior (ou neuro-hipoéfise) e
nesta regido ela € armazenada em vesiculas e posteriormente liberada na corrente
sanguinea onde exercera sua funcdo hormonal nas regides alvo (LEONG et al., 2018).
Entretanto, é importante notar que além dessa forma de comunicacéo classica, hoje
sabe-se que a ocitocina também exerce comunicacdo paracrina, sendo liberada pelos
dendritos e soma dos neurénios magnocelulares do nucleo paraventricular e ndcleo
supradptico em regides adjacentes (ZHANG et al., 2017). Além disso, estudos relatam
ainda que o neuropeptideo pode ainda apresentar comunicacdo autécrina, onde a
ocitocina liberada interage com receptores ocitocinérgicos localizados nos proprios
neurdnios ocitocinégicos (QUINTANA et al., 2019).

As projecdes aferentes dos nucleos secretores de ocitocina podem alcancar
regides do encéfalo, como amigdala, nucleo accumbens e hipotalamo (KOHLHOFF et
al., 2022). Dentre estas, a amigdala € uma regido que apresenta grande densidade
de receptores ocitocinérgicos e é uma area de intima relagdo com a resposta de medo
(KENDRICK; GUASTELLA; BECKER, 2018). Uma outra regido importante na

resposta e que também apresenta receptores ocitocinérgicos € o hipocampo, sendo
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esta uma das mais importantes regides envolvidas com processos relacionados a
aprendizagem e memoria (HAN et al., 2019). Nesta regido, juntamente com a
amigdala e coértex, ocorrem mudancas sinapticas funcionais e estruturais que séo
importantes durante a codificacdo da informacéo obtida do ambiente (SHEPPARD et
al., 2018).

Os neurdnios do nucleo paraventricular podem projetar-se ainda para a area
tegmental ventral, interagindo com neurénios dopaminérgicos, levando a liberacéo de
gaba e dopamina, sugerindo que a ocitocina pode modular atividade dopaminérgica.
Nesse sentido, a ocitocina pode alterar comportamentos relacionados a recompensa
levando a uma diminuicdo na busca de prazer, sendo esse comportamento muito
envolvido com o sistema limbico juntamente com o ndcleo accumbens. Neste nucleo
a ocitocina pode atuar levando a diminuicdo da procura por alimentos baseado em
recompensa (MAEJIMA et al., 2018).

A ocitocina pode ainda agir sobre o sistema opidide e gerar eventos em cascata
que podem agir como uma ‘extensao’ dos efeitos do neuropeptideo por interagir com
sistemas dopaminérgico, muscarinico e colinérgico, sistemas esses envolvidos com
desordens psiquiatricas. No sistema dopaminérgico, receptores D2 podem ser
modulados, e essa modulagdo esta envolvida com mudancas que ocorrem em
doencas psiquiatricas, ja no sistema muscarinico a modulacao pode levar a problemas
associados a esquizofrenia e prejuizos cognitivos (QUINTANA et al.,, 2019). A
ocitocina pode ainda interagir com sistemas que regulam o eixo hipofise-pituitaria-
adrenal, apresentando efeito antiestresse e diminuindo a atividade basal do eixo
(CARTER, 2017; JIANG et al., 2018).

Corroborando todos esses achados sobre os efeitos da ocitocina no sistema
nervoso central, trabalhos como os de Gimpl; Fahrenholz, (2001) e Jurek; Neumann,
(2018) demonstram a maior ou menor densidade de receptores ocitocinérgicos em
diversas regides encefalicas e também entre espécies e os efeitos provenientes da
ativacdo destes receptores. Jurek; Neumann, (2018), informa a densidade de
receptores ocitocinérgicos encontrados em areas envolvidas com a resposta de medo,
como hipocampo, amigdala e cortex cingulado, enquanto que Gimpl; Fahrenholz,
(2001) relatam o efeito da estimulagéo dos receptores em comportamentos do tipo
ansioso e envolvidos com aprendizagem e memoaria, além de corroborar um ao outro

em diversos aspectos.
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Apesar dos efeitos centrais e periféricos da ocitocina, a maior parte do
neuropeptideo atuante é a sintetizada no sistema nervoso central, ou seja, sintetizada
pelo nucleo paraventricular e ndcleo supraodptico. A ocitocina produzida por tecidos
fora do sistema nervoso apresenta baixa capacidade de se difundir através da barreira
hematoencefalica, devido a sua natureza polar (LEE; JAYANT, 2019), sendo que
apenas entre 1 a 2 % dessa producdo consegue atravessar, de fato, a barreira
(LEONG et al.,, 2018). Quando h& administracdo exdgena, uma propor¢cdo ainda
menor é relatada, estima-se que menos que 1% do hormdnio consiga cruzar a barreira
(MAEJIMA et al., 2018).

Apesar dessa menor biodisponibilidade neural, a administracdo exégena de
ocitocina tem sido amplamente utilizada em estudos realizados com humanos através
das vias intranasal, intravenosa e oral. Nesse contexto se destacam por serem
métodos menos invasivos. A via intravenosa apresenta dificuldades de entregar
ocitocina no sistema nervoso por conta principalmente de sua meia vida de 22
minutos, que juntamente com a dificuldade de atravessar a barreira leva a um baixo
fornecimento do peptideo no encéfalo (AL-SUHAIMI et al., 2021). A via oral apesar de
ser mais pratica para humanos, também apresenta dificuldade na entrega de altas
concentracfes de ocitocina no encéfalo. Nesta via, o processo digestivo tende a
rapidamente degradar a ocitocina que, ocasiona baixa absor¢édo e consequentemente
menor disponibilidade sistémica (LEE; JAYANT, 2019).

A exposicdo nasal de ocitocina é uma das que mais vem sido estudada em
humanos, apesar da biodisponibilidade ainda ser baixa, assim como as demais, nesta,
estudos tém mostrado que a administracdo de altas doses ndo acarreta prejuizos aos
individuos, com ou sem transtornos psiquiatricos, que receberam o horménio. Além
disso, a via de administracdo € uma forma pouco invasiva e de facil aceitacdo a
respeito dos efeitos da ocitocina em humanos (KENDRICK; GUASTELLA; BECKER,
2018). Estudos em animais também s&o realizados utilizando essa via e nestes foi
possivel verificar um aumento da ocitocina presente em regides como hipocampo e
amigdala apés a administracéo nasal de ocitocina (YAMAMOTO; HIGASHIDA, 2020).
Ainda em estudos animais, uma via de administracao alternativa que é inviavel em
seres humanos € a infuséo intracerebroventricular (LEONG et al., 2018). Esta, dentre
as relatadas, apresenta maior biodisponibilidade da ocitocina no encéfalo. Entretanto,

como comentado 0s receptores ocitocinérgicos estao distribuidos em diversas regides
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do sistema nervoso central e a administracdo da ocitocina intracerebroventricular pode
fazer esta a interagir com multiplas areas do sistema nervoso ‘simultaneamente’,

comprometendo a interpretacéo do resultado obtido a depender do objetivo do estudo.

Neste caso, verificar uma resposta comportamental e afirmar que esta resposta
estéa relacionada a estimulagéo ou inibicdo de uma regido cerebral especifica pode ser
um erro, visto que o liquido cefalorraquidiano (que no caso carrega a ocitocina) pode
levar ocitocina para todas as regides encefalicas e levar a estimulagéo dos receptores
ocitocinérgicos em todas estas. Uma possibilidade de diminuir a estimulacéo de areas
gue nado sao de interesse € administrar a ocitocina diretamente na area que deseja
realizar a avaliacdo, dessa forma a chance de entrega da concentragao desejada do
hormdénio na area de interesse € aumentada, ao passo que diminui também as

chances de entrega em areas ndo desejadas.

2.2.2 Ocitocina e sua relacdo com memarias aversivas

Memorias aversivas sao geradas a partir de uma ampla rede neuronal, que
integra diferentes regides encefélicas, responsaveis por organizar diversas respostas
(MILTON, 2019), assim a resposta a um determinado estimulo aversivo pode envolver
o sistema nervoso autbnomo (alterando frequéncia respiratéria e cardiaca), sistemas
enddcrinos (liberando cortisol e epinefrina), entre outros, visando com essa resposta
frente ao estimulo manter a integridade do individuo frente a uma situacdo de ameaca
(RABER et al., 2019)

Entre as regides que estdo envolvidas com o processamento do medo e de
ameacas, pode-se destacar o cortex pré-frontal, amigdala, hipocampo, l6cus ceruleos
e substancia cinzenta periaguedutal (PAG) (KORNHUBER; ZOICAS, 2019;
RESSLER, 2020). A amigdala e todo o sistema limbico s&o apontados como regides
centrais de processamento de informacfes a respeito de memorias aversivas
(DENARDO et al., 2019). A amigdala é fundamental na deteccdo de ameacas e uma

das responsaveis por organizar respostas de defesa pré-definidas (BREWIN, 2018).

A amigdala é dividida em basolateral e central. A basolateral é dividida em basal
(BA) e lateral (LA). J& a amigdala central, se subdivide em amigdala central lateral
(CeL) e amigdala central medial (CeM) (KLINGMULLER; CAPLAN; SOMMER, 2017).



40

Em relacdo ao medo condicionado, a amigdala lateral esta envolvida na associacao
entre estimulo condicionado e estimulo incondicionado, bem como o armazenamento
dessa informacéo (TRIANA-DEL RIO et al., 2018). Para isso, a regido recebe
projecdes de outras regifes envolvidas com a percepcao desses estimulos, como
talamo e cortex. Na presenca de um estimulo condicionado (som) e de um estimulo
incondicionado (choque) o tdlamo capta as informacdes auditivas e somatossensoriais
e envia projecOes para seus respectivos cortices. Estes, projetam-se para a amigdala
lateral, na amigdala basolateral (SAMUEL et al., 2018) (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica das vias de comunicagdo entre cortex cingulado, cértex pré-
frontal e amigdala. Retirado de Triana-Del Rio et al., (2018).

A porcéo central da amigdala (CeA) é a principal via de saida da amigdala e
comunica-se com regides relacionadas predominantemente a respostas realizadas a
partir de estimulos com potencial nocivo ao individuo (MAENG et al., 2017). Amigdala
central recebe a informacao processada por basolateral e a transmite para os nucleos
alvo (NEUGEBAUER, 2015). Dessa maneira, a amigdala central contribui fortemente

para a aquisicao e expressao de respostas envolvidas com o medo (DUVARCI; POPA,;
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PARE, 2011) (Figura 4).

Ambas por¢des de amigdala central recebem projecdes vindas da basolateral,
entretanto a principal via de saida da amigdala é a amigdala central medial, sendo
esta responsavel por enviar projecdes de saida para outras regides cerebrais como
hipotalamo (resposta enddcrina), mesencéfalo (resposta comportamental) e tronco
encefalico (respostas autonémica) (COMERAS; HERZOG; TASAN, 2019). A porcao
lateral da amigdala central € a porcdo responséavel por receber a maior parte das
projecdes relacionadas ao processamento nociceptivo e aversivo (NEUGEBAUER,

2015). Esta apresenta 2 populacdes de neurbnios importantes na resposta ao medo,

os chamados CeLon (ou PKC®") e CeLoff (ou PKC&*), ambos neurdnios gabaérgicos
(Figura 5).

Figura 5. Representacdo esquematica da comunicacéo entre as porcdes lateral e medial da amigdala
central. Adaptado de Ressler, (2020)

CeLon enviam projecbes para CelLoff e na presenca do evento aversivo
condicionado CelLon séo excitadas, isso leva a uma inibicdo de CelLoff, visto que
CelLon apresenta neurdnios gabaérgicos. Essa inibicdo, permite que o alvo de

projecdes de CeLoff permaneca ativo (assim como CeLon, CeLoff também apresenta
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neurdénios gabaérgicos) (THOMPSON; NEUGEBAUER, 2017). Como relatado, CeL
(mais em especifico CeLoff) envia projecdes para a amigdala central medial e na
situacdo de medo CelLoff encontra-se inibido. Dessa forma suas projecoes
gabaérgicas, que tem como alvo popula¢des neuronais na amigdala central medial,
deixam de afetar os neurbnios deste nucleo (deixando-o ativo), pois CeLoff foram
inibidas por CeLon. Dessa maneira, 0s neurdnios gabaérgicos presentes na amigdala
central medial permanecem ativos enviam projecBes para diferentes areas
encefalicas, levando a diminuicdo da excitabilidade da regido alvo e causando
alteracbes comportamentais como comportamentos do tipo ansioso, inducdo de
comportamentos relacionados a emoc¢6es negativas, etc (GE; CAl; PAN, 2022) (Figura
5).

Dessas projecbes de saida, uma das possibilidades de alvo é o tronco
enceféalico, e neste um dos alvos pode ser a substancia cinzenta periaquedutal que
esta envolvida com respostas autonémicas e a estimulos aversivos. Particularmente,
essa regiao desenvolve papel na producdo de um comportamento defensivo chamado
congelamento, que consiste na pausa momentanea de todos os movimentos exceto
0S necessarios para realizar a respiracdo ou ainda no desenvolvimento de respostas
agressivas a depender da distancia entre o individuo e a ameaca (MILTON, 2019). O
processo todo ocorre da seguinte maneira: na presenca do estimulo aversivo, as
projecdes inibitérias de CeLon chegam a Celoff inibindo-as. Assim, os neurbnios
gabaérgicos de amigdala central medial, que receberiam o estimulo inibitério de
CelLoff, permanecem ativos. Estes, enviam suas projecdes também gabaérgicas para
regides alvo. No caso de substancia cinzenta periaquedutal, esse estimulo inibitorio
vindo de amigdala central medial (agora ativo) o bloqueia e essa a¢ao pode promover
o comportamento de congelamento. Em condi¢cdes de auséncia de estimulos que
causem medo, CeLon permanece inibido e essa inibicao faz que CelLoff agora fique
ativo, e cause a inibicdo de amigdala central medial e este, uma vez inibido, n&o inibe
substancia cinzenta periaguedutal e com este ativo o comportamento de

congelamento ndo é produzido (Figuras 4 e 5).

Entre a basolateral e a amigdala central existem grupos celulares chamados
de massa celular intercalada (ITC) (Figura 6). Estes, sdo aglomerados de neurbnios
gabaérgicos, que também estdo envolvidos com a expressdo e recuperagdo do

episédio que cause medo por conta das comunicacfes que estes realizam tanto com



43

basolateral quanto com amigdala central medial. Esses aglomerados podem ainda
estar mais localizados tanto dorsalmente quanto ventralmente. A massa celular
intercalada dorsal é mais relacionada com a recuperacdo da memdria aversiva,
enquanto que a massa celular intercalada ventral € mais envolvida com a extingéo da
mesma. O primeiro envia projecdes para tanto para CeLoff quanto para massa celular
intercalada ventral, enquanto que este ultimo projeta-se para amigdala central medial
(MINAMI; KIYOKAWA; TAKEUCHI, 2019).
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Figura 6. Representagdo esquematica da comunica¢éo entre a massa celular intercalada e as por¢des
basolateral e central da amigdala. Adaptado de Neugebauer, (2015)

Durante a expressao do comportamento de medo aprendido, a massa celular
intercalada dorsal juntamente com CelLon inibem fortemente CelLoff gerando a
cascata posteriormente relatada. Além disso, paralelamente as projecdes de massa
celular intercalada dorsal para a porcao ventral inibem este grupo. Como este ultimo
também apresenta projecdes inibitorias para a amigdala central medial, sua inibi¢cdo
faz que a esta porcdo da amigdala permaneca ativa, a qual bloqueia substancia
cinzenta periaquedutal causando comportamentos defensivos. JA na auséncia do
estimulo que cause medo, ocorre uma diminuig&o do tdénus inibitério sobre CeLoff (por
conta de menor ativacado de CeLon e massa celular intercalada dorsal), ocasionando
maior bloqueio de amigdala central medial que acarreta na n&o inibicdo de substancia
cinzenta periaquedutal, evitando assim os comportamentos defensivos caracteristicos

de respostas, frente a episodios que causem medo (Figura 4).

Partindo para a amigdala basolateral, uma vez ativa por meio de estimulos
aversivos, ativa neurdnios glutamatérgicos na amigdala lateral. Essa por¢éo encontra-

se intimamente envolvida com a resposta de medo, visto que funciona como um eixo
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de integracdo de informacdes sensoriais, durante a resposta aversiva vindas do
talamo e cortex. Os neurdnios aqui envolvidos com a experiéncia aversiva sdo em sua
maioria excitados em resposta aos estimulos aversivos recebidos (JOSSELYN;
FRANKLAND, 2018) (Figura 7).

Polymodal sensory
information

LA/BLA

Amygdala nuclei:
CeA: central nucleus

<:| CeA output CelLC: lateral and capsular divisions of CeA

— : CeM: medial division of CeA
ERitiegp aalvey ITC: intercalated cell mass

4= Inhibitory pathway LA/BLA: lateral/basolateral nuclei

Figura 7. Representagdo esquematica da comunicagdo entre amigdala e massa celular intercalada
durante a integracdo de informacdes sensoriais. Adaptado de Thompson; Neugebauer, (2017)

A amigdala lateral envia projecdes excitatorias para CeLon na amigdala central,
excitando-as e levando a inibicdo de CelLoff, como ja comentado. Além disso, a
amigdala lateral também envia projecdes para massa celular intercalada dorsal, que
também interage e inibe CeLoff, bem como projeta-se também para a amigdala basal
(NEUGEBAUER, 2015). Esta porgdo, apresenta tanto neurdnios excitatérios

(envolvidos com a evocacao e extingdo de memoarias aversivas), quanto inibitorios.
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Estes ultimos quando estimulados em situacdes que causam medo, causam inibicao
dos neurdnios excitatorios, favorecendo a expressao do medo (TRIANA-DEL RIO et
al., 2018) (Figura 4).

Alternativamente, a estimulacdo dos neurbnios excitatorios presentes na
amigdala basal, causam a ativacéo de regides como cortex pré-frontal que produzem
respostas fisiolégicas e comportamentais contra a ameaca, viabilizando a tomada de
decisdo, bem como o controle comportamental, através da informagé&o processada na
amigdala (NEUGEBAUER, 2015). Em complemento, os neurbnios excitatorios da
amigdala basal também se projetam para a amigdala central medial (CHOI et al.,
2021), ativando os neur6nios inibitérios dessa regido, que uma vez estimulados inibem

substancia cinzenta periaquedutal (Figura 4).

Nos roedores, Milton, (2019) comenta que os cortices pré-limbico e infralimbico
sdo os responsaveis pelos eventos de consolidacdo, recuperacdo e extingdo de
memodrias aversivas. O pré-limbico estd mais envolvido com a expressao e evocagao
da memodria aversiva (Figura 4), enquanto que o infralimbico & mais requerido durante
0 processo de extincdo da memdéria aversiva ou ainda na expressao de uma memoria
de extincdo (VARGAS; LIMA; MELLO-CARPES, 2021) (Figura 8). Essa diferenciacéo
ocorre principalmente por conta do padrao divergente de conexdes que estas regides
realizam com a amigdala basolateral e de como o estimulo aversivo é interpretado

durante a evocacgao ou extingao.
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Figura 8. Representacdo esquematica do envolvimento do cortex infralimbico com o processo de
extingdo de memodrias aversivas. Adaptado de Triana-Del Rio et al., (2018)

O pré-limbico apresenta um grupo de neurdnios gabaérgicos que realizam uma
inibicdo tdnica de grupos de neurbnios excitatérios também presentes nessa regido.
Esses neurbnios excitatérios sdo responsaveis pelas principais vias de saida
(envolvidas com o medo condicionado) dessa regido para a amigdala. Em situacées
aversivas, ha um aumento na estimulacao dos neurénios excitatérios do pré-limbico,
que supera o tdnus inibitério, causado pelos gabaérgicos, levando ao aumento da
estimulacdo da amigdala. Essa estimulacdo por sua vez, ocasiona um feedback
excitatério no pré-limbico favorecendo a expressdo do medo (THOMPSON;
NEUGEBAUER, 2019). Alternativamente, durante a extingdo de memarias aversivas,
o infralimbico parece ser mais requerido. Isso ocorre, porque a estimulacdo desse
centro pode ocasionar inibicdo de regides envolvidas com a producédo da resposta
frente ao estimulo aversivo, como a amigdala basal (ALEXANDRA KREDLOW et al.,
2022). Diante disso, percebe-se que a modulacdo do pré-limbico e infralimbico pode
alterar o estado excitatorio/inibitério nas da amigdala, ocasionando o favorecimento

da recuperagéo ou da extingdo da memoria aversiva (Figura 8).
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Outra regido envolvida com as memorias aversivas € o coértex cingulado
anterior. Juntamente com amigdala e hipocampo, a regido € altamente requisitada
durante o aprendizado e a expressao do medo (BLISS et al.,, 2016). Durante a
experiéncia aversiva, 0s neurdnios presentes no cingulado sao ativos e atuam tanto
na expressdo quanto na recuperacao dessa memoria (RESSLER, 2020). Uma vez
exposto ao estimulo aversivo, o cingulado capta pistas relacionadas a ameaca, vindas
de regides como cortex pré-frontal e tAlamo, e envia projecdes glutamatérgicas para
amigdala basolateral (tanto para a amigdala basal quanto para amigdala lateral),
ativando neurbnios excitatérios relacionados a expressao do medo nessa regido e
ocasionando a ativacéo de toda a cascata de eventos relatada (KEUM; SHIN, 2019)
(Figura 4).

Conhecendo como o sistema que envolve a formacdo de memdérias aversivas
funciona, pode-se discorrer como a ocitocina atua neste processo. Ja é relatado na
literatura que a ocitocina pode modular comportamentos em roedores de maneira
semelhante ao observado em humanos (KEUM; SHIN, 2019), entretanto € valido
ressaltar que apesar de haver essa similaridade, também existem diferencas de
efeitos e vias de acdo entre diferentes espécies. Em complemento, a grande
variedade de regides que expressam receptores ocitocinérgicos, juntamente com a
expressao desses receptores em neurdnios tanto glutamatérgicos quanto gabaérgicos
e a variacdo do tipo de receptor de ocitocina, além da variacdo desses parametros
entre as espécies, podem inicialmente prejudicar estudos que pretendam
translacionar resultados (ALTHAMMER; JIRIKOWSKI; GRINEVICH, 2018).

Durante a recuperacdo de uma memoria aversiva, na presenca da ocitocina, o
estimulo que desencadeia a resposta ao medo ocorre como ja comentado (a citar,
ativacdo dos neurdnios em cortex cingulado anterior, pré-limbico e amigdala lateral).
Entretanto, existem receptores ocitocinérgicos tanto no cingulado quanto na amigdala
sugerindo efeitos do neuropeptideo sobre respostas ao medo, a consolidacdo de
mem©érias ou ainda respostas relacionadas a aproximacdo ou afastamento da
ameacas (YAMAGISHI; LEE; SATO, 2020). Em complemento, estes comportamentos
podem estar ainda envolvidos com comportamentos relacionados a aprendizagem
gue podem ser afetados pela ocitocina (SUE CARTER et al., 2020). Corroborando a
isso, estudos relatam que baixos niveis de ocitocina também tém sido relacionados

com déficits de atencgdo, sugerindo assim problemas relacionados a aprendizagem
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(KOHLHOFF et al., 2022) (Figura 9).
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Figura 9. Representacdo esquematica da acao da ocitocina sobre ndcleos envolvidos com a resposta
ao medo. Adaptado Triana-Del Rio et al., (2018)

No cértex cingulado anterior, a infusédo da ocitocina possibilitou a diminui¢cao da
resposta ansiosa em roedores, tanto por acao direta na regido, quanto através de
modulacdo de interneurénios (LI et al., 2021). Ainda, durante a evocacdo de uma
memoria aversiva, a ocitocina interage com neurdnios gabaérgicos presentes no
cortex cingulado anterior e no cortex pré-limbico estimulando-os. Esta estimulacéo
tem como consequéncia o aumento da inibicdo da amigdala. Com a diminuicdo da
atividade da amigdala durante a evocacdo, a acdo do cortex infralimbico sobre a
amigdala é facilitada. Esta regido é mais envolvida com a extingdo de memarias, pois
envia projecdes glutamatérgicas para neurdnios da amigdala basal, que por sua vez
ativam neurdnios gabaérgicos no mesmo local e por fim diminuem a excitabilidade da

amigdala, facilitando a extincdo da memaria. Paralelamente, a ocitocina pode ainda
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interagir com as CelLoff ativando-as. Esta estimulacdo leva a inibicdo de nucleos
gabaérgicos na amigdala central medial e como consequéncia faz com que regides
que eram alvo das proje¢Bes da amigdala permanecam livres, diminuindo a resposta
ao estimulo aversivo (TRIANA-DEL RIO et al., 2018) (Figura 9).

Além disso, os receptores ocitocinérgicos também estéo presentes na amigdala
central. Na porcéo lateral desta, a presenca da ocitocina modula negativamente a
expressdo do medo, interagindo com CeLoff, que leva a inibicdo de neurbnios
presentes na amigdala central medial. Dessa forma, a amigdala central medial &
controlada indiretamente pela ocitocina que interage com o0s neurdnios gabaérgicos
da amigdala central lateral (NEUGEBAUER et al., 2020). A inibicdo dessas projecdes
de saida da amigdala pode assim promover efeito ansiolitico e possibilitar estados

emaocionais positivos em roedores (WAHIS et al., 2021) (Figura 9).

2.2.3 Ocitocina hipocampal e modulacdo de memarias aversivas

O hipocampo de roedores pode ser dividido em 2 por¢des, uma localizada mais
dorsalmente (e mais posteriormente em primatas) e outra localizada mais
ventralmente (e anteriormente em primatas). A porcédo ventral € mais relacionada a
guestBes afetivas e emocionais, enquanto que a por¢ao dorsal esta mais envolvida
com o processamento do contexto no qual uma memoria aversiva estd sendo formada
(BIAN et al., 2019). Em complemento, o hipocampo pode ainda estar envolvido com
a modulacéo de respostas a ameacas durante a extingdo de memdrias, devido a sua

interacdo com cortex pré-frontal, que serve como regulador de comportamentos.

O hipocampo e o cortex pré-frontal avalia o contexto da ameaca atual,
juntamente com experiéncias previamente armazenadas e direcionam o0
comportamento a ser executado, buscando a integridade do individuo (ALEXANDRA
KREDLOW et al.,, 2022). Dessa forma, o hipocampo pode atuar tanto durante a
formacdo de uma memoaria aversiva, quanto contribuindo para a extingcdo da memoria,
juntamente com outras regides (MILTON, 2019). A inibicdo do hipocampo em
roedores antes do treino de extincdo de memoria aversiva, pode ocasionar a
diminuicao da extincdo do medo, ou seja, se o hipocampo permanecer ativo durante
o treino de extincdo de memoaria, a expressao da extingdo da memaria aversiva pode
ser facilitada (RABER et al., 2019).



50

Nesse sentido, a ocitocina pode causar excitacdo hipocampal, que pode
favorecer um potencial de longa duracéo acarretando em mudancas comportamentais
(CALISKAN; SAHIN; GULDAG, 2021). Em linha, estudos relatam a presenca de
receptores ocitocinérgicos excitatdrios no hipocampo em neurbnios gabaérgicos da
regido. Dessa forma, a entrega da ocitocina no hipocampo pode ocasionar a inibicao
de ndcleos que recebem projecbes deste (LEONG et al.,, 2018). Alternativamente,
também € relatado a existéncia de receptores ocitocinérgicos em neurbnios
excitatorios do hipocampo dorsal (LIN; HSU, 2018). Além disso, o hipocampo dorsal
de roedores (e todas suas subdivisdes: CAl, CA3 e giro denteado) apresentam alta
densidade de receptores ocitocinégicos (JUREK; NEUMANN, 2018). Dessa maneira,
apesar da possibilidade de a ocitocina afetar o hipocampo, ainda nao é claro como
ISSO ocorre, o que possibilita diferentes frentes de pesquisa.

Vale ressaltar que apesar do envolvimento do hipocampo com areas como
cortex pré-frontal, amigdala e cortex cingulado, ele por si s6 pode processar e formar
uma memoria, independente das demais areas (SAMUEL et al., 2018), podendo
inclusive ser suficiente na atualizacdo de uma memoria ja armazenada (KLOOSTER,;
TRANEL; DUFF, 2020). Numa situacéo de atualizacdo de uma memaria aversiva, ha
auséncia de um estimulo aversivo, pode haver um aumento de atividade hipocampal,
na qual o individuo reconhece inicialmente o determinado contexto como aversivo.
Entretanto, novas informacfes sao interpretadas como seguras e adicionadas ao
contexto inicial levando a reconsolidacdo de memarias sobre um novo contexto menos
aversivo (BREWIN, 2018).

Entre as vias de comunicacao que ligam o hipocampo as areas ja comentadas,
umas das principais é através do cortex entorrinal. Juntamente com o hipocampo,
durante a formacéo e a evocacdo de memorias, o cortex entorrinal também € ativado
no processo, conectando o hipocampo ao cortex pré-frontal, levando informacgdes que
serdo processadas e integradas nesta regido (LEWIS, 2017; SEKERES; WINOCUR,;
MOSCOVITCH, 2018). Para isso, o coOrtex entorrinal apresenta conexdes que levam
informacdes de regides neocorticais como cortex pré-frontal, cortex parietal e cortex
temporal para o hipocampo e de volta para as regides de origem (SCHULTZ;
ENGELHARDT, 2014) (Figura 10).

As informacdes vindas do neocoértex e do cortex entorrinal chegam ao

hipocampo e seguem uma via de comunicacdo do proprio hipocampo, onde o giro
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denteado recebe as projecdes do cortex entorrinal, do giro passa por CA3, 2 e 1 para
voltar ao cortex entorrinal (ROY et al., 2017). Paralelamente, CA3 pode ainda projetar-
se para areas subcorticais ou ainda diretamente para CA1 (EICHENBAUM, 2017b)
(Figura 10). Essa circuitaria envolvendo o cortex entorrinal e hipocampo pode ser
tratada como um dos principais centros de modulacdo de memodrias, visto que a
estimulacdo do cértex entorrinal tem potencial de facilitar processos envolvendo

aprendizagem e memoérias (KIM; PARK, 2021).

Neocortex
Parietal Pré-frontal Temporal
X
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e, | (o

\

denteado

N’

Figura 10. Representagdo esquematica da comunicagdo entre hipocampo e neocértex. Adaptado de
Schultz; Engelhardt, (2014)

Os estudos do envolvimento do hipocampo com diferentes fases da formacao
de memodria tém sido amplamente desenvolvidos em roedores machos. Entretanto
pouco se sabe se esses sistemas se comportam de maneira semelhante em fémeas

ou se sdo modulados durante as variagcbes hormonais que ocorrem no ciclo
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reprodutivo, e menos ainda se horménios como a ocitocina alteram essa possivel
modulacdo (MAENG et al., 2017). Dessa forma, a entrega (ou néo) da ocitocina no

hipocampo pode modular a transmissédo sinaptica e a plasticidade.

No estudo realizado por Li et al. (2021) em roedores, a ocitocina administrada
no cortex cingulado anterior levou a uma diminuicdo do potencial de longa duracéo
inicial, causando diminuicdo de respostas ansiosas e interferéncia entre as taxas de
excitacdo e inibicAo de nucleos envolvidos com a resposta como cingulado,
hipocampo e nucleo accumbens. Em linha, o estudo de Hasan et al. (2019) também
realizado em roedores, relata que a ocitocina liberada na amigdala pode causar efeito
ansiolitico. Em complemento, reportaram que estimulacao optogenética de neurénios
ocitocinégicos causou diminuicdo do medo relacionado ao contexto, ao passo que o

silenciamento desses neurbnios ocasionou prejuizo na extincdo da memaoria aversiva.

No estudo de Lee et al. (2015) realizando a tarefa de labirinto aquético, o
trabalho mostrou que em situacdes de estresse ha um prejuizo na memdéria, mas que
a ocitocina intranasal preveniu a perda de performance na tarefa, além de promover
plasticidade hipocampal. A ocitocina pode demostrar ainda efeito no comportamento
motivacional dos animais e esse efeito € sexo-dependente. Liu et al. (2020)
demonstrou em seu trabalho que doses maiores de ocitocina administrada
intracerebroventricular, séo requeridas para diminuir a busca por alimento em ratas,
engquanto que em ratos doses mais baixas ja causam esse efeito, além de nestes o
efeito perdurar mais que em fémeas. Nessa mesma linha, Zhou et al. (2015) verificou
resultado oposto onde os animais machos buscam mais por alimento se comparados
as fémeas, entretanto, neste a via foi intraperitoneal, sinalizando que a via de

administracdo pode levar a visualizacdo de efeitos distintos.

Ainda no estudo de Zhou et al. (2015) foi demonstrado que a ocitocina pode
alterar a atividade motora. O estudo mostrou que animais do sexo feminino numa
baixa dose de ocitocina apresenta diminui¢cado da atividade motora, ao passo que para
animais do sexo masculino apenas doses altas podem causar o efeito citado. Em
complemento, no estudo realizado por Bowen et al. (2015), os autores mostraram que
no prejuizo motor causado pela administracdo de etanol, a ocitocina é capaz de
atenuar a perda da performance nos testes de: suspensdo no fio, reflexo de
endireitamento e campo aberto. Em sintese, percebe-se que existem achados na

literatura verificando os efeitos da ocitocina nos comportamentos citados. Entretanto,
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ainda nao é claro os efeitos da ocitocina administrada diretamente no hipocampo
sobre a aprendizagem, a memoria aversiva ou comportamento de resposta a este tipo

de estimulo.

Diante do exposto, uma melhor compreensdo dos efeitos da ocitocina no
hipocampo sobre a memdria e comportamentos do tipo medo/ansioso se faz
necessaria, visando entender também como a ocitocina hipocampal interage com
outras areas relacionadas a memoria e medo, além de contribuir na busca futura por
formas alternativas e/ou complementares de auxiliar nos tratamentos de transtornos

mentais como transtornos de panico, fobias entre outros.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Influéncia da ocitocina hipocampal, durante a aquisicdo, consolidacao e

evocacao de uma memaria aversiva em ratas

3.2 ESPECIFICOS

- Avaliar se a administracao de ocitocina no hipocampo de ratas é capaz de alterar o

processo de aprendizagem de uma memoria aversiva;

- Examinar a repercussdo da modulacdo ocitocinérgica no hipocampo sobre a
aquisicao, consolidacéo e evocagao de memodrias

aversivas em ratas;

- Avaliar os padrdes de imunorreatividade para C-Fos no hipocampo, amigdala, cortex
cingulado, cortex pré-limbico e cortex infralimbico em uma tarefa de memoria

aversiva, apos modulacéo ocitocinérgica no hipocampo de ratas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 99 animais da espécie Rattus novergicus heterogénicos da
linhagem Wistar, fémeas, pesando entre 200 e 300 gramas com 5-7 meses,
provenientes do biotério setorial do Departamento de Fisiologia da Universidade
Federal do Sergipe. Os animais foram mantidos no biotério alojados em gaiolas (33 x
40 x 17 cm), com 3 a 4 animais por gaiola. Os mesmos foram mantidos sob ventilacdo
e temperatura controladas (22 + 2°C), com ciclo claro/escuro de 12h/12h e acesso

livre & agua e comida.

Os animais utilizados neste estudo foram tratados de
acordo com o0s principios éticos estabelecidos pela lei brasileira para o uso de
animais em pesquisas n° 11.794, de 8 de outubro de 2008 (Lei Arouca) e
Resolucdo Normativa CONCEA 26/2016 sob o protocolo CEUA n° 4737270122
(Anexo). Todos os esforcos foram realizados para minimizar o nimero de animais

usados e o seu sofrimento.

4.2 DROGAS

Foram utilizadas as seguintes drogas: Pentabi6tico veterinario (Penicilina G
Benzatina®, Ariston / 120000 Ul em 0,2 ml; Banamine (Flunixina meglumina);
Cloridrato de cetamina (Ketamina®, Agener Unido); Cloridrato de xilazina (Calmiun®,
Agener Unido); Cloridrato de lidocaina 2%; Dimetilsulféxido (DMSO Sigma-Aldrich);
Ocitocina (Farmacéutica Brasil).

4.3 PROCEDIMENTOS GERAIS

Os animais foram submetidos a um periodo de 5 minutos de manipulagéo,
diariamente, durante 5 dias antes do inicio dos experimentos. A finalidade desse

procedimento foi habitud-los ao toque e a presenga do experimentador, além de
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reduzir possiveis alteracbes comportamentais decorrentes do estresse causados pelo
contato e presenca de pessoas durante o experimento, como descrito por Santos et
al. (2013).

Todos os experimentos foram realizados, preferencialmente, no mesmo
horario (12:00 — 16:00 p.m.). Entre as sessdes no teste comportamental o
aparato foi limpo com uma solucdo de etanol a 10% para evitar possiveis
pistas de odores deixadas por outro animal.

A preparagéao da ocitocina foi realizada dissolvendo 1 mg em 200 uL de DMSO
80%, uma vez dissolvida, da solucdo obtida foram adicionados adicionamos 300 uL
de agua para injecdo e nesse preparo obtivemos uma solucdo estoque de 500 uL a
uma concentracdo de 2 pg/pL. A solucdo administrada nos animais do grupo controle
consistiu apenas na combinacdo de DMSO e agua, na mesma propor¢cao citada
(LAHOUD; MAROUN, 2013; NAGAYOSHI et al., 2017).

AplOs a realizacdo de todas as etapas experimentais, os animais foram
eutanasiados através do uso de sobredose de ketamina e xilazina. Uma vez que os
animais ndo apresentaram sinais vitais como imobilidade, perda da coloracdo ocular,
auséncia do reflexo de dor (pinca pressionada entre os digitos), auséncia de
batimentos cardiacos e de movimentos respiratorios estes sao considerados
eutanasiados e afim de certificar a eutanasia dos animais, foi realizado o

deslocamento cervical destes.

4.3.1 Monitoramento do ciclo estral

Para realizacdo deste procedimento foi utilizada uma pipeta de Pasteur de
polietileno (3 ml) com um volume aproximado de 0,3 ml de solucdo salina 0,9% em
sua ponta. Para coleta do material, a ponta da ponteira foi introduzida no orificio
vaginal, com cuidado para ndo estimular a cérvix uterina. Uma gota de solugdo salina
foi injetada, aspirada e colocada em uma lamina. A este material foi adicionada uma
gota de azul de toluidina para visualizagdo do ciclo estral ao microscépio, com
magnificacdo de 10 ou 40 vezes (MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002). O
procedimento foi realizado por 5 dias apds o periodo de recuperacao pos-operatorio

das ratas. Esse monitoramento é de grande importancia para o trabalho visto que
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alteracdes hormonais que ocorrem durante o ciclo estral podem interferir nos
resultados obtidos.

Por esse motivo, com base no resultado do esfregaco do ultimo dia
experimental (nos diferentes desenhos experimentais), as ratas foram separadas
em 2 grandes grupos a depender da fase estral que se encontram neste dia. O
primeiro grupo foi composto por fémeas na fase de proestro e estro que foi chamado
‘ES’ e 0 segundo grupo composto por ratas nas fases de metaestro e diestro que foi
chamado ‘DI'. A divisdo foi realizada dessa forma pela similaridade dos tipos
celulares presentes nas fases. Em complemento, a fase de ovula¢éo ocorre do inicio
do proestro ao final do estro (MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002). Para auxiliar

no processo de identificacdo utilizamos a ferramenta apresentada por Byers et al.
(2012) (Figura 3).

a

SNy1s30v

Leukocytes
Nucleated Epithelial Cells
Cornified Epithelial Cells

Figura 11 - Tipos celulares encontrados nas fases do ciclo estral (Retirado de Byers et al. (2012)

Apbs a realizacdo do ultimo esfregaco (1 hora apoés, afim de evitar estresse
nos animais) as ratas foram levadas para a realizagdo da tarefa comportamental no

labirinto em cruz modificado e nesse ponto ocorreu a diferenciagdo dos 3
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experimentos realizados. A seguir, a figura 4 mostra exemplos de imagens obtidas

pela equipe através do monitoramento do ciclo estral.

Proestro

o

Metaestro

Figura 12 - Imagens representativas das fases do ciclo estral (acervo préprio)

4.3.2 Cirurgia estereotaxica

Para a realizacdo da cirurgia estereotaxica 0s animais precisaram ser
preparados. Inicialmente os animais foram pesados para calcular a quantidade de
anestésico a ser utilizado [cetamina (100 mg/kg, i.p.) e cloridato de xilazina (10 mg/kg,
i.p.)]. Os mesmos séo anestesiados com 70% do volume total e ndo havendo resposta
ao estimulo doloroso (realizacdo do movimento de pinca entre os digitos do animal),
os animais foram submetidos a tricotomia da parte superior da cabeca e fixado no
aparelho estereotaxico através dos incisivos e das barras auriculares (Figura 5). Uma
vez fixados, realizamos assepsia da regido superior do cranio com uma solucéo de
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alcool iodado, seguido de administracdo subcutanea de lidocaina 2%, administrada

para anestesia local.

Figura 13 - Aparelho estereotaxico (fonte: www.insightltda.com.br)

Em seguida, foi feita uma incisao longitudinal na regido superior da cabeca foi
realizada com o auxilio de um bisturi e entdo os tecidos foram afastados, expondo os
0ssos do cranio. Apds isso, o aparelho estereotaxico foi ajustado para as medidas
obtidas com o auxilio do atlas Paxinos e Watson (PAXINOS; WATSON, 2014), tendo
o hipocampo como alvo e utilizando o bregma como ponto de referéncia para iniciar o
ajuste. As seguintes medidas foram obtidas: anteroposterior, -3,48 mm; mesolateral
do hemisfério direito e esquerdo: +2,5 mm e -2,5 mm respectivamente; dorsoventral,

-2.0 mm (Figura 6).
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Figura 14 - Imagem de um corte encefalico de rato retirado de Paxinos e Watson (2014).

Apés o ajuste do equipamento para as medidas citadas, os animais receberam
os 30% restantes do volume total de anestésico e o cranio deste foram perfurados
com o auxilio de uma broca odontoldgica, no qual foram feitos 4 pontos de perfuracao,
dois para a alocacéo de canulas guia de aco inoxidavel (uma em cada hemisfério com
14 milimetros cada) para a administracao de farmacos no hipocampo (Figura 13) para
a insercao de dois parafusos de aco inoxidavel, que sao utilizados afim de melhorar a
adesdao do capacete (nome dado a toda estrutura alocada sobre o cranio). Além disso,

toda a estrutura foi fixada com resina acrilica de uso odontoldgico.
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[ Parafusos ]

Figura 15 - Representagéo esquematica dos pontos de perfuragdo no cranio das ratas (modificado de
https://www.biorender.com)

Afim de evitar o contato direto do encéfalo com o meio externo através das
canulas, foi adicionado um fio metalico de aco inoxidavel (chamado mandril) com o
mesmo comprimento da canula guia. O mandril, além de limitar esse contato direto
com o meio, auxilia também na prevencdo do entupimento das canulas e evitar
infeccdo. O fio é fixado ao capacete utilizando-se igualmente da resina odontologica

previamente relatada (Figura 15).
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Mandril Cinulas

Figura 16 - Representacdo esquematica da alocagdo da canula e mandril (modificado de
https://www.biorender.com)

Ao término do procedimento cirlrgico, os animais receberam 0,1 ml de
pentabidtico veterinario (Penicilina G Benzatina®, Ariston / 120000 Ul em 0,2 ml) via
intramuscular, seguido de inje¢do do analgésico banamine (flunixina meglumina) 1,1
mg/kg, via subcutdnea, ambos administrados imediatamente apos a cirurgia. Além
disso, uma segunda dose de banamine foi administrada 24 horas apds a primeira.
Apods a primeira administracdo do banamine, os animais foram alocados numa placa
de quente a 22°C e observados por volta de duas horas. Ao despertarem, 0S mesmos
foram individualmente alocados em caixas plasticas e monitorados por mais 2 horas
apos a cirurgia e entdo retornaram para suas gaiolas originais e foram observados

durante 24 horas apdés a cirurgia.
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Figura 17 - Imagens representativas dos pontos de alocagéo das canulas no encéfalo do animal (Acervo
proprio).

Apébs o procedimento cirdrgico, 0s animais tiveram um tempo de recuperacao
total de 2 dias sem passar por quaisquer procedimentos experimentais. Apds esse
periodo de recuperacdo total, os animais passaram pela avaliagdo do ciclo estral
citado durante 5 dias. Além disso, apds a recuperagédo foram realizadas também a
troca do mandril e a limpeza das canulas utilizando um outro mandril, em dias
alternados, a comecar no 1 dia apos a recuperacdo dos animais e finalizando no dia

1 do experimento.

Durante os experimentos, a administracdo das drogas foi realizada com o
auxilio de uma bomba de infusdo. Foram utilizadas seringas de Hamilton de 10 pl
acopladas a um tubo de polietilieno PE-10 e uma agulha gengival de 28 gauges
(Figura 18). Foi administrado 1 uL (0,5 uL por hemisfério) da substancia no
hipocampo com velocidade de fluxo de 0,5 pL/min, simultaneamente nos dois
hemisférios. Apdés o término das microinjecdes, a agulha foi mantida no local por
mais 1 minuto afim de evitar o refluxo dos farmacos. Passando esse tempo, as

agulhas foram entéo retiradas lentamente.
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Figura 18 - Representacdo esquemética da alocacdo de canula e administracdo dos farmacos
(Adaptada de Biorender (www.biorender.com))

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente estudo foi dividido em 4 etapas: | - Efeito da ocitocina sobre
formacdo de memorias aversivas (37 animais); Il - Efeito da ocitocina sobre a
consolidagdo de memoarias aversivas (25 animais); Il - Efeito da ocitocina sobre a

evocacdo de memdrias aversivas (24 animais) e IV - Efeito da ocitocina sobre
Imunorreatividade para C-Fos (13 animais). O numero de animais em cada uma das
etapas foi diferente, pois inicialmente tivemos dificuldade em manter os animais com
0s capacetes fixos durante o periodo de tempo que necessitamos. Apés o refino da
técnica e sucesso em manter 0s animais com 0s capacetes pelo tempo proposto,
passamos a utilizar menos animais por conta de preceitos éticos de uso de animais.
Em complemento, o nimero de animais utilizados no inicio foi mais alto visto a
dificuldade de enquadrar os animais nos grupos ES e DI, entéo por esses dois fatores
0 numero de animais utilizados variou ao longo do estudo. Além disso, também nédo
foi observado nenhuma diferenca entre os grupos ES e DI e esse foi mais um motivo



65

para a diminuicdo do uso de animais.

O delineamento experimental nos quatro experimentos é semelhante, mudando

apenas o momento da inje¢do do agonista ou veiculo, descrito a seguir.

4.4.1 Experimento | - Efeito da ocitocina sobre aquisicdo de memodrias

aversivas

Os animais foram divididos em 2 grupos: grupo controle (CTL) (19 a 23 animais)
— animais receberam 1 pL (0,5 pL por hemisfério) de solucéo veiculo e grupo Oxitocina
(OXY) (11 a 14 animais) — animais receberam 1 L (0,5 pL por hemisfério) da solugéo
de ocitocina (2 pg/pL). Nesse experimento (Figura 11), os animais receberam, no dia
do treino, uma injecao bilateral do farmaco 20 minutos antes de serem levados ao
aparato da tarefa comportamental. Passado esse tempo, os animais foram levados
para o labirinto em cruz modificado para a realizacdo da avaliacdo comportamental
durante 10 minutos e depois retornaram para as suas respectivas gaiolas. Apés 24
horas, as ratas foram levadas novamente para o labirinto em cruz modificado, para a
realizacdo do teste, onde permaneceram no aparato por 10 minutos e depois

retornaram as suas respectivas gaiolas e posteriormente foram eutanasiadas.

[ 20 minutos antes ]

[ Administragao ]

| t

[ Manipulagdo ( Cirurgia | Recuperacéo LavadoITreinoI Teste ]
[ Dias D-5 DO D1e?2 D3a7 D7 D8

l

[ Eutanasia ]

Figura 19 - Delineamento do experimento 1
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4.4.2 Experimento Il - Efeito da ocitocina sobre a consolidacdo de memorias

aversivas

O experimento Il ocorreu de maneira semelhante ao primeiro e com 0s mesmos
grupos experimentais [CTL (9 a 10 animais) e OXY (9 a 15 animais)], alterando apenas
0 momento de administracdo da droga. Neste experimento (Figura 12) a
administracdo ocorreu imediatamente apés a realizacdo da tarefa no dia do treino.
Semelhante ao experimento 1, 24 horas ap0s o treino, as ratas foram levadas

novamente para o labirinto em cruz modificado para o teste.

[Dias D-5 DO D1e2 D3a7 D7 D8

!

[ Administracio ]
Logo apds a
tarefa

[ Eutanasia ]

[Manipulagéo: Cirurgia | Recuperagao Lavado: Treino Teste ] >

Figura 20 - Delineamento do experimento 2

4.4.3 Experimento lll - Efeito da ocitocina sobre a evocacdo de memorias

aversivas.

O terceiro experimento (Figura 13) ocorreu de maneira semelhante [CTL (8 a
12 animais) e OXY (10 a 12 animais)] aos experimentos 1 e 2. A mudanca neste é que
a administracao da droga ocorreu 20 minutos antes da realizacéo da tarefa no dia do

teste.
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[ 20 minutos antes ]

[ Administracao ]

1

[ Manipulagao | Cirurgia | Recuperagéo LavadoI Treino \ Teste ] >

[ Dias D-5 DO D1e2 D3a7 D7 D8

l

[ Eutanasia ]

Figura 21 - Delineamento do experimento 3

4.4.4 Experimento IV — Efeito da ocitocina sobre Imunorreatividade para C-Fos.

O Jdltimo experimento (Figura 14) ocorreu de maneira semelhante ao
experimento | [CTL (6 animais) e OXY (7 animais)]. A mudanca neste é que uma hora
apos a entrada do animal no aparato (na sessdo de treino), os animais foram

anestesiados e perfundidos.

[ 20 minutos antes ]

[ Administragao J

, | 1

Manipulagao | Cirurgia | Recuperagao | Lavado | Treino ]
[ Dias D-5 DO D1e?2 D3a7 D7

l

[ Perfundidos ] <4

Figura 22 - Delineamento do experimento 4

4.5 TESTE COMPORTAMENTAL

O teste utilizado nos experimentos para a avaliacdo do aprendizado e
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memoria foi a tarefa de Labirinto em Cruz Modificado (Figura 15). O aparato (50 cm
de altura) é pintado de preto e alocado numa sala sob iluminacdo de 100 lux e
constituido de dois bracos abertos (50 x 10 cm) e dois bracos fechados (50 x 10 x 50
cm), dispostos em um angulo de 90° (GARCIA; CARDENAS; MORATO, 2005).

Figura 23 - Labirinto em Cruz elevado modificado (acervo préprio)

Em um dos bracos fechados contém uma lampada de 100W e uma estrutura
para emissdo de som de 80 dB (ruido branco) (SOUZA et al., 2022), que séo ligados
simultaneamente cada vez que o animal adentrar nesse braco (chamado braco
aversivo), durante a sessao treino (dia 1). 24 horas apds ocorre o teste (dia 2), onde
0 sistema de luz e som nédo é acionado quando o animal entra no brago aversivo
(Figura 16) (BRANDAO et al., 2017; GUIMARAES MARQUES et al., 2018).
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Figura 24. Representagéo esquematica do labirinto em cruz modificado no treino e teste

As duas fases da tarefa (treino e teste) foram realizadas com a duracéo de 600
segundos (10 minutos) cada uma. Na etapa de treino avaliamos o comportamento do
animal na aquisicdo da informacdo que podera ser convertida em memdéria. Nesta
etapa podemos ainda verificar a curva de aprendizagem dos animais, bem como
possiveis modificacbes no comportamento tipo ansioso. Na etapa de teste avaliamos
a evocacao (o recordar) de uma informacgao possivelmente armazenada, que No NOSSO

caso foi o estimulo aversivo vivenciado no dia anterior (fase de treino).

45.1 Parametros avaliados

No aparato citado realizamos a avaliagdo de diferentes comportamentos dos
animais durante as duas fases da tarefa. Na avaliagdo da distancia total percorrida,
foi avaliado quantos metros os animais se locomoveram durante os 600 segundos
(tempo total / 10 minutos) de livre exploracdo dos bracos tanto no treino quanto no
teste. Outra analise realizada foi a comparacdo entre os bragos seguro e aversivo
guanto ao tempo de permanéncia nos mesmos durante o treino e separadamente a

mesma avaliagdo no teste nos 10 minutos da tarefa. Além disso, avaliamos também
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o tempo de permanéncia apenas no braco aversivo nas fases de treino e teste, no

tempo total da tarefa.

Exclusivamente para a analise da permanéncia no braco aversivo, verificamos
também o tempo em blocos de 60 segundos ao longo dos 10 minutos de tarefa (10
blocos de tempo) para verificar a curva de aprendizagem. Com esses dados
avaliamos também as equacdes das retas dos grupos avaliados afim de verificar
diferencas no padrdo de aprendizado. Além da avaliacdo dos bragos aversivo e
seguro, verificamos ainda o tempo de permanéncia nos bracos abertos no treino e

teste, também em 600 segundos.

Ainda nas avaliacGes realizadas com o tempo total da tarefa, avaliamos
também o numero de entradas no braco aversivo (treino e teste), bem como nos
bracos abertos (treino e teste). Em complemento, avaliamos a analise de risco dos
animais nos bracos citados em dois subparametros, tempo e tentativas. Na analise
por tempo verificamos por quanto tempo 0s animais expdem apenas a cabega ao
braco avaliado. Ja na analise por tentativas, verificamos quantas vezes os animais

expdem a cabeca ao braco avaliado.

Dos dados obtidos das andlises acima, os valores de comparagado entre 0s
bracos seguro e aversivo, permanéncia apenas no braco aversivo (tempo total e
blocos de 60 segundos) e permanéncia nos bracos abertos foram ajustados para
valores em porcentagem e foram obtidos através da aplicacéo das seguintes formulas:
(1) % tempo no brago aversivo ou fechado = tempo no brago aversivo ou fechado /
soma dos tempos nos bracgos fechado e aversivo, e (2) % de tempo no braco aberto
= tempo no braco aberto / soma de tempo de todos os bragos. As férmulas adotadas
foram retiradas de estudos ja publicados por Silva; Frussa-Filho (2000), Munguba et
al. (2011) e Leé&o et al. (2016).

4.6 PERFUSAO DOS ANIMAIS E PREPARACAO DOS ENCEFALOS

ApoOs passarem pela tarefa comportamental (uma hora ap6s), os animais foram
anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de
xilazina (10 mg/kg) intraperitoneal. Com o animal completamente anestesiado e

imobilizado foi realizado um acesso a cavidade toracica seccionando-se a pele e
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partes moles. Ao se expor a cavidade abdominal foi feita uma incisdo no diafragma
para exposi¢ao do coracao. Os animais foram perfundidos de forma intracardiaca com
tampao fosfato salina (pH 7,2-7,4) para a lavagem dos vasos, por 5 minutos, e,
posteriormente, com paraformaldeido 4% em tamp&o fosfato (pH 7,4; 100 mM), por
10 minutos, para fixacéo do tecido. Apos a perfusédo, os encéfalos foram removidos e
mergulhados em paraformaldeido a 4%, a 4°C, por 24 horas. Em seguida, 0s

encéfalos foram guardados por, pelo menos, 48 horas em sacarose a 30% a 4°C.

Os encéfalos foram levados a um criostato a -20 °C para obtencao de seccdes
frontais de 50 uym, as quais foram distribuidas sequencialmente em 4 compartimentos,
em um meio liquido contendo solucdo anticongelante. Cada um desses
compartimentos correspondeu a 1 de 4 secgOes, de maneira que a distancia entre
uma seccado e a seguinte era de aproximadamente 200 um. Estes cortes foram

conservados a 4°C até as rea¢des de imunohistoquimica.

4.7 IMUNOHISTOQUIMICA PARA C-fos

A bateria de imuno-histoquimica consistiu nos seguintes passos: 1) lavagem
dos tecidos em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4, quatro vezes, por cinco minutos cada;
2) lavagem dos tecidos em tampao fosfato + dgua oxigenada (H203z), para bloqueio
da peroxidase enddgena, por vinte minutos; 3) repeticdo do procedimento 1; 4)
lavagem do material em leite desnatado, para blogueio de ligacBes inespecificas,
durante quinze minutos; 5) incubac¢do dos tecidos no anticorpo primario policlonal anti-
C-fos (1:500; Santa Cruz Biotechnology, U.S.A) produzidos em coelho diluidos em
Triton-X 100 (0,4%) e mantidos overnight (de 12 horas a 18 horas) em agitador
automatico; 6) repeticdo do procedimento 1; 7) incubacdo dos tecidos no anticorpo
secundario biotiniliado anti-coelho produzido em cabra (1:750 Sigma Chemical
Company) diluido em Triton-X 100 (0,4%) e mantido sob agitacdo automatica por duas
horas; 8) repeticdo do procedimento 1; 9) incubagdo do material no ABC (Complexo
Avidina-Biotina, ABC Elite kit, Vector Labs, Burlingame, EUA concentracdo de
(2:1000), diluido em Triton-X 100 (0,4% + NAcl 0,9%), e mantido no agitador por duas
horas; 10) repeticdo do procedimento 1; 11) revelacdo do material por meio de
lavagens dos tecidos em uma solu¢cdo de Diaminobenzidina (DAB) + H202; 12);
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repeticdo do procedimento 1; 13) montagem do tecido em laminas gelatinizadas. Ap6s
a montagem, o material foi reidratado, intensificado em tetroxido de 6smio 0,1% e
submetido a uma bateria de desidratacéo em &lcool e xilol. As laminas foram cobertas
com meio de montagem e fixacdo de uma laminula. Todos os procedimentos acerca
da realizacdo da perfusédo e da imunohistoquimica, foram feitos seguindo protocolos
realizados em trabalhos anteriores como: Melo et al. (2022), Bispo et al. (2019) e Lins
et al. (2018).

4.8 AQUISICAO DE IMAGENS E CONTAGEM DE CELULAS

As laminas foram fotografadas em um microscépio 6ptico (Nikon Eclipse Ci-S,
Nikon Corporation inc., Japan), com camera fotografica digital acoplada (Ds-filc,
Nikon Corporation inc., Japan) e programa de computador especifico para essa

finalidade (Ds-U3, Labconco Corporation inc., EUA).

Para cada animal analisado, foram feitas imagens dos cortes, em aumento de
10x, nas quais foi possivel ver em detalhes a presenca ou auséncia de células
marcadas nos tecidos. A contagem de células foi realizada em 4 seccbes de cada
animal e o niumero de células para cada um deles corresponde a média entre as 4

seccOes analisadas.

As areas analisadas foram os cortices cingulado anterior, pré-limbico e
infralimbico, hipocampo dorsal (CAl, CA3 e giro denteado) e amigdala. Todas as
células marcadas na area de interesse foram contadas usando o software Image J
(versao 1.46i, NIH) e a delimitacéo da area foi realizada com base no atlas de Paxinos
e Watson (2014). Todas as contagens foram realizadas de forma “cega”, em que o
experimentador ndo soube a que grupo pertencia cada imagem a ser contada. Os
valores para cada animal foram normalizados pela média dos valores obtidos nos

animais pertencentes ao grupo controle de cada etapa.

4.9 ANALISE ESTATISTICA
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Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov e apos verificacdo da normalidade dos mesmos, em cada avaliacao os dados
foram submetidos a testes de identificacdo de outliers e quando identificados o0s
mesmos foram retirados das analises. Apés estes passos, foram realizados testes de
ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Sidak. Além disso, para os dados de
permanéncia no braco aversivo em blocos de 60s, realizamos também analise das
equacdes da reta dos grupos experimentais através da regressao linear. Além disso,
para os dados de imunohistoquimica realizamos um teste t ndo-pareado para cada
regido analisada. Os dados apresentados sdo expressos em média + erro padrédo da
média (£ E.P.M.), com nivel de significancia de p < 0,05 para diferencas significativas.

As analises foram realizadas com a utilizagédo do software Graphpad Prism 8.0.
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5 RESULTADOS

Antes de iniciar a descricao dos resultados, com base nos dados obtidos ao
longo dos experimentos 1, 2 e 3, verificamos que ndo houve diferenca estatistica entre
as fases do ciclo estral e grupos que relatamos no item “4.3 Monitoramento do ciclo
estral”, dessa forma verificamos que o efeito da administragdo da ocitocina no
hipocampo de ratas, sobre os processos de memodria aversiva, foi o mesmo
independente se os animais eram do grupo ES ou DI dentro do mesmo tratamento
(CTL ou OXY). A tabela 1 mostra um resumo dos valores obtidos pelos animais nos 4
grupos (CTL-ES, CTL-DI, OXY-ES e OXY-DI) em todas as analises comportamentais
gue realizamos no presente estudo para o experimento 1 e 0 mesmo foi observado
para os experimentos 2 e 3 (dados ndo mostrados). Depois desta avaliacdo e a
verificacdo de ndo haver diferencas nos parametros que avaliamos, optamos por
unificar os grupos antes divididos por fase do ciclo, onde CTL-ES e CTL-DI foram
unificados em CTL enquanto que OXY-ES e OXY-DI foram unificados em OXY.
Optamos por essa fusdo afim de projetar uma melhor visualizacdo dos resultados
obtidos.

7

Outra observacdo que destacamos € que algumas das andlises que
realizamos mostram, por exemplo, efeito da interacéo entre tratamento e tempo [fase
da tarefa (treino ou teste)] ou entre tratamento e permanéncia no braco (aversivo ou
seguro). Esse efeito da interacdo reflete em comparacdes que ndo trazem
informacgdes relevantes aos objetivos de nosso estudo, a citar: p<0,05 (valor ilustrativo
com finalidade de ilustrar nossa explicacdo) quando comparado CTL no treino x OXY
no teste ou ainda CTL no braco aversivo x OXY no braco seguro. Essas comparacfes

pouco informativas nédo foram expostas no presente estudo.
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Tabela 1 - Efeito do ciclo estral nos animais do experimento 1 sobre todas as analises comportamentais
avaliadas. N&o foi verificado efeito do ciclo estral sobre os par&metros avaliados. Os Valores séo

expressos como média £ E.P.M.

Avaliacdo dos grupos ciclo estral

Grupos
Avaliacdes CTL-ES CTL-DI Valor de p OXY-ES OXY-DI Valor de p
L/eognpo B. Seguro reino g5 6140  87,3t2,4 p=0,9 77,0435  70,6+12,6  p=0,4
Tempo ~B. AVErSNO 133140 12,6524  p=0,9 229435 293126  p=04
treino (%)
L/eognpo B. Seguro teste 41 8198 49,7498 p=09  437+14,0 31,9+151  p=0,9
IJZ')“"OB'A"erS'VOteSte 58,24¢9,8 50,298  p=0,9 56,3140  68,0+151  p=0.9
Enwadas B AVEISNO 64109  65:10  po09 8813 6+2,1 p=0,7
Envadas B. AVEISNO 1113 64:14 p=0,9 5,8+1,4 5+1,5 p=0,9
Enwadas B ADeMOS 34113 20:05 p=0,9 32108  21£10 p=0,9
Fntadas B. ADEMOS 31410 24105  p=09  21:06 03103  p=07
Analise de risco
B. Aversivo (tempo) 83,7+2,8 72,845,4 p>0,9 131,0£19,4 173,1%£70,7 p=0,9
treino (segundos)
Analise de risco
B. Aversivo (tempo) 270,5+0,8 232,6+58,0 p=0,9 210,3+59,0 372,5+88,3 p=0,2
teste (segundos)
Andlise de risco
B. Aversivo (entradas) 11,1+1,4 9,1+2,0 p=0,9 13,6+2,3 9,5+2,4 p=0,7
treino
Andlise de risco
B. Aversivo (entradas) 9,6%1,8 9,6+2,0 p>0,9 8+1,9 6,6+2,4 p=0,9
teste
Analise de risco
B. Aberto (tempo) treino  50,6+£19,3  82,7+35,7 p=0,8 59,5+12,8 44,6+15,1 p=0,9
(segundos)
Analise de risco
B. Aberto (tempo) teste 45,8+14,7 41,1+11,4 p>0,9 45,3+11,7  17,6x11,0 p=0,9
(segundos)
Analise de risco
B. Aberto (entradas) 10,1+1,4 9,3+x1,4 p>0,9 13,1+2,9 10,3+£3,3 p=0,9
treino
Andlise de risco
B. Aberto (entradas) 8,6+1,8 8,2+1,9 p>0,9 9,1+1,9 6+2,8 p=0,9

teste

5.1 ATIVIDADE MOTORA

A atividade motora dos animais foi avaliada através da distancia total percorrida

(em metros). A ANOVA de 2 vias revelou que nao houve alteragcbes entre 0s grupos
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analisados, nos trés experimentos, quanto ao tratamento (CTL e OXY) {Exp 1: [F(1,
35)=0,0007, p=0,9]; Exp 2: [F(1,23)=0,008, p=0,9] e Exp 3: [F(1,22)=3,6, p=0,06},
quanto a fase da tarefa (treino e teste) {Exp 1: [F(1,28)=6,5, p=0,07; Exp 2:
[F(1,23)=2,9, p=0,1]; Exp 3: [F(1,22)=1,6, p=0,2]} e interagdo tratamento x fase da
tarefa {Exp 1: [F(1,28)=0,1, p=0,6]; Exp 2: [F(1,23)=0,7, p=0,4]; Exp 3: [F(1,22)=0,8,

p=0,3]}, como apresentados na tabela 2.

Tabela 2 - Efeito da ocitocina sobre a distancia total percorrida, em metros, durante treino e teste na
tarefa de labirinto em cruz modificado. Nao houve efeito do tratamento sobre o parametro avaliado. Os

Valores sdo expressos como média + E.P.M.

Distéancia total percorrida (metro)

Grupos CTL OXY
EXP1

TREINO 18,32+ 1,3 18,7+ 2,3

TESTE 16,0+ 1,7 165+2,1
EXP 2

TREINO 11,7+ 2,0 13,1+0,9

TESTE 10,5+1,1 94+1,6
EXP 3

TREINO 225+14 19,4+0,9

TESTE 22,0+2,6 16,4+19

5.2 EXPERIMENTO 1 — EFEITO DA OCITOCINA NA AQUISICAO DE MEMORIAS
AVERSIVAS

Durante a etapa de treino, a ANOVA de duas vias revelou que houve efeito da
porcentagem de permanéncia nos bracos (seguro ou aversivo) [F(1,70)=287,3],
p<0,0001] e interacdo da permanéncia nos bracos (seguro ou aversivo) x tratamento
(CTL e OXY) [F(1,70)=12,4, p=0,0007], mas nao houve efeito do tratamento
[F(1,70)=0,000, p>0,9]. O pbs-teste de Sidak mostrou que em ambos 0s grupos houve
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diminuicdo na porcentagem de permanéncia no braco aversivo se comparado ao

seguro (p<0,0001 para os 2 grupos) (Figura 25A).

Na etapa de teste, a ANOVA de duas vias revelou que houve diferenga na
permanéncia nos bracos (seguro ou aversivo) [F(1,63)=4,3, p=0,04] e na interacdo da
permanéncia nos bragos (seguro ou aversivo) x tratamento [F(1,63)=4,8, p=0,03], mas
ndo para o tratamento [F(1,63)=0,01, p=0,9]. O pdés-teste de Sidak mostrou que
apenas o grupo CTL apresentou diminuicdo na porcentagem de permanéncia no

braco aversivo se comparado ao seguro (p=0,002) (Figura 25B).

Analisando a porcentagem de tempo apenas no brago aversivo, durante as
fases de treino e teste, a ANOVA de duas vias revelou que houve efeito do tratamento
[F(1,63)=5,8, p= 0,01] e da porcentagem de permanéncia no braco no treino e teste
[F(1,63)=13,2, p=0,0006], mas ndo houve diferenca na interacdo tratamento X
porcentagem de permanéncia no braco [F(1,63)=0,2, p=0,6]. O poOs-teste de Sidak
mostrou que o grupo CTL apresentou aumento na porcentagem de permanéncia no
braco no teste quando comparado ao treino (p=0,002). O po6s-teste revelou ainda que
na fase de treino o grupo OXY apresentou aumento na porcentagem de permanéncia
do brago se comparado a CTL (p=0,04) (Figura 25C). Para a andlise apenas da % de
tempo nos bracos seguros durantes as fases de treino e teste, nenhuma diferenca

estatisticamente significativa foi observada.
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Figura 25 - Experimento | - Efeito da ocitocina sobre a permanéncia (em porcentagem) na comparacao
dos bracos seguro e aversivo durante treino (A) e teste (B) e no braco aversivo durante treino e teste
(C) na tarefa de labirinto em cruz modificado. Os valores séo expressos como média + E.P.M. p(*)<
0,05 quando comparado braco aversivo com brago seguro, p(a) < 0,05 quando comparado com treino,
p(b) < 0,05 quando comparado OXY com CTL (Anova de duas vias seguida do pOs-teste de Sidak).

Quando analisamos, minuto a minuto, a porcentagem de tempo no braco
aversivo durante a fase de treino, a ANOVA de duas vias revelou que houve efeito
do tratamento F(1,35)=6,2, p=0,01] e da comparacao entre os blocos de tempo [F(9,
315)=21,0, p<0,0001], mas nao houve diferenca na interacdo tratamento X
comparacao minuto a minuto [F(9,315)=0,7, p=0,6]. O po6s-teste de Sidak revelou que
nos minutos 3 e 10 o grupo OXY apresentou maior permanéncia no brago se
comparado a CTL (p=0,04 e p=0,04, respectivamente). O pbs-teste revelou ainda que
do minuto trés ao dez houve gradativa diminuicdo da permanéncia no brago aversivo
para o grupo CTL quando comparados ao primeiro (p3=0,03 p4=0,01; p5=0,007;
p6=0,0007; p7<0,0001; p8<0,0001; p9<0,0001; p10<0,0001). De maneira semelhante
foi observado para o grupo OXY, contudo, essa diminui¢cédo foi observada a partir do
bloco cinco (p5=0,006; p6=0,0002; p7<0,0001; p8<0,0001; p9<0,0001; p10<0,0001)
(Figura 26A).

Na avaliacdo da fase de teste a ANOVA de duas vias ndo mostrou efeito do
tratamento [F(1,35)=0,08 p=0,7], comparacao entre os blocos de tempo [F(9,315)=1,1,
p=0,3] ou na interacdo tratamento X comparacdo entre os blocos de tempo
[F(9,315)=0,8, p=0,5] (Figura 26B).

Na avaliacdo da equacédo da reta usando a regressao linear durante o treino
(Figura 26C), foi verificado para o grupo CTL a equagdo Y = -4,2*X + 39,0; R? 0,9;
(F=83,6. DFn=1, DFd=8, p <0,0001) e para o grupo OXY Y = -5,8*X + 60,2; R? 0,9;
(F=155,8. DFn=1, DFd=8, p <0,0001). A analise mostrou ainda que as retas diferem
entre si (F=5,4. DFn=1, DFd=16, p=0,03). Diante disso verificamos que o grupo OXY
apresentou maior coeficiente de determinacédo (R?), indicando aprendizado mais lento

para este grupo.
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Figura 26 - Experimento | - Efeito da ocitocina sobre a permanéncia (em porcentagem) no braco
aversivo durante treino (A) e teste (B) e regressao linear no treino (C) na tarefa de labirinto em cruz
modificado em blocos de 60 segundos na tarefa de labirinto em cruz modificado. Os Valores séo
expressos como média £ E.P.M. p(b)< 0,05 quando comparado OXY com CTL, p(c)< 0,05 quando
comparado com bloco de tempo em questdo ao bloco 1 a partir do bloco 3 para o grupo CTL e p(d)<
0,05 quando comparado com bloco de tempo ao bloco 1 a partir do bloco 4 para o grupo OXY (Anova
de duas vias seguida do pés-teste de Sidak para A e B e Regressao linear para C).

Em relacdo ao numero de entradas no braco aversivo, a ANOVA de duas
vias revelou que nao houve diferenca no tratamento [F(1,35)=0,05, p=0,8], no
namero de entradas no bracgo no treino e teste [F(1,35)=0,7, p=0,3] e da interacdo

tratamento x numero de entradas no braco [F(1,35)=2,9, p=0,09] (Figura 27A).

Na avaliagdo do numero de entradas nos bragos abertos, a ANOVA de duas
vias revelou que houve efeito quanto ao numero de entradas no brago no treino e teste
[F(1,30)=6,5, p=0,01], mas ndo para o tratamento [F(1,34)=1,5, p=0,2] e interacao
tratamento x numero de entradas no braco [F(1,30)=3,6, p=0,06] (Figura 27B). O pos-
teste de Sidak mostrou que o grupo OXY apresentou diminuigdo do parametro no teste

se comparado a ele mesmo no treino (p=0,01).
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Figura 27 - Experimento | - Efeito da ocitocina sobre nimero de entradas no brago aversivo (A) e nos
bracos abertos (B) na tarefa de labirinto em cruz modificado. Os valores sdo expressos como média +
E.P.M. p(a) < 0,05 quando comparado com treino (Anova de duas vias seguida do pés-teste de Sidak).
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Quando analisada a porcentagem de tempo nos bracos abertos, a ANOVA
de duas vias revelou que ndo houve efeito do tratamento [F(1,35)=0,04, p=0,8], da
fase da tarefa (treino/teste) [F(1,35)=3,6, p=0,06] e interacdo tratamento x fase da
tarefa [F(1,35)=2,0, p=0,1] sobre o parametro analisado (Figura 28).
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Figura 28 - Experimento | - Efeito da ocitocina sobre a permanéncia (em porcentagem) nos bracgos
abertos durante treino e teste na tarefa de labirinto em cruz modificado. Os Valores sdo expressos
como média £ E.P.M. N&o houve efeito do tratamento sobre o parametro avaliado.

Na avaliacdo da andlise de risco realizada pelos animais no brago aversivo,
por tempo (Figura 29A), a ANOVA de duas vias revelou efeito da exploragéo do brago
no treino e teste [F(1,68)=23,1, p<0,0001], mas ndo do tratamento [F(1,68)=1,5,
p=0,2] e interagdo tratamento x explorag¢do do braco [F(1,68)=0,1, p=0,7]. O pos-teste
de Sidak mostrou que ambos 0s grupos apresentaram aumento no parametro no teste
se comparados a seus respectivos no treino (CTL, p=0,0001 e OXY p=0,01). Quando
a analise de risco foi realizada através do numero de tentativas (Figura 29B), a
ANOVA de duas vias revelou que houve efeito do nimero de tentativas de entradas

no braco no treino e teste [F(1,35)=4,5, p=0,04], mas ndo do tratamento [F(1,
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35)=0,01, p=0,9] e interacdo tratamento x nimero de tentativas de entradas no braco
no treino e teste [F(1,35) =3,3, p=0,07]. O poOs-teste de Sidak mostrou que o0 grupo
OXY apresentou diminuicdo do parametro no teste se comparado a ele mesmo no
treino (p=0,03).

Ja para as andlises nos bracos abertos, na avaliacdo da analise de risco por
tempo (Figura 29C), a ANOVA de duas vias revelou que ndo houve efeito do
tratamento [F(1,35)=0,0008, p=0,9], na exploracdo do bragco no treino e teste
[F(1,33)=2,5, p=0,1] e também na interacdo tratamento x exploracdo do braco
[F(1,33)=2,7, p=0,1]. Na avaliacdo da analise de risco por tentativas (Figura 29D), a
ANOVA de duas vias revelou que houve efeito no nimero de tentativas de entradas
no braco no treino e teste [F(1,35)=6,7, p=0,01], mas ndo para o tratamento
[F(1,35)=0,1, p=0,6] e interacdo tratamento x numero de tentativas de entradas no
braco [F(1,35)=1,8, p=0,1]. O pds-teste de Sidak mostrou que o grupo OXY
apresentou diminuicdo do parametro no teste se comparado a ele mesmo no treino
(p=0,03).
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Analise de risco dos bragos aversivo e abertos
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Figura 29 - Experimento | - Efeito da ocitocina sobre a analise de risco nos bragos aversivo e abertos
na tarefa de labirinto em cruz modificado. Andlise do brago aversivo por tempo de exploragéo (A) e por
tentativas realizadas (B) e analise dos bragos abertos por tempo de exploracédo (C) e por tentativas
realizadas (D). Os valores sdo expressos como média + E.P.M. p(a) < 0,05 quando comparado com
treino (Anova de duas vias seguida do pds-teste de Sidak).

5.3 EXPERIMENTO 2 — EFEITO DA OCITOCINA NA CONSOLIDACAO DE
MEMORIAS AVERSIVAS
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Durante a etapa de treino, a ANOVA de duas vias revelou que houve efeito da
porcentagem de permanéncia nos bracos (seguro ou aversivo) [F(1,42)=1005,
p<0,0001] e interacdo permanéncia nos bracos (seguro ou aversivo) x tratamento
[F(1,42)=4,5, p=0,03] mas ndo houve efeito do tratamento [F(1, 42)=9,0, p>0,9] para
a % de tempo de permanéncia nos bracos seguro e aversivo. O pés-teste de Sidak
mostrou que em ambos 0s grupos houve diminuicdo na porcentagem de permanéncia

no braco aversivo se comparado ao seguro (p<0,0001 para ambos) (Figura 30A).

Na etapa de teste a ANOVA de duas vias revelou que houve efeito da
porcentagem de permanéncia nos bracos (seguro ou aversivo) [F(1,42)=7,6,
p=0,0085], mas nao houve efeito do tratamento [F(1,42)=0,000, p>0,9] ou interacao
permanéncia nos bracos (seguro ou aversivo) x tratamento [F(1,42)=3,8, p=0,05]. O
pos-teste de Sidak mostrou que no grupo CTL houve diminuicdo na porcentagem de

permanéncia no braco aversivo se comparado ao seguro (p=0,008) (Figura 30B).

Analisando a porcentagem de tempo apenas no brago aversivo, durante as
fases de treino e teste, a ANOVA de duas vias revelou que houve diferenca quanto a
porcentagem de permanéncia no bragco no treino e teste [F(1,43)=15,4, p=0,0003],
mas nao houve diferenca do tratamento [F(1,43)=1,2, p 0,2] ou interac&o tratamento
X porcentagem de permanéncia no braco [F(1,43)=0,1, p=0,6]. O pds-teste de Sidak
mostrou que ambos 0s grupos apresentaram aumento na porcentagem de
permanéncia no braco no teste quando comparado ao treino (CTL, p=0,04 e OXY
p=0,003) (Figura 30C). Para a andlise apenas da % de tempo nos bracos seguros
durantes as fases de treino e teste, nenhuma diferenca estatisticamente significativa

foi observada.
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Figura 30 - Experimento Il - Efeito da ocitocina sobre a permanéncia (em porcentagem) na comparacao
dos bracos seguro e aversivo durante treino (A) e teste (B) e no brago aversivo durante treino e teste
(C) na tarefa de labirinto em cruz modificado. Os valores sdo expressos como média + E.P.M. p(+)<
0,05 quando comparado brago aversivo com braco seguro, p(a) < 0,05 quando comparado com treino
(Anova de duas vias seguida do pos-teste de Sidak).

Quando analisamos, minuto a minuto, a porcentagem de tempo nos bragos
aversivos durante a fase de treino, a ANOVA de duas vias revelou que houve efeito
da comparacao entre os blocos de tempo [F(9,189)=20,2, p<0,0001], mas nédo houve
diferenca do tratamento [F(1,21)=3,2, p=0,08] ou interacdo tratamento x da
comparacao minuto a minuto [F(9,189)=0,9, p=0,4]. O po6s-teste de Sidak revelou que
do minuto 3 ao 10 houve gradativa diminuicdo da permanéncia no brago aversivo tanto
para o grupo CTL quanto para o grupo OXY quando comparados ao minuto 1 {[CTL;
(p3=0,001; p4=0,01; p5=0,01; p6=0,0006; p7=0,0001; p8<0,0001; p9=0,0008;
p10=0,0005)], [OXY; (p3<0,0001; p4<0,0001; p5<0,0001; p6<0,0001; p7<0,0001,;
p8<0,0001; p9<0,0001; p10<0,0001)]} (Figura 31A).

Na avaliacdo da fase de teste a ANOVA de duas vias ndo mostrou efeito do
tratamento [F(1,22)=0,7925, p=0,3830], da comparacao entre os blocos de tempo
[F(9,198)=1,214, p=0,2882] ou na interagdo tratamento x da comparacdo entre 0s
blocos de tempo [F(9, 198)=1,222, p=0,2834] (Figura 31B).

Na avaliacdo da equacéo da reta usando a regresséao linear durante o treino
(Figura 31C), foi verificado para o grupo CTL a equacédo Y = -4,1*X + 36,7; R? 0,6;
(F=13,0. DFn=1, DFd=8, p=0,006) e para o grupo OXY Y = -5,6*X + 58,3; R? 0,6;
(F=12,5. DFn=1, DFd=8, p =0,007). A analise mostrou ainda que as retas nao diferem
entre si (F=0,6. DFn=1, DFd=16, p=0,4).
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Figura 31 - Experimento Il - Efeito da ocitocina sobre a permanéncia (em porcentagem) no braco
aversivo durante treino (A) e teste (B) e regressao linear no treino (C) na tarefa de labirinto em cruz
modificado em blocos de 60 segundos. Os valores sdo expressos como média + E.P.M. p(c)< 0,05
quando comparado com bloco de tempo em questédo ao bloco 1 a partir do bloco 3 para o grupo CTL e
p(d)< 0,05 quando comparado com bloco de tempo ao bloco 1 a partir do bloco 3 para o grupo OXY.
(Anova de duas vias seguida do pos-teste de Sidak para A e B e Regresséo linear para C).

Em relacdo ao numero de entradas no brago aversivo, a ANOVA de duas
vias revelou que ndo houve diferenca estatistica no tratamento [F(1,23)=0,03, p=0,8],
no namero de entradas no bracgo no treino e teste [F(1,22)=0,4, p=0,5] e da interacao

tratamento x nimero de entradas no braco F(1,22)=0,02, p=0,8] (Figura 32A).

Na avaliagdo do numero de entradas nos bragos abertos, a ANOVA de duas
vias revelou que houve interacdo tratamento X numero de entradas no braco
[F(1,21)=14,2, p=0,001], mas nado houve efeito do tratamento [F(1,23)=3,7, p=0,06] ou
do numero de entradas no brago no treino e teste [F(1,21)=1,4, p=0,24] (Figura 32B).
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Figura 32 - Experimento Il - Efeito da ocitocina sobre nimero de entradas no brago aversivo (A) e nos
bracos abertos (B) na tarefa de labirinto em cruz modificado. Os valores sdo expressos como média +
E.P.M. (Anova de duas vias seguida do pos-teste de Sidak).

Quando analisada a porcentagem de tempo nos bracos abertos, a ANOVA

revelou que houve efeito da fase da tarefa (treino/teste) [F(1,11)=6,2, p=0,03], ndo



90

houve efeito do tratamento [F(1,21)=0,1, p=0,7] mas houve interacdo tratamento x
fase do tarefa [F(1,11)=8,3, p=0,01] sobre o parametro analisado (Figura 33). O poés-
teste de Sidak mostrou que o grupo OXY apresentou diminuicdo da permanéncia no
braco no teste se comparado a ele mesmo no treino (p=0,009).
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Figura 33 - Experimento Il - Efeito da ocitocina sobre a permanéncia (em porcentagem) nos bragos
abertos durante treino e teste na tarefa de labirinto em cruz modificado. Os valores sdo expressos como
média £ E.P.M. p(a) < 0,05 quando comparado com treino. (Anova de duas vias seguida do pés-teste
de Sidak).

Na avaliacdo da anélise de risco realizada pelos animais no brago aversivo,
por tempo (Figura 34A) a ANOVA de duas vias revelou que houve efeito da
exploracéo do braco no treino e teste [F(1,21)=11,4, p=0,002], mas n&o do tratamento
[F(1,23)=2,1, p=0,1] ou da interagao tratamento x exploracéo do braco [F(1, 21)=1,0,
p=0,3]. O pdbs-teste de Sidak mostrou que o grupo OXY apresentou aumento do
parametro no teste se comparados a seu respectivo no treino (p=0,004). Quando a

analise de risco foi realizada através do numero de tentativas (Figura 34B), a ANOVA
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de duas vias revelou que ndo houve efeito do tratamento [F(1,23)=0,6, p=0,4], no
namero de tentativas de entradas no bracgo no treino e teste [F(1,22)=0,08, p=0,7] ou
interacdo tratamento x numero de tentativas de entradas no braco [F(1,22)=0,2,
p=0,6].

Ja para as andlises nos bracos abertos, na avaliacdo da analise de risco por
tempo (Figura 34C), a ANOVA de duas vias revelou que houve efeito na exploragao
do braco no treino e teste [F(1,18)=7,6, p=0,01], mas ndo no tratamento [F(1,23)=0,1,
p=0,6] ou interacdo tratamento x exploracdo do braco [F(1,18)=1,9, p=0,1]. O pés-
teste de Sidak mostrou que o grupo OXY apresentou diminuicdo do parametro no teste
se comparado a ele mesmo no treino (p=0,01). Na avaliacdo da andlise de risco por
tentativas (Figura 34D), a ANOVA de duas vias revelou que houve efeito do nimero
de entradas no braco no treino e teste [F(1,23)=5,7, p=0,02], mas ndo no tratamento
[F(1,23)=1,1, p=0,2] ou interacdo tratamento X numero de entradas no braco
[F(1,23)=2,2, p=0,1]. O pos-teste de Sidak mostrou que o grupo OXY apresentou
diminuicdo do parametro no teste se comparado a ele mesmo no treino (p=0,01).
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Figura 34 - Experimento Il - Efeito da ocitocina sobre a analise de risco nos bragos aversivo e abertos
na tarefa de labirinto em cruz modificado. Andlise do brago aversivo por tempo de exploracéo (A) e por
tentativas realizadas (B) e analise dos bragos abertos por tempo de exploragéo (C) e por tentativas
realizadas (D). Os valores sdo expressos como média + E.P.M. p(a) < 0,05 quando comparado com
treino (Anova de duas vias seguida do pés-teste de Sidak).

5.4 EXPERIMENTO 3 — EFEITO DA OCITOCINA NA EVOCACAO DE MEMORIAS
AVERSIVAS

Durante a etapa de treino, a ANOVA de duas vias revelou que houve efeito da
porcentagem de permanéncia dos bracos (seguro ou aversivo) [F(1,37)=406,7,
p<0,0001], mas nado do tratamento [F(1,43)=0,006, p=0,9] ou interagcdo da
permanéncia nos bracos (seguro ou aversivo) x tratamento [F(1,43)=0,01, p=0,9]. O

pos-teste de Sidak mostrou que em ambos 0s grupos houve diminuicdo na
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porcentagem de permanéncia no braco aversivo se comparado ao seguro (p<0,0001

para os 2 grupos) (Figura 35A).

Na etapa de teste a ANOVA de duas vias revelou que houve diferenca da
permanéncia nos bracos (seguro ou aversivo) [F(1,37)=5,3, p=0,02], mas nao houve
efeito do tratamento [F(1,37)=0,01, p=0,9] ou interacdo permanéncia nos bracos
(seguro ou aversivo) x tratamento [F(1,37)=0,6, p=0,4]. O pds-teste de Sidak mostrou
que o grupo CTL apresentou diminuigdo na porcentagem de permanéncia no brago

aversivo se comparado ao seguro (p=0,04) (Figura 35B).

Analisando a porcentagem de tempo apenas do braco aversivo, durante as
fases treino e teste, a ANOVA de duas vias revelou que houve efeito do tratamento
[F(1,21)=9,8, p=0,004], quanto a porcentagem de permanéncia no braco no treino e
teste [F (1,17)=20,4, p=0,0003] e interacdo tratamento x porcentagem de permanéncia
no braco [F(1,17)=14,3, p=0,001] (Figura 35C). O pés-teste de Sidak mostrou que
ambos 0s grupos apresentaram aumento na porcentagem de permanéncia no braco
no teste quando comparado ao treino (CTL, p=0,03 e OXY p<0,0001), além disso na
fase de teste o grupo OXY apresentou aumento no parametro se comparado a CTL
(p<0,0001). Para a andlise apenas da % de tempo nos bracos seguros durantes as
fases de treino e teste, nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada.
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Figura 35 - Experimento Il - Efeito da ocitocina sobre a permanéncia (em porcentagem) na comparacao
dos bracos seguro e aversivo durante treino (A) e teste (B) e no braco aversivo durante treino e teste
(C) na tarefa de labirinto em cruz modificado. Os Valores s@o expressos como média + E.P.M. p(+)<
0,05 quando comparado braco aversivo com brago seguro, p(a) < 0,05 quando comparado com treino,
p(b) < 0,05 quando comparado OXY com CTL. (Anova de duas vias seguida do pés-teste de Sidak).

Quando analisamos, minuto a minuto, a porcentagem de tempo nos braco
aversivo durante a fase de treino, a ANOVA de duas vias revelou que houve efeito
da comparacdo entre os blocos de tempo [F(9,194)=9,8, p<0,0001], mas nao do
tratamento [F(1,22)=0,3, p=0,5] ou da interacéo tratamento X compara¢do minuto a
minuto [F(9,194)=0,6, p=0,7]. O pos-teste de Sidak revelou que do bloco 3 ao 10 houve
gradativa diminuicdo da permanéncia no brago aversivo para o grupo CTL e OXY
guando comparados ao bloco 1 {{[CTL; (p5=0,0004 p6=0,001; p7=0,003; p8<0,0001;
p9=0,0008; p10<0,0001)], [OXY; (p3=0,01; p4=0,01; p5=0,04; p6=0,0035; p7=0,02;
p8=0,003; p9=0,02; p10=0,004)]} (Figura 36A).

Na avaliacdo da fase de teste a ANOVA de duas vias ndo mostrou efeito do
tratamento [F(1,22)=0,01, p=0,8], comparacdo entre os blocos de tempo
[F(9,198)-1,8, p=0,05] ou na interagéo tratamento x comparagao entre os blocos de
tempo [F(9, 198)=0,5, p=0,8] (Figura 36B).

Na avaliacdo da equacédo da reta usando a regresséao linear durante o treino
(Figura 36C), foi verificado para o grupo CTL a equacéo Y = -3,5*X + 41,60; R? 0,8;
(F= 38,0. DFn=1, DFd=8, p=0, 0,0003) e para o grupo OXY Y = -2,3*X + 31,9; R?0,7;
(F=19,8. DFn=1, DFd=8, p =0,002). A anéalise mostrou ainda que as retas nao diferem
entre si (F=2,5. DFn=1, DFd=16, p=0,1).
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Figura 36 - Experimento Il - Efeito da ocitocina sobre a permanéncia (em porcentagem) no braco
aversivo durante treino (A) e teste (B) e regressao linear no treino (C) na tarefa de labirinto em cruz
modificado em blocos de 60 segundos. Os valores sdo expressos como média + E.P.M. p(c)< 0,05
quando comparado com bloco de tempo em questédo ao bloco 1 a partir do bloco 3 para o grupo CTL e
p(d)< 0,05 quando comparado com bloco de tempo ao bloco 1 a partir do bloco 3 para o grupo OXY.
(Anova de duas vias seguida do pos-teste de Sidak para A e B e regressao linear para C).

Em relacdo ao numero de entradas no brago aversivo, a ANOVA de duas
vias revelou que néo efeito do tratamento [F(1,21)=2,1, p=0,1], no nimero de entradas
no braco no treino e teste [F(1,19)=0,1,8, p=0,1] ou interac¢do tratamento x niUmero de
entradas no braco [F(1,19)=3,6, p=0,07] (Figura 37A).

Na avaliagdo do numero de entradas nos bragos abertos, a ANOVA de duas
vias revelou que houve efeito do tratamento [F(1,22)=6,2, p=0,02] e houve interacéo
tratamento x numero de entradas no braco [F(1,18)=6,6, p=0,01], mas ndo quanto ao
namero de entradas no braco no treino e teste [F(1,18)=3,8, p=0,06] (Figura 37B). O
pés-teste de Sidak mostrou que no teste o grupo OXY apresentou diminuicdo do

parametro se comparado ao grupo CTL (p=0,004).
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Figura 37 - Experimento Ill - Efeito da ocitocina sobre nimero de entradas no brago aversivo (A) e nos
bracos abertos (B) na tarefa de labirinto em cruz modificado. Os valores sdo expressos como média +
E.P.M. p(b) < 0,05 quando comparado OXY com CTL (Anova de duas vias seguida do pos-teste de
Sidak).
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Quando analisada a porcentagem de tempo nos bracos abertos, a ANOVA
de duas vias revelou que houve efeito do tratamento [F(1,22)=5,5, p=0,02] e sobre a
fase da tarefa (treino/teste) [F(1,22)=19,3, p=0,0002] mas néo na interacao tratamento
x fase do tarefa [F(1,22)=0,2, p=0,5] sobre o parametro analisado (Figura 38). O pés-
teste de Sidak mostrou que no teste ambos 0s grupos apresentaram diminuicdo do
parametro se comparados ao seus respectivos no treino [CTL (p=0,02) e OXY
(p=0,004)]. O poés-teste mostrou ainda que na fase de teste o grupo OXY apresentou
diminuicdo da permanéncia no braco se comparado ao grupo CTL (p=0,02).
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Figura 38 - Experimento Il - Efeito da ocitocina sobre a permanéncia (em porcentagem) nos bracgos

abertos durante treino e teste na tarefa de labirinto em cruz modificado. Os valores s&o expressos como
média = E.P.M. p(a) < 0,05 quando comparado com treino, p(b) < 0,05 quando comparado OXY com
CTL. (Anova de duas vias seguida do pds-teste de Sidak).

Na avaliacdo da analise de risco realizada pelos animais no brac¢o aversivo,
por tempo (Figura 39A), a ANOVA de duas vias revelou que houve efeito da
exploracdo do braco no treino e teste [F(1,20)=59,4, p<0,0001], mas ndo no

tratamento [F(1,22)=1,2, p=0,2] ou na interacdo tratamento x exploracdo do braco
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[F(1,20)=2,0, p=0,1]. O pos-teste de Sidak mostrou que ambos 0Ss grupos
apresentaram aumento do parametro no teste se comparados a seus respectivos no
treino (CTL, p=0,0004 e OXY p<0,0001). Quando a analise de risco foi realizada
através do namero de tentativas (Figura 39B), a ANOVA de duas vias revelou que
houve efeito do tratamento [F(1,22)=5,0, p=0,03] e no numero de tentativas de
entradas no braco no treino e teste [F(1,15)=9,9, p=0,006], mas nao na interacao
tratamento x do nimero de tentativas de entradas no braco [F(1,15)=0,9, p=0,3]. O
pés-teste de Sidak mostrou que no teste, o grupo OXY apresentou diminuicdo do
parametro se comparado com ele mesmo no treino (p=0,01) ou ainda se comparado

ao grupo CTL na fase de teste (p=0,02).

J& para as andlises nos bracos abertos, na avaliacdo da anédlise de risco
por tempo (Figura 39C), a ANOVA de duas vias revelou que houve efeito do no
tratamento [F(1,22)=3,7, p=0,02], mas ndo no numero de tentativas de entradas no
braco no treino e teste [F(1,21)=1,5, p=0,2] ou interacdo tratamento x exploracéo do
braco [F(1,21)=1,0, p=0,3]. O poés-teste de Sidak mostrou que no teste o grupo OXY
apresentou diminuicdo do parametro se comparado ao grupo CTL (p=0,03). Da
andlise derisco por tentativas (Figura 39D), a ANOVA de duas vias revelou que ndo
houve efeito do tratamento [F(1,22)=2,1, p=0,1], no nimero de tentativas de entradas
no braco no treino e teste [F(1,20)=3,009, p=0,09] e interacéo tratamento x numero

de tentativas de entradas no braco [F(1,20)=2,7, p=0,1].
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Figura 39 - Experimento Il - Efeito da ocitocina sobre a andlise de risco nos bracos aversivo e abertos
na tarefa de labirinto em cruz modificado. Anélise do braco aversivo por tempo de exploracdo (A) e por
tentativas realizadas (B) e analise dos bracos abertos por tempo de exploracdo (C) e por tentativas
realizadas (D). Os valores sao expressos como média + E.P.M. p(a) < 0,05 quando comparado com
treino, p(b) < 0,05 quando comparado OXY com CTL (Anova de duas vias seguida do pés-teste de
Sidak).

5.5 EXPERIMENTO 4 — EFEITO DA OCITOCINA SOBRE IMUNORREATIVIDADE
PARA C-Fos.

Para a analise da imunorreatividade de C-Fos, foi verificado através do teste
t que nas regides CA3 (t=2,005, df=11) (Figura 40B) e Giro denteado (t=2,4, df=11)
(Figura 40C) do hipocampo foi possivel verificar efeito do tratamento com ocitocina no
aumento da imunorreatividade (p=0,03 e p=0,01 respectivamente), além do cortex

cingulado anterior também com aumento (t=1,8, df=10) (Figura 40 D) (p=0,04) e
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amigdala central apresentou diminuicdo do parametro para os animais OXY (t=1,8,
df=10) (Figura 40F) (p=0,04). J4 para a regido CAl (t=1,5, df=10) (Figura 40A),
amigdala basolateral (t=0,3, df=11) (Figura 40E), cortex pré-limbico (Figura 40G) e
cortex infralimbico (Figura 40H), ndo houve efeito do tratamento sobre a

imunorreatividade (p=0,07, p=0,3, p=0,3 e p=0,07 respectivamente).

Imunorreatividade para C-Fos
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Figura 40. Experimento IV - Efeito da ocitocina sobre a imunorreatividade para C-Fos em :CA1l, CA3,
Giro denteado, cdOrtex cingulado anterior, amigdala basolateral, amigdala central, cértex pré-limbico e
cértex infralimbico (A, B, C, D, E, F, G e H respectivamente). Os Valores sdo expressos como média +
E.P.M. p(-)< 0,05 quando comparado OXY com CTL (Teste T ndo-pareado)



102

C-Fos

CTL OXY

CA1

CA3

Giro

denteado

Cortex
cingulado




103

Amigdala
basolateral

Amigdala
central

Cortex
pré-limbico

Cortex
infralimbico

Figura 41. Experimento IV - Imagens representativas da imunorreatividade para C-Fos em :CA1, CA3,
Giro denteado, coértex cingulado anterior, amigdala basolateral, amigdala central, cértex pré-limbico e
cortex infralimbico com aumento de 10x.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho investigamos os efeitos da administracdo do hormdonio
ocitocina no hipocampo de ratas, sobre os diferentes processos (formacéao,
consolidacdo e evocacdo) de uma memoria aversiva, bem como alteracbes na
atividade e plasticidade neuronal causadas pelo tratamento durante a tarefa. NOs
observamos que a ocitocina é capaz de alterar a maneira como uma memdaria aversiva
€ processada em diferentes fases. Os animais tratados com ocitocina apresentam
prejuizo na aquisicdo de uma memoaria aversiva, dificuldade em assimilar determinado
evento como aversivo, bem como impedimento em consolidar um evento como
aversivo ou ainda dificuldade em evocar uma memdria aversiva, resultando em menor
expressdo do medo frente ao estimulo aversivo experenciado ou maior enfrentamento

de situacBes aversivas.

A avaliacdo do comportamento de ratos ou camundongos no labirinto em cruz
modificado possibilita 0 entendimento simultaneamente dos processos de memoria e
fatores emocionais como a ansiedade e o medo. O paradigma foi proposto por Silva;
Frussa-Filho (2000) e tem sido amplamente utilizado para estudo de memaria e medo

em roedores.

No presente estudo, uma das avaliacbes que realizamos foi a distancia total
percorrida pelos animais durante treino e teste no labirinto em cruz modificado. Na
ocasiao, em nenhum dos 3 experimentos realizados foi possivel verificar diferencas
nos animais tanto no tratamento (OXY ou CTL), quanto na fase da tarefa (treino e
teste). Dessa forma, ambos 0s grupos percorreram de maneira semelhante o aparato
durante as 2 fases da tarefa. 1Sso nos apresenta 2 indicativos importantes para o
trabalho. O primeiro é que ndo houve prejuizo motor causado pelo procedimento
cirurgico, nos informando que a area de interesse (hipocampo dorsal) foi alcancada
devidamente e como a area ndo tem envolvimento direto com controle da atividade
locomotora a atividade locomotora dos animais nos confirma que nenhuma area
envolvida com a atividade locomotora foi danificada. O segundo indicativo é de que a
administracao de ocitocina no hipocampo n&o tem capacidade de produzir alteragbes

motoras.
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Existem estudos na literatura como o realizado por Bowen et al. (2015), no qual
0s pesquisadores demonstraram que a ocitocina foi capaz de alterar a atividade
motora em animais. Neste, o tratamento possibilitou diminuicdo no tempo de
imobilidade de ratos no teste de campo aberto, bem como um menor tempo para
ajuste de postura no teste de reflexo de endireitamento, apresentando assim a
possibilidade da ocitocina modular a atividade motora. Apesar do resultado antagdnico
ao que observamos em nosso trabalho, vale ressaltar que nosso desenho
experimental foi diferente do deles. Bowen et al. (2015) realizaram a administracéo da
ocitocina via intracerebroventricular, enquanto que no presente estudo realizamos a
administracdo diretamente no hipocampo, essa divergéncia da via de administracéo
possibilita o alcance da ocitocina em diversas regibes cerebrais que possuem
receptores ocitocinégicos e podem contribuir para uma alteracdo motora. Além disso,
no estudo citado o experimento foi realizado em animais do sexo masculino, enquanto

gue no presente estudo foram utilizados animais do sexo oposto.

Em complemento, a interacdo da ocitocina com o sistema opidide que pode
modular o sistema dopaminérgico e colinérgico, ocasionando uma agao ocitocinérgica
indireta nesses sistemas resultando na mudanca comportamental relatada por
Quintana et al., (2019). Outro ponto de divergéncia é que no estudo relatado, houve
inducdo de prejuizo motor através da administragdo de alcool, enquanto no nosso
trabalho ndo induzimos qualquer prejuizo motor. Semelhante ao visto por Bowen et
al. (2015), no estudo realizado por Zhou et al. (2015) os mesmos também verificaram
alteracdes motoras no teste de campo aberto sendo ocasionadas pela ocitocina, mas
neste a via de administracdo também foi diferente, partindo para a intraperitoneal e
nos levando a pensar novamente que o alcance da ocitocina em diversas areas de
maneira aleatoria pode ter levado aos resultados observados, outra divergéncia foi
gue os pesquisadores utilizaram animais Sprague-Dawley, enquanto em nosso estudo

utilizamos a linhagem Wistar.

Os receptores ocitocinérgicos sao amplamente distribuidos, tanto
perifericamente quanto centralmente (SUE CARTER et al., 2020) e sendo um receptor
acoplado a proteina G pode causar diferentes desfechos a depender do local do
receptor e do subtipo de receptor estimulado (AL-SUHAIMI et al., 2021). A estimulacao
do receptor tipo Ggq que ocasiona a liberagdo de calcio sarcoplasmatico, que pode

favorecer a ativacdo de processos intracelulares dependentes de voltagem
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(KURTZEBORN; KWON; KUURE, 2019). A alta distribuicdo da ocitocina pode levar a
um comportamento ocasionado pela soma de diferentes regides encefalicas sendo
estimuladas ou inibidas (regides diferentes) simultaneamente pela acdo direta ou
indireta da ocitocina interagindo com seus receptores. Nessa perspectiva apesar de
mostrar que a ocitocina pode exercer determinada funcdo, em determinada regiao,
torna a resposta visualizada menos especifica por conta das interacdes com as
diferentes regides. Dessa forma, a avaliacdo da distancia total percorrida, em nosso
desenho experimental, serviu como uma avaliacdo para verificar se a ocitocina
administrada diretamente no hipocampo teria a capacidade de produzir alteracbes
motoras, 0 que nado foi observado no presente estudo. Dessa forma, as alteracdes
comportamentais observadas no estudo n&o foram decorrentes de alteracdes

motoras.

Na avaliacdo da permanéncia dos animais nos bragos seguro e aversivo na
fase de treino, na qual avaliamos a aprendizagem dos mesmos, percebemos que nos
3 experimentos houve aprendizagem da tarefa de ambos os grupos, visto que nos 3
experimentos, durante a fase de treino, tanto o grupo CTL quanto OXY apresentaram
menor tempo de permanéncia no braco aversivo em comparagdo ao seguro. De
maneira semelhante durante a fase de teste, na qual avaliamos a memdria dos
animais, verificamos que o grupo CTL (nos 3 experimentos) continuou a apresentar
menor tempo de permanéncia no brago aversivo em comparacao ao seguro indicando
gue os animais do grupo recordaram do evento aversivo ocorrido no dia anterior
(treino). J& os animais OXY ndo apresentaram diferenca no tempo de permanéncia,
entre os bracos. Isso nos indica que no experimento 1 a administracdo da ocitocina
antes do treino ndo afeta a aprendizagem visto que o grupo OXY se comportou
semelhante ao grupo CTL, indicando que houve aprendizado por parte do grupo.
Quanto aos experimentos 2 e 3, ndo ha alteragdes durante o treino, pois durante a
realizacdo da tarefa nesta fase (treino) os animais ainda nao receberam tratamento

algum.

Para o experimento 1 (ocitocina antes do treino), a nao diferenca entre a
permanéncia no braco aversivo e seguro no teste nos indica que a memoria do animal
foi prejudicada de alguma forma, visto que na fase de treino ele aprendeu, mas a
memoria adquirida, e avaliada no teste, possivelmente nao foi percebida de maneira

tdo aversiva para esse grupo quanto foi para o CTL, levando o grupo OXY a nao evitar
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o braco aversivo na fase de teste. Outra possibilidade é que o tratamento com
ocitocina favoreceu o enfrentamento de situacdes aversivas, pois 0s animais desse

grupo apresentaram menos medo de se exporem ao braco aversivo.

Ja nos experimentos 2 e 3 (ocitocina apds o treino e ocitocina antes do teste
respectivamente) apesar da diferenca no momento de administracdo, o desfecho
alcancado foi semelhante. No caso do experimento 2, apesar dos animais terem
aprendido no treino, a memoéria do evento aversivo vivido pelos animais OXY
possivelmente néo foi consolidada como tao intensa para esse grupo como foi para o
CTL. Acreditamos que o tratamento com ocitocina ap0s a exposi¢cdo de um evento
aversivo diminui a capacidade de armazenamento dessa nova memdria quanto a
intensidade desse estimulo, prejudicando a consolidacdo dessa memdria como
aversiva, sendo essa hipotese confirmada pela ndo diferenca vista no teste quanto a
permanéncia nos bracos aversivo e seguro. Quanto ao experimento 3 acreditamos
gue os animais OXY ndo apresentaram diferenca na permanéncia entre o braco
aversivo e seguro no teste pois a evocacao da memaria aversiva foi prejudicada e
creditamos isso ao momento de administracéo da ocitocina. A infusdo da droga antes
da fase teste, possivelmente prejudicou a evocacdo da memoria aversiva que foi
anteriormente aprendida e consolidada. Essa hipétese corroborada pela auséncia de
distincdo entre permanéncia no braco aversivo ou seguro pelo grupo OXY na fase de

teste.

A ocitocina administrada antes do treino (experimento 1) pode ter atuado no
hipocampo de 2 formas, o que explicaria o fendmeno visto. Inicialmente, a ativagao
dos neurbnios hipocampais através do estimulo aversivo pode ter levado a
estimulacdo de neurdnios excitatorios hipocampais que podem ter causado o
processo inicial de aprendizagem com a ativacao do hipocampo e de outras areas
envolvidas como amigdala e cortex (Han et al., 2019). O primeiro ponto de atuacao
da ocitocina pode ter sido no refor¢co dessa engrama inicial. Como informado por Lin;
Hsu (2018), a ocitocina pode causar uma excitagdo hipocampal e nesse sentido o
relato do trabalho é corroborado por nosso achado, visto que mesmo na presenca de
ocitocina exogena nao houve diferenca para o grupo CTL. Alternativamente, o
segundo ponto que podemos destacar e que explica a aquisicdo prejudicada da
memoria prejudicada, é o fato da ocitocina também poder atuar sobre receptores

excitatérios de neurdnios hipocampais gabaérgicos como apontado por Leong et al.
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T

recebem essas projecdes e estado envolvidos com a aquisicdo de memdrias aversivas

junto com o hipocampo, como cortex pré-frontal e amigdala.

No experimento 2 o prejuizo causado pela ocitocina na consolidacdo pode ter
ocorrido por mecanismos semelhantes ao que relatamos acima. Para a realizacdo da
consolidagdo, um dos mecanismos necessarios € a ativagdo hipocampal, fortalecendo
sinapses existentes e/ou criando novas como dito por Klatt. (2018). Nesse sentido,
Zhang et al. (2018) relatou que o potencial de longa duracdo € um dos processos de
grande importancia para o estabelecimento de novas memoarias. Possivelmente, a
ocitocina agiu sobre esse processo ao ser administrada logo apés o treino, causando
uma diminuicdo da excitacdo hipocampal, por estimular neurénios gabaérgicos,
causando perda da performance no processo. Nossa hipétese faz sentido, visto que
o potencial de longa duracdo € um processo que leva algumas horas para acontecer
e segundo o relato de Klatt. (2018) a fase inicial desse processo pode durar por volta
de 3 horas e sua fase mais tardia por volta de 24 horas.

No experimento 3 a ocitocina pode ter ocasionado um processo que é
complementar ao que comentamos no experimento 2, entretanto atingindo, através
de comunicacdes indiretas, regides fora do hipocampo, mas que também estédo
envolvidas com a expressdo do medo como amigdala, cortex cingulado anterior e os
cortices pré-limbico e infralimbico. Sabe-se do envolvimento dessas areas com
processos de formacao , consolidacdo, recuperacdo e extincdo de memorias
aversivas como discutido por Milton (2019) e Neugebauer (2015). Em complemento,
Thompson; Neugebauer (2017) descrevem a complexa comunicacao que existe entre

as areas comentadas e o hipocampo.

Durante a evocagdo da memoria aversiva existe estimulacdo de neur6nios
glutamatérgicos no infralimbico, cortex cingulado anterior e amigdala que ocasionam
uma cascata (e loop) de estimulagéo (nas demais por¢ces da amigdala) e por vezes
inibicdbes que ocasionardo respostas comportamentais frente ao estimulo aversivo,
como a evitacdo da ameaca ou comportamentos de imobilidade como discutido por
Triana-Del Rio et al. (2018). Dessa maneira, podemos pressupor que a ocitocina
hipocampal pode ter causado a inibicdo desses ‘neurdnios ativadores’ da expressao
do medo através da estimulacdo dos neurbnios gabaérgicos hipocampais que se

projetam para essas regides. Sendo assim, a inibicdo desses ‘neurbnios ativadores’
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da expressao do comportamento envolvidos com respostas frente estimulo aversivo
na amigdala, pré-limbico e cortex cingulado anterior, pode ter ocasionado uma
diminuicdo da resposta frente ao episédio que cause medo. Essa hipGtese é
corroborada pelo nosso achado, visto que na fase teste os animais OXY n&o evitaram
a permanéncia no brago aversivo em comparac¢ao ao seguro, enquanto que no grupo
CTL essa evitacao foi preservada, nos indicando prejuizo na evocacdo da memoria

aversiva no grupo tratado.

Ha ainda uma outra alternativa que explica e pode complementar a hipétese
levantada. No cortex infralimbico had grupos de neurdnios que também estdo
envolvidos com as memorias aversivas juntamente com o pré-limbico, como citado
por Vargas; Lima; Mello-Carpes (2021). Segundo o relato de Alexandra Kredlow et al.
(2022), esses neurbnios do infralimbico estdo mais envolvidos no processo de
extincdo de memadrias e uma vez ativos podem levar a inibicdo da amigdala, que
levaria a diminuicdo da resposta aversiva. Entretanto, a ocitocina que administramos
também pode ter levado a estimulagdo da populacdo neuronal glutamatérgica
hipocampal e essa estimulacdo pode ter levado a ativacdo dos neurdnios do
infralimbico que como comentamos leva a diminuicdo da expressdo do medo, que
ocasionou a nao diferenca entre brago aversivo e seguro para o grupo OXY na fase
de teste.

Os dados de avaliagdo entre os bracos seguro e aversivo, jA nos trazem
indicios de como a ocitocina pode afetar a meméria aversiva em diferentes etapas do
processo. Dados complementares aos que apresentamos sao as analises apenas do
ocorrido no braco aversivo, ou seja, excluindo nesse momento o que esta ocorrendo
no braco seguro. Nessa avaliacdo, no experimento 1, verificamos que o grupo OXY
nao diferiu no tempo de permanéncia no brago aversivo se comparado treino x teste,
enquanto que no grupo CTL houve essa distincdo. Outra observacdo € que na fase
de treino o grupo OXY j& apresentava um maior tempo de permanéncia no brago. Ja
no experimento 2, ambos 0s grupos se comportaram de maneira semelhante tanto no
treino quanto no teste, aumentando o tempo de permanéncia na etapa teste. Enquanto
iISSo no experimento 3, semelhante ao ocorrido no 2, houve aumento na permanéncia
no braco aversivo no teste se comparado ao treino, porém diferente daquele, neste foi

possivel observar uma maior permanéncia no brago aversivo no teste por parte do
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grupo OXY se comparado a CTL. Esses resultados corroboram nossa hipotese e ao

gue ja relatamos.

Como relatamos, a administragdo de ocitocina antes do treino levou a um
prejuizo na aquisicdo da memoria aversiva levando a essa maior permanéncia no
braco aversivo por parte do grupo OXY ja no treino. Durante a etapa de treino, a
ocitocina além de ocasionar 0s processos que relatamos pode ter levado ainda a
consolidacdo de uma memodria falsa (no nosso caso seria 0 estimulo naturalmente
aversivo nao ser percebido como aversivo). Herszage; Censor (2018) relatou em seu
trabalho que durante a aquisicdo de uma nova memdria, se uma outra informacéo
(chamada interferéncia) for apresentada durante o processo, esta segunda pode
prejudicar a aquisicdo da primeira e ocasionar a consolidacdo de uma memodria

diferente.

Na presente tarefa, essa interferéncia ndo foi ocasionada por uma segunda
informacgao e sim pelo efeito da ocitocina no momento da aquisi¢do. Ainda em linha
com o relatado por Herszage; Censor (2018) e nosso achado, a ocitocina hipocampal,
através da diminuicdo da estimulacdo de nucleos envolvidos com medo que ja
mencionamos, pode ter causando essa interferéncia através da competicdo entre
tracos de memoarias ja existentes (como aversao natural a ambientes muito iluminados
e ruidos altos) contra novas informacdes passiveis de serem armazenadas, causando
assim perda da performance da memoéria. Em complemento, Alberini et al. (2018)
comentaram em seu estudo que memédrias codificadas em altos estados de excitacao
sdo melhor lembradas, principalmente se a memoaria estiver envolvida com questdes
emocionais. Nesse sentido, o comentario encontra-se em linha com nossa
interpretacdo, visto que possivelmente a ocitocina hipocampal esta diminuindo a

excitacdo dos nucleos envolvidos com medo como a amigdala.

Ja no experimento 2 e 3 foi verificado aumento na permanéncia no braco
aversivo no teste em comparacgéao ao treino em ambos experimentos e para ambos 0s
grupos. Atribuimos esse comportamento novamente ao comportamento natural do
animal de perceber a auséncia do estimulo aversivo e passar a explorar mais o braco
aversivo que agora € visto como novidade. Entretanto, assim como na relacdo entre

0s bragos seguro e aversivo, as reflexdes acerca do observado mudam.
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Para o experimento 2, apesar de ndo haver distincdo na permanéncia no braco
aversivo entre OXY e CTL, se relacionarmos essa observacdo com o0s dados no
seguro e aversivo no teste, percebemos que o grupo OXY se expde mais ao aversivo
ao ponto de néo diferir na permanéncia entre os 2 bracos, enquanto que o grupo CTL
continua se expondo menos ao aversivo. Entdo os animais OXY aprendem a tarefa
no treino, diminuindo a exposi¢cdo no aversivo (semelhante ao CTL), mas nao se
recordam dela (indicado pela permanéncia igual na comparagao seguro X aversivo no
teste), mesmo assim aumentam a permanéncia no aversivo na comparagao treino x
teste. Além disso, como OXY nédo recordou como aconteceu ho treino ele passa a

aumentar a permanéncia no aversivo como se aquele braco fosse novidade.

A explicacdo que temos dessa observacdo é em complemento ao que ja
comentamos para o experimento 2 (através de alguns mecanismos que a ocitocina
pode ter agido sobre). Phelps; Hofmann (2019) relatam que a consolidacéo inicial de
uma memoria, € um importante momento no qual a mesma pode ser ‘editada’ e
relatam ainda que o uso de farmacos com potencial de afetar os processos de
consolidacéo, se administrados logo apds a aquisicdo pode induzir o esquecimento.
No nosso estudo foi isso que verificamos, com a administracédo da ocitocina logo apos
o treino. Como comentamos, possivelmente a ocitocina ocasionou a diminuicdo da
atividade da amigdala que culminou no esquecimento do evento aversivo. Com isso
vemos a nao distingdo na exploracao entre bracos aversivo e seguro para 0s animais
do grupo OXY.

Além disso, a interferéncia que comentamos também pode ter ocorrido, nesse
periodo de consolidacdo. De Sousa; Chowdhury; Silva (2021), mencionaram que a
aguisicao de uma segunda memoaria durante a fase de consolidacédo pode formar um
traco mnemonico labil (em termos mais genéricos uma ‘memoaria fraca’), sendo essa
uma memaria que provavelmente ndo ira gerar uma memoria estavel de longo prazo,
mas que essa informacéo pode ser fortalecida se uma ‘memoaria forte’ for adquirida.
No nosso caso, 0s animais do grupo OXY adquiriram a memoria aversiva durante o
treino (verificado pela diminuicdo da permanéncia no braco aversivo durante o treino

na comparagcao seguro x aversivo).

Entretanto, durante a consolidacao a ocitocina prejudicou a estabilizacdo dessa
memoria recém adquirida no treino (pelo mecanismos que ja comentamos), tornando-

a labil por agora possivelmente haver uma contradicéo se o brago € ou nédo aversivo,
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algo semelhante ao mencionado por De Sousa; Chowdhury; Silva (2021). Em
complemento, a reexposicédo dos animais do grupo OXY ao aparato no teste pode ter
ocasionado um fortalecimento da memoéria de que ndo ha estimulo aversivo. Além
disso, como mencionado por Bergstrom (2016), o processo de consolidacdo pode
levar dias (consolidacdo secundaria), dessa maneira a reexposicdo dos animais no
dia posterior poderia contribuir para a estabilizacdo da memaoria ndo aversiva do braco
nos animais do grupo OXY, ou ainda um favorecimento do esquecimento do evento

aversivo

Ja no experimento 3 o fato dos animais OXY apresentarem maior tempo de
permanéncia no brago aversivo no teste (se comparado ao CTL) nos indica prejuizo
na evocacao da memadria. O comportamento observado aqui foi semelhante ao visto
no experimento 1 (aumento na permanéncia no grupo OXY se comparado ao CTL)
com a diferenca entre 0s grupos surgindo em resposta ao momento de administracao

da ocitocina.

A evocacao como mencionado por Kensinger; Ford (2020) pode ser explicada
como a habilidade de acessar uma memoria criada e armazenada. No nosso estudo,
acreditamos que a ocitocina pode ter prejudicado a evocag¢do da memdéria aversiva.
Ao haver a reexposicdo ao aparato que contém o estimulo aversivo, todos os
neurdnios envolvidos com a resposta ao medo, sdo ativos como dito por Josselyn;
Frankland (2018), essa ativacdo pode ocorrer por pistas espalhadas como o préprio
aparato. Além disso, em situacfes aversivas, a ativacdo da amigdala, além de inibir
estruturas envolvidas com a extincdo do medo, leva também a estimulacao de grupos
neuronais que favorecem a expressao do mesmo (TRIANA-DEL RIO et al., 2018). Isso
€ 0 que ocorre normalmente na expressdao do medo e foi basicamente o que
observamos no grupo CTL. Maeng et al. (2017), relataram que a amigdala esta
intimamente envolvida com a expressdao do medo. Além disso, Brewin (2018)
demonstrou que a diminui¢do da atividade dessa estrutura diminui a resposta frente
ao estimulo que cause medo. Nesse sentido, os animais do grupo OXY possivelmente

passaram por algo semelhante.

Outra andlise que realizamos foi a de fragmentar a permanéncia no brago
aversivo em 10 blocos de tempo de 60 segundos cada, bem como a andlise de
regressao linear desse parametro. Os achados nessa analise corroboram as analises

anteriores, em que observamos um retardo na curva de aprendizagem para o0 grupo
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OXY, quando comparado ao grupo CTL. Durante a aprendizagem o hipocampo é
altamente necessario (MENON, 2016). Possivelmente, a OXY pode ter prejudicado a
comunicacdo neuronal entre o hipocampo e cortex pré-frontal. O cértex pré-frontal €
altamente requerido em situagdes que envolvam memdria e atencao, principalmente
guando relacionado a estimulos aversivos como demonstrado por Raber et al. (2019).
Além disso, Thompson; Neugebauer (2019) mencionam que existem projecdes de
saida do hipocampo em direcao ao cértex pré-frontal, dessa maneira modulagfes que

ocorrem no hipocampo podem impactar essa area.

Quando realizada a analise de risco, no experimento 1, na fase de teste, ambos
0S grupos apresentaram aumento na andlise de risco em comparacdo a seus
respectivos no treino. J& no experimento 2, apenas o grupo OXY apresentou esse
aumento na comparacao treino x teste, enquanto que no experimento 3 houve um
comportamento semelhante ao visto no experimento 1. Esses dados nos mostram que
além do prejuizo na memoéria que ja relatamos, pode estar ocorrendo uma resposta
de alteracdo no julgamento dos animais OXY diante situacdes estressoras,
dependente do momento em que a OXY seja administrada. O cértex pré-frontal além
de envolvido com a formacdo de uma memoaria aversiva como ja comentamos, esta
relacionado ainda com fungdes cognitivas como mencionado por Kornhuber; Zoicas
(2019). Entre as fungdes, uma delas seria o controle da tomada de decisao (Fujiyama
et al.,, 2022), que leva a producdo de um comportamento adequado frente a

determinado estimulo.

Vale ressaltar que, possivelmente, a tomada de decisdo realizada pelos
animais OXY nao foi alterada como ocorrido no experimento 1. Neste, o efeito agudo
da ocitocina pode ter agido sobre o sistema hipocampal e cortical, afetando a
aquisicdo e a tomada de decisdo no treino, logo apés a administracédo do farmaco. Ja
no experimento 2, partimos do pressuposto que os tratados com OXY aumentaram a
analise de risco no teste, por causa do possivel prejuizo promovido pela ocitocina na

fase de consolidacdo da memodria.

No experimento 3 nossa interpretacdo do resultado € semelhante ao que
discutimos sobre o experimento 1. A administracao da ocitocina antes da tarefa, fase
de treino para o experimento 1 e fase de teste para o experimento 3, parece ter efeitos
semelhantes. Assim como no experimento 1, no 3 apesar da ocitocina ndo alterar o

parametro observado, a tomada de decisdo dos animais tratados foi afetada, visto que
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mesmo se comportando semelhante aos animais CTL na analise de risco, 0s animais
OXY se expbe mais ao brago aversivo, fazendo assim a escolha ‘menos segura’,
corroborando os achados ja discutidos. Vale ressaltar, que a andlise de risco por
tempo e por nimero de tentativas apresentam resultados semelhantes nos trés
experimentos, diferindo-se apenas para o experimento 3, que apesar do aumento no
tempo de analise de risco, o grupo OXY, durante a fase de teste, apresenta menor
ndamero de tentativas. Como os animais ndo se recordam do evento estressor
experienciado no treino, no teste ndo ha risco a analisar pois o0 bra¢o ndo se configura
como aversivo para o grupo OXY. Apesar dos animais OXY realizarem poucas
tentativas de analise, essas analises sdo mais longas (possivelmente pelo prejuizo na
tomada de decisdo), mas os animais finalizam se expondo mais (indicando prejuizo

na evocacao).

Outra analise que realizamos foi a entrada nos bracos aversivos. Nesta
avaliagdo verificamos que em nenhum dos 3 experimentos foram verificadas
diferencas, seja entre OXY e CTL, seja na comparacao treino x teste. Esta analise
aparentemente ndo auxilia a discussao dos dados se olhada isoladamente, entretanto
faz sentido se relacionarmos aos resultados como um todo. Nos 3 experimentos todos
0S animais se expdem poucas vezes (entradas) ao bragco aversivo, mas no geral os
animais OXY apesar de se exporem poucas vezes, cada exposicdo € mais longa,
como vimos nas andlises de tempo de permanéncia, nos indicando mais uma vez os
prejuizos que ja comentamos em cada um dos experimentos. Em complemento,
Moaddab; Hyland; Brown (2015) mencionaram em seu trabalho que a administracao
ICV de ocitocina pode ser capaz de diminuir a preferéncia de lugar e que além do
hipocampo e cortex pré-frontal, o nicleo accumbens também pode estar envolvido
com o processo. Além disso, Scofield et al. (2016), mencionam que o0 nucleo
accumbens é vital na integracdo de informacdes que levam a producdo de
comportamentos motivados, além de relacionado ainda a respostas aversivas e
aprendizagem como mencionado por Chen et al. (2021). Dessa forma, o nucleo
accumbens, cértex pré-frontal e hipocampo séo estruturas criticas na aprendizagem,
memoria e recompensa (KUTLU; GOULD, 2016).

Existe uma complexa rede de comunicagao que age em conjunto na producéo
do comportamento. O hipocampo que foi nosso alvo, se comunica com o cértex e a

amigdala como ja comentamos, mas envia projecdes diretamente para o nucleo
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accumbens também. Além disso, no cortex pré-frontal tanto o pré-limbico quanto
infralimbico também podem projetar-se para o nucleo accumbens e ha ainda
projecdes da amigdala para o nucleo accumbens, tanto diretamente quanto
indiretamente via cértex cingulado anterior (Scofield et al., 2016; Thompson;
Neugebauer, 2017; Thompson; Neugebauer 2019). Nesse sentido, a ocitocina no
hipocampo possivelmente estimulou os neurénios glutamatérgicos do hipocampo, que
estimularam o nucleo accumbens, mas paralelamente pode ter ocorrido também a
estimulagdo de neurbnios glutamatérgicos do infralimbico que se projetam para o

nacleo accumbens, reforcando a estimulacdo do mesmo.

Trazendo esses pressupostos para nosso estudo, podemos perceber que os
animais CTL de maneira geral tendem a evitar o brago aversivo, optando entdo por
manter-se no seguro, enquanto que os animais OXY tendem a se expor mais ao braco
aversivo de forma a nao diferir do seguro, nos indicando que possivelmente a ocitocina
hipocampal também foi capaz de diminuir a preferéncia do animal pelo lugar (braco
seguro a citar) e possivelmente produziu um comportamento motivado, que no caso
seria a permanéncia no bragco aversivo visto como ‘novo’ por conta dos prejuizos

causados na memaoria que comentamos.

Quando avaliamos o comportamento de permanéncia nos bracos abertos,
observamos que ndo ha diferencas entre os grupos OXY e CTL em nenhum dos trés
experimentos nas fases de treino e teste, mostrando que a administracdo da OXY no
hipocampo de ratas ndo altera o comportamento de ansiedade dos animais. Esse
achado pode ser melhor visualizado no experimento 1, quando 0s animais Sao
tratados com OXY antes mesmo de ser exposto ao aparato. Assim, de maneira geral,
o OXY hipocampal foi capaz de prejudicar as fases de aquisicdo e evocacao de uma
mem©éria aversiva, sem alterar a resposta do comportamento de ansiedade dos

animais.

Nas analises da imunorreatividade para C-fos realizadas no experimento 4,
vimos que a administragdo de ocitocina no hipocampo estimulou de maneira
diferencial as sub-regides do mesmo, onde CA3 e giro denteado apresentaram
aumento da atividade, enquanto em CA1l nao foi observado efeito do tratamento. A
maior atividade da ocitocina que verificamos em CA3 e no giro denteado, corrobora a
estudos anteriores ao nosso, como o de Lin; Hsu, (2018). Neste, os autores comentam

gue em roedores, estas regides sdo as que apresentam a maior predominancia de
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expressdo de receptores ocitocinérgicos no hipocampo. Além disso, 0s autores
comentam ainda que a regido CA1l esta intimamente relacionada ao potencial de longa
duracdo que por sua vez é relacionado ao processo de formacdo de memoarias. Diante
disso, acreditamos que possivelmente a inje¢éo da ocitocina no hipocampo pode ter
estimulado a atividade das 3 regides hipocampais. Acreditamos nisso por conta do
aumento da marcacao para C-fos em CA3 e giro denteado. Entretanto, a estimulacéo
de interneurénios gabaérgicos em CA3 pode ter ocasionado diminuicdo da atividade
CALl. Dessa forma, possivelmente ndo foi verificada diferencas do tratamento nesta
regido por conta do equilibrio entre ativacéo direta da ocitocina administrada contra a
inibicdo originada da estimulacéo gabaérgica vinda dos interneurénios de CA3. Essa
nao diferenca pode tendenciar a acreditar que nao houve entdo efeito da ocitocina
sobre a memoaria, visto que em CAL1 (e sua relagdo com o potencial de longa duracéo)

nao houve diferenca entre OXY e CTL.

Contudo ao relacionarmos as observagdes das regides hipocampais com o
ocorrido na amigdala central, que apresentou diminuicdo da atividade nos animais
OXY se comparados a CTL, podemos inferir que 0 animais OXY apresentaram menos
comportamento de medo, mesmo aprendendo de forma semelhante a CTL (por conta
da nédo diferenca de atividade em CA1). Assim, nés hipotetizamos que, visto que no
experimento 1 (experimento no qual foi baseado o experimento 4), os animais OXY e
CTL aprenderam a tarefa de maneira semelhante e neuroquimicamente também
observamos isso por conta da atividade similar em CA1, contudo vimos diferencas nas
respostas comportamentais frente ao estimulo aversivo e isso por ser correlacionado
ao observado na amigdala central. Possivelmente o aumento na atividade dos
neurénios glutamatérgicos em CA3 pode ter aumentado a estimulacdo de
interneurdnios gabaérgicos em CAS3 e estes por sua vez podem ter interagido com a
amigdala central, causando a diminuicéo da atividade da mesma, ocasionando menor
marcacao para C-fos neste nucleo no experimento 4 e corroborando a observagéo
comportamental que vimos no experimento 1, onde os animais do grupo OXY
apresentaram diminuicao da resposta ao medo. Triana-Del Rio et al., (2018), comenta
em seu estudo que a amigdala central € um dos principais nucleos de saida da

amigdala no que diz respeito as respostas relacionadas ao medo.

Em complemento, Wang; Barbas, (2018) relatam que quando a amigdala é

hiperestimulada, essa atividade aumentada pode facilitar a geracdo de respostas
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aversivas, nesse sentido a diminuicdo da atividade do nucleo em questdo pode levar
a uma diminuicdo da resposta aversiva, corroborando tanto ao nosso achado
comportamental, quanto ao neuroquimico. Nesse sentido, o presente trabalho sugere
que a diminuicdo da atividade da amigdala central levou a diminuicdo da resposta
comportamental frente ao medo, que foi o observado no experimento 1, no qual os
animais OXY mesmo aprendendo a tarefa permaneceram por mais tempo no braco
aversivo nos indicando menos medo, e essa mudanga comportamental ocorreu por

conta das alteragBes neuroquimicas que verificamos.

Outra alteracdo neuroquimica que verificamos para C-fos em resposta a
administracdo de ocitocina no hipocampo, foi aumento na atividade do cortex
cingulado anterior. Como comentado por Ressler, (2020), o cortex cingulado é
envolvido tanto com a expressao quanto com a recordacdo de memdrias aversivas. A
estimulacdo dessa regido pode causar aumento na estimulacdo da amigdala que por
fim pode ocasionar a resposta comportamental ao medo como relatado por Keum;
Shin, (2019). Em linha com esse comentario, Twarkowski et al., (2022) relata que a
inibicdo do hipocampo pode causar um aumento da atividade do cingulado e que essa

hiperatividade pode ser responsavel por fortalecer memdérias aversivas.

A primeira vista esta via de acéo parece contrastar com nossos achados, visto
qgue verificamos aumento de atividade tanto no hipocampo quanto no cingulado,
entretanto € valido lembrar que no cingulado existem tanto neurénios glutamatérgicos
como gabaérgicos, como descrito por Triana-Del Rio et al., (2018). Na auséncia de
estimulo aversivo os neurdnios glutamatérgicos encontram-se inibidos tonicamente
pelos gabaérgicos da mesma regido, jA na presenca do estimulo ha um reforco na
atividade dos nucleos glutamatérgicos que por sua vez ocasionam alta atividade da
amigdala basolateral, gerando a resposta comportamental ao medo. Em nosso
estudo, acreditamos que a estimulacdo dos neurdnios piramidais de CA3 pela acéo
da ocitocina, pode ter ocasionado aumento da estimulagéo dos neurdnios gabaérgicos
do cingulado, causando aumento para a imunorreatividade para C-fos destes e
aumentando o ténus inibitoério sobre os glutamatérgicos. Em complemento, como
estes nucleos glutamatérgicos séo responsaveis por causar aumento na atividade da
amigdala basolateral, nossa hipétese explica ainda a ndo verificagdo de efeito da

ocitocina sobre esta porcdo da amigdala, visto que um dos principais inputs
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excitatérios (neurdnios glutamatérgicos do cingulado) esta inibido, deixando a porcéo

basolateral da amigdala com atividade em niveis normais.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que a ocitocina administrada no hipocampo de ratas
€ capaz de causar alteracdes comportamentais envolvidas com a memoaria. Durante
a aprendizagem, a ocitocina causou perda da performance sobre a tarefa realizada,
ocasionando aprendizagem menos eficiente. Verificamos ainda que a ocitocina no
hipocampo causa prejuizos na aquisi¢cao, consolidacdo e evocag¢do de uma memaoria
aversiva. Além disso, nossa analise neuroquimica revelou que a ocitocina
administrada no hipocampo ocasionou aumento na atividade do giro denteado, CA3 e
cortex cingulado, bem como diminuicdo do parametro na amigdala central
corroborando aos achados comportamentais observados. Por fim vimos ainda que a
ocitocina ndo alterou o comportamento tipo ansioso dos animais tratados, bem como

também nao foi capaz de causar alteraces motoras nos mesmos.

LIMITACOES E DESAFIOS

Um dos desafios enfrentados para a execucdo do presente trabalho foi o
periodo de pandemia do COVID-19 que nos impossibilitou de realizar os experimentos
necessarios por quase 2 anos. Um outro desafio que tivemos, foi em tentar manter o
namero de animais por caixa fixo ao longo do experimento, visto que em alguns
momentos 0s animais morriam durante ou apds o procedimento cirdrgico, diminuindo

o N por caixa,

Nesse sentido, percebemos um viés, visto a possibilidade da estimulacdo da
ocitocina enddgena pelo contato dos animais. Para minimizar o viés, os tratamentos
por caixa foram aleatorizados, diluindo o viés ao longo do experimento. Ainda sobre o
namero de animais, houveram momentos nos quais 0s animais removiam o capacete
estereotaxico, impossibilitando os animais de continuarem em experimento e

prejudicando tanto nosso N total, quanto por caixa.

Como limitagdes do nosso trabalho, relatamos principalmente a dificuldade em
translacionar nosso resultado para observagdes em humanos, principalmente pelo

meétodo de administracdo que optamos, no qual uma craniotomia em seres humanos
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€ um procedimento mais complexo e invasivo. Uma outra limitacdo que trazemos, €
gue apesar de nossas hipoteses, ndo podemos afirmar com nosso estudo que a via
gabaérgica que comentamos esta sendo ativa, visto que ndo realizamos a marcagao

para tal.
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Origem: Biotério da Universidade Federal de Sergipe
Espécie:  Ratos heterogénicos sewn: Fémeas idade: 6a % meses N: 144
Linhagem: Wista Peso:  200a 3009

Local do experimento: 05 animais estardo alocados no Laboratdrio de Neurofisiologia (LNFS) durante realizacdo dos experimentos,
sendo o biotério de apoio o Biotério setorial, ambos lecalizados no departamento de fisiologia.

530 Cristévdo, 03 de janeiro de 2023

Prof. Dr. josemar Sena Batista Prof. Or. Anderson Carlos Margal
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sergipe Universidade Federal de Sergipe
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