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RESUMO

Sofrer experiéncias traumaticas constitui um fator de risco para o desenvolvimento de
transtornos psiquiatricos, com ou sem envolvimento aparente do sistema sensério-motor. No
presente estudo nds testamos a hipétese de que memdrias aversivas resistentes a exting¢ao
podem prejudicar o desempenho da marcha e alterar as densidades neuronal e glial, assim
como a razao neurdnio-glia na amigdala medial, em ratos Wistar adultos. Desta forma, nds
estabelecemos um protocolo de trauma capaz de induzir uma memdria resistente a extincao,
testando na sequéncia seus efeitos sobre o desempenho sensério-motor da marcha e a
histofisiologia da amigdala medial. Verificamos que a exposi¢cdo ao protocolo de choque nas
patas reduz o desempenho na marcha 3 dias apds o referido evento aversivo (P<0.0001). Além
disso, a ado¢do de um “comportamento de seguranc¢a” no teste do labirinto em cruz elevado
foi associada ao pior desempenho na marcha (P<0.001). Uma tendéncia de significancia
estatistica foi encontrada para a mudancas na densidade glial (P=0.10) e na razdo neurénio-glia
(P=0.08) da amigdala medial, assim como para a correlacdo destas varidveis com o
desempenho sensdério-motor (P=0.06). Portanto, sofrer uma experiéncia traumatica capaz de
gerar memorias resistentes a extingdo pode impactar em prejuizos a longo prazo no controle

da marcha, afetando a habilidade de caminhar.

Palavras chave: Memoéria, Marcha, Medo, Amigdala, Desordens de Movimento.



ABSTRACT

Suffer traumatic experiences are a risk factor for developing neuropsychiatric movement
disorders. In the present study, we test the hypothesis that aversive, resistant to extinction
memories could impair skilled walking performance and change neuron and glia densities as
well as neuron-glia ratio in medial amygdala in male Wistar rats. Thus, we established a major
trauma protocol able to induce a resistant to extinction memory followed by testing its effects
on skilled walking performance and medial amygdala histophysiology. Footshocks exposure
reduces skilled walking performance 3 days after the hit (P<0.0001). Additionally, the adoption
of a “safety behavior” in the plus maze test was associated with worse ladder walking
performance (P<0.001). Statistical trend of significance were founded for changing glia
(P=0.10) and neuron-glia ratio (P=0.08) in medial amygdala as well as for their correlation with
sensorimotor performance (P=0.06). Therefore, suffering traumatic experiences able to
generate resistant to extinction memories could result in long-term impairment of gait control,

which affects the walking ability.

Key words: Memory, Walking, Fear, Amygdala, Movement Disorder.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo estda organizada em tdpicos: Resumo, Abstract, Introducio,
Justificativa, Objetivos, Método, Resultados e Discussdo, Consideragdes Finais, Conclusao,

Perspectivas e Referéncias.

As sessdes Resumo e Abstract apresentam uma sintese geral do presente estudo. A
Introdugdo apresenta o embasamento tedrico, que nos levou a formular a proposta de
trabalho, seguida da Justificativa e dos Objetivos. A sessdo Método, Resultados e Discussao
contém o artigo cientifico (removido neste volume por razbes de protecdo autoral),
organizado como resposta aos objetivos propostos. As Considera¢des Finais trazem uma
argumentacdo integrativa que culmina na sessdo Conclusodes, esta ultima elaborada de modo
objetivo e sumario. A sessdo Perspectivas aborda uma lista de possibilidades para futuros
trabalhos, a partir dos resultados descritos. Finalmente, a sessdo Referéncias lista os trabalhos
citados na Introducdo e nas Consideracdes Finais. As referéncias utilizadas no artigo cientifico
estdo listadas ao final deste.

Os experimentos que deram origem a presente dissertacdao foram desenvolvidos no
Centro de Meméoria do Instituto de Cérebro da PUCRS e as analises morfolégicas foram

realizadas no Laboratdrio de Biologia Celular e Tecidual também nesta mesma Universidade.



1. INTRODUGAO
1.1 Memodria: bases conceituais e estruturais

Segundo o pensamento de Tom Regan, o qual se baseou na moral Kantiana, a
capacidade de autoconsciéncia, de passado e de futuro, sdao alguns dos atributos fundamentais
gue nos tornam “sujeitos de uma vida” e, portanto, merecedores do direto de vivé-la
(Zampieri e Susin, 2015). Partindo deste pressuposto é possivel pensar que as memdrias sdo
fundamentais para a constituicdo de quem somos. A partir delas, néds somos capazes de
construir um passado individual e coletivo, além de podermos significar experiéncias e
idealizar o desejo de futuro, de uma vida a ser vivida.

Sob o ponto de vista neurobioldgico, memdria significa aquisicdo, formacao,
conservacgao e evocacao de informacdes (lzquierdo, 2011). A formacgdo de novas memdrias e 0
consequente aprendizado sdo essenciais a sobrevivéncia, e seus mecanismos celulares e
moleculares vém sendo estudados por mais de um século. (McGaugh, 2000).

Sabe-se que, inicialmente, as memorias sdo formadas nos hipocampos e sdo 13
mantidas por algumas semanas. Caso estas novas conexdes sejam reforcadas, elas serdo
direcionadas para o cértex pré-frontal medial, onde se tornardo mais resistentes a extingao
(Crystal and Glanzman, 2013). Alberini e LeDoux descreveram que a reativacdo de uma
memoria consolidada, por um estimulo que remeta o animal a experiéncia de aprendizado
original (este é tipicamente o estimulo condicionado em um classico paradigma de
condicionamento), pode desencadear uma nova rodada de consolidagdo, o que convencionou-
se chamar de reconsolidagdo. A reconsolidagdo de uma memdria depende de muitos
processos semelhantes, particularmente a sintese proteica, necessarios para a consolida¢do da
memoria original (Alberini, 2005). Evidéncias indicam que quando as memodrias sdo
reconsolidadas com sucesso, elas tornam-se fortalecidas. Por outro lado, se a reconsolidagdo é
impossibilitada, por exemplo, através da administracdo de um inibidor de sintese proteica, a
memoria pode ser enfraquecida ou eliminada completamente (Crystal and Glanzman, 2013).
Além disso, sabe-se que a reconsolidacdo pode ocorrer em diversos animais, desde vermes

nematoides até os seres humanos (Alberini and Ledoux, 2013).

Quanto ao contelido, a memoaria declarativa (explicita) e ndo declarativa (implicita) sdo
as duas maiores classificagbes dos sistemas de memadria. A memoria declarativa nos permite
conscientemente recordar fatos e eventos. Ela estd geralmente ligada a nossa habilidade de
recordar explicitamente ou reconhecer fatos e eventos. J4 a memdria ndo declarativa, ou de

procedimento, é acessada sem a necessidade de envolvimento da consciéncia. A habilidade
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motora em um esporte, em tricotar e o préoprio medo sdo exemplos de memdrias que se

encaixam nesta classificacdo (lzquierdo, 2011; Squire e Dede, 2015).

A memodria declarativa pode ser dividida em memodria de longo prazo, curto prazo e de
trabalho. A memdria de longo prazo é aquela que vocé pode recordar ao longo de dias, meses
ou anos apods a sua aquisicao, sendo que a memoria de curto prazo dura de segundos a horas.
J4 a memodria de trabalho, além de curta, exige um certo esforco para manté-la, como por
exemplo, ficar repetindo um nimero de telefone ou um endereco desconhecido por alguns
instantes até que ocorra o uso desta informacdo. Entretanto, ao interrompermos a repeticao,

a sequéncia mental se perde (Squire e Dede, 2015).

Por outro lado, habilidades motoras, sensitivas, priming, habito e reflexo condicionado
sdo subdivisdes da memoaria nao declarativa. Habilidades motoras e sensitivas sdo os exemplos
mais comuns de memdria ndo declarativa, e compreendem, por exemplo, jogar futebol, tocar
piano, caminhar, e muitos outros. Priming se refere a habilidade de identificar, produzir ou
classificar algo como resultado de um encontro prévio com aquilo, ou algo relacionado
(Schacter et al., 2004). J4 no habito ndo necessariamente a pessoa precisa lembrar-se de como
fazer ou de quando aprendeu, ela simplesmente sabe fazer. E o reflexo condicionado, assim
como o priming, é importante para preparar o individuo para uma resposta rapida frente a
uma ameaca real ou potencial. Nele, ocorre a associagdo entre um estimulo condicionado (CS
— do inglés — conditioned stimulus) e um estimulo ndo condicionado (US — do inglés —
unconditioned stimulus) onde uma resposta fisiolégica pode ser evocada apenas com um

estimulo visual ou auditivo, outrora indiferente (Squire and Dede, 2015).

O cortex pré-frontal ventromedial (vmPFC - do inglés ventromedial prefrontal cortex), a
amigdala, o estriado e o hipocampo sdo as principais estruturas encefalicas relacionadas com
as memorias ndo declarativas (Figura 1). O aprendizado de habilidades motoras, o que envolve
a velocidade, a precisdo e a coordenacdo, é de grande importancia para a sobrevivéncia. Ao
treinarmos esse tipo de habilidade ha uma rapida melhora no desempenho motor ja na
primeira sessdao de treinamento, seguida por uma melhora lenta e gradual nas sessdes

seguintes.

Os circuitos cortico-estriatais atuam em conjunto neste aprendizado e a sua atividade
muda quando a tarefa é rapida ou lenta (Costa et al., 2004; Yin et al., 2009). Também ja foi
obervado que o estriado dorsomedial é mais ativado no inicio do treinamento, enquanto o
estriado dorsolateral, em contraste, mostra uma maior ativagdo no treinamento tardio (Yin et

al., 2009), sendo este, junto com o cortex infra-limbico, regides de grande importancia para a
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formacdo de habitos (Squire and Dede, 2015). Além disso, a plasticidade do circuito cortico-
estriatal também é necessdria para o aprendizado de tarefas abstratas e de movimentos que

envolvem o uso de neuroprdteses (Koralek et al., 2012).

Em estudos de neuroimagem, a ocorréncia do priming é frequentemente associado
com uma atividade reduzida em regiGes do neocortex relevantes a tarefa (Schacter et al.,,
2004; Squire et al., 1992). Alguns estudos defendem a ideia de que uma redugdo na atividade
cortical pode aumentar a velocidade do processamento perceptual (Grill-Spector et al., 2006;

Schacter et al., 2004).

J& em nivel molecular, os mecanismos de consolidacdo de memdrias sao
razoavelmente bem conhecidos; estes incluem ativacdo de varias proteinas cinases ou
proteinas fosfatases que, por sua vez, podem desencadear sintese proteica e transcricdo ou
repressdo génica. Os produtos moleculares desta sintese proteica e transcricdo/repressdo
génica medeiam a funcdo de sinapses; o resultado final é a modificacdo persistente dos
circuitos neurais no sistema nervoso dos animais, o que constitui a memdria (Crystal and

Glanzman, 2013).

Sabe-se que a formagdo e consolidagdao de memdrias tanto declarativas quanto nao
declarativas, embora ocorram em regides distintas e o meio de evocagdo também seja
diferente, sdo compostas por dois estagios: um n3ao dependente da sintese de proteinas e

outro dependente.

As memdrias de curto prazo dependem de modificacGes covalentes de proteinas
preexistentes e o fortalecimento de sinapses, ao passo que as memdrias de longo prazo
dependem da sintese de novas proteinas e da criacdo de novas conexdes. Além disso, ambas
as formas de memadria convertem as memdorias de curto prazo para longo prazo através das
mesmas vias de sinalizacdo proteina cinase A (PKA — do inglés protein kinase A), Proteina
cinase ativada por mitégeno (MAP kinase - do inglés mitogen activated protein kinases),
Proteina de ligacdo ao elemento de resposta ao AMP ciclico 1 (CREB-1 — do inglés cyclic AMP
response element-binding protein 1), e Proteina de ligacdo ao elemento de resposta ao AMP

ciclico 2 (CREB-2 — do inglés cyclic AMP response element-binding protein 2). (Kandel, 2012)

Além disso, um estudo observou que neurdnios com uma grande quantidade de CREB
switches, necessarios para a memoria de longo prazo, sdo seletivamente recrutados na

memoria de medo. De fato, a atividade relativa da CREB no momento do aprendizado
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determina se o neur6nio serd recrutado (Han et al., 2007). Reciprocamente, se tais neurdnios

sdo inibidos apds o aprendizado, a memoéria de medo é bloqueada (Han et al., 2009).

1.2 Medo, memoria aversiva e desempenho sensério-motor

Ha mais de duas décadas, o neurocientista holandés Gert Holstege propds que o
sistema motor teria duas grandes subdivisdes: o “sistema motor somatico” e o “sistema motor
emocional”. O primeiro, composto por dreas classicamente conhecidas por sua atividade
motora e suas vias que as conectam aos motoneurdnios; a segunda, relacionada a influéncia
do sistema limbico em comportamentos emocionais especificos assim como sistema de ajustes
de ganho, incluindo mecanismos desencadeadores de reflexos ritmicos e outros reflexos
medulares (Holstege, 1992; Nieuwenhuys, 1996). Portanto, o sistema motor emocional pode
influenciar, potencialmente, a aprendizagem e a execug¢do de todos os movimentos de acordo
com o fundo emocional e a capacidade de recuperacdo de suas memdrias relacionadas

(Waxman, 1996).

Dentre estas emogdes, o medo é a emog¢do mais extensivamente estudada e vem
sendo investigada através do condicionamento Pavloviano (LeDoux, 2014). lvan Pavlov foi um
fisiologista russo que descobriu que uma resposta fisioldgica pode ser condicionada ao criar
uma associacdo desta com um estimulo indiferente, emparelhando suas ocorréncias algumas
vezes. Porém em situagdes extremas como, por exemplo, um abuso sexual, desastres naturais
e atentados contra a vida, as pessoas podem desenvolver um condicionamento em um Unico
evento dada a intensidade do estimulo. Isso ja foi reproduzido em roedores, onde um Unico
estimulo altamente nocivo é capaz de gerar uma memdria resistente a extingdo (Diehl et al.,

2012; Saur et al., 2015).

O fator central nestas situagdes supracitadas é o trauma, que de natureza fisica ou
psicoldgica, pode ter desfechos impactantes na vida de uma pessoa. O sistema que é
responsavel por reconhecer estas situagbes ameagadoras e preparar o organismo para o
enfrentamento ou a fuga, através de um complexo mecanismo neural, é o sistema limbico
(Herry and Johansen, 2014). S3o estruturas importantes deste sistema a amigdala, o

hipocampo, o estriado, o cértex pré-frontal e a area motora suplementar (Aybek et al., 2015).

A amigdala é uma estrutura localizada na regido medial do lobo temporal e pode ser

funcionalmente dividida em dois grandes nucleos, com duas subdivisdes cada: amigdala
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basolateral (BLA) e amigdala central (CE), onde a BLA se divide em amigdala basal (BA) e
amigdala lateral (LA) e a CE se divide em amigdala central medial (Cem) e amigdala central
lateral (CEl). Além disso, existem nucleos de interneurdnios inibitérios, chamados massas
celulares intercaladas laterais (IITC — do inglés lateral intercalated cell cluster) e mediais (mITC
— do inglés medial intercalated cell cluster) (Ehrlich et al., 2009; Haubensak et al., 2010). Estes
nucleos diferem enormemente quanto a valéncia de seus estimulos, uma vez que a amigdala
basolateral tem 80% de neur6nios glutamatérgicos (excitatérios) enquanto que a amigdala
central possui vasta maioria de neurdnios GABAérgicos (inibitérios) (Ehrlich et al., 2009). Sabe-
se que a amigdala tem um papel central na aquisicdo e expressdo do medo condicionado
Pavloviano, e os seus circuitos intrinsicos e extrinsicos ja foram bem descritos (Duvarci and
Pare, 2014; Ehrlich et al., 2009; Haubensak et al., 2010; Janak and Tye, 2015; Pare and Duvarci,
2012).

mPFC

= Promove

CeA -~

Cel. Inibe
"Freezing"
s CeM Ansiedade
Alimentacdo
. Social
|
vHPC

Figura 1. Amigdala e suas principais conexdes. Esta é uma imagem seletiva das proje¢des que
foram descritas neste trabalho, e ndo se destina a significar a sua importancia sobre outras
conexdes anatomicas. A conectividade real da amigdala com outras regiées do cérebro é
consideravelmente mais complexa. BLA: amigdala basolateral; CeA: nucleo central da
amigdala; CeL: amigdala central lateral; CeM: amigdala central medial; mPFC: cdrtex pré-
frontal medial; vHPC: hipocampo ventral. Adaptado de (Janak and Tye, 2015).

Por vezes, as atividades que estdao sendo realizadas precisam ser abruptamente
interrompidas na presenca de um evento potencialmente nocivo. Se um animal estd, por
exemplo, deambulando ou cacando e é surpreendido por um predador ele serd paralisado por
uma complexa rede neurofisioldgica a fim de escolher a melhor estratégia para tentar sair ileso
desta ameaca (Sagaspe et al., 2011). E provavel que através de suas conexdes reciprocas o PFC

e a BLA modifiquem sua atuacdo inibindo um ao outro através dos sinais externos de ameaca
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ou seguranca, de modo a engajar a melhor resposta comportamental (Tejeda and O'Donnell,
2014). A BLA também interage com o hipocampo, na modulagédo da consolidacdo de memarias
e interfere na relacdo entre HP e PFC, porém os mecanismos responsaveis por essa supressao

ainda ndo sdao completamente conhecidos (Tejeda and O'Donnell, 2014).

Entretanto, as conexdes mais relevantes da amigdala, relacionadas ao comportamento
sensdrio-motor, sdo as realizadas com o cértex pré-frontal e a drea motora suplementar
(Tejeda and O'Donnell, 2014; Voon et al., 2010). Tejeda e O’'Donnell demonstraram em 2014
que a ativacdo da BLA tem uma relagcdo inversa com o PFC. Durante situagbes de
processamento emocional, ansiedade e estresse ocorre uma maior ativacdo da BLA e,
consequentemente, uma diminuicdo na atividade do PFC. Entretanto, quando estamos falando
do controle cognitivo do processamento emocional ocorre o oposto, ou seja, uma maior

ativacdo do PFC com uma diminuicdo na atividade da BLA (Tejeda and O'Donnell, 2014).

Uma condigdo clinica de diagndstico complexo e que tem uma relagdo direta com todo
este sistema de controle se chama Functional Movement Disorder (FMD). FMD é uma
sindrome clinica definida pela ocorréncia de movimentos anormais “involuntdrios” que sdo
incompativeis com uma causa neuroldgica conhecida. Os sintomas sdo significativamente
melhorados durante o exame neurolégico com o uso da distracdo e de manobras ndo
fisioldgicas (Miyasaki et al., 2015). Optamos por usar tal nomenclatura, embora tenhamos a
consciéncia de que existe uma discussdo sobre qual terminologia seria a mais adequada para
caracterizar esta condigdo. Os autores que defendem o termo “funcional” alegam que o termo
psicogénico ndo é bem recebido pelo paciente, que pode o achar ofensivo, como se fosse algo
forjado voluntariamente e/ou teatralizado. Ja os autores que defendem o termo “psicogénico”
dizem que o termo “funcional” é deveras vago, além de os pacientes sentirem-se
“disfuncionais” ao invés de funcionais (Thenganatt and Jankovic, 2015). Considera-se, ainda,

gue é muito provavel o envolvimento de fatores psicolégicos e que eles devem ser abordados

para um tratamento bem sucedido (Hallett, 2016).

Contudo, como a patogénese desta condicdo ainda ndo é bem compreendida, o
debate provavelmente continuara acirrado (Hallett, 2016; Miyasaki et al., 2015). Cabe ressaltar
gue muitos termos ja foram utilizados para descrever esta condi¢do, tais como disfungao nao
organica, transtorno de conversdo, psicossomatica, sem explicagdo médica, dissociativa,

histeria ou crise histérica (Thenganatt and Jankovic, 2015).
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Um dos maiores avancos realizados na FMD nos ultimos anos foi o refinamento dos
critérios diagndsticos para esta condicdo, focando mais em sinais fisicos positivos e na

investigacdo destes achados do que no estresse psicoldgico (Edwards et al., 2013).

Outras condi¢des que podem ser confundidas com FMD sdo simula¢do ou transtorno
ficticio, porém nestes o movimento é voluntario, (Thenganatt and Jankovic, 2015) enquanto
qgue na FMD os movimentos sdo percebidos pelo sujeito de forma involuntaria. No transtorno
ficticio os pacientes podem estar realizando os movimentos voluntariamente para satisfazer
uma necessidade psicoldgica, sem uma recompensa externa dbvia. J4 nos casos de simulacdo
(malingering), os pacientes também estdo realizando o movimento voluntariamente, porém
para atingir um objetivo especifico, como evitar trabalhar ou obter compensacao financeira

(Hallett, 2016; Thenganatt and Jankovic, 2015).

A incidéncia e prevaléncia precisas da FMD sdo desconhecidas, pois estudos de base
populacional ainda ndo foram realizados. Estimativas da prevaléncia da FMD em adultos e
criangas com desordens de movimento variam entre 2% e 4%, sendo as mulheres mais
afetadas do que os homens. Uma revisdo retrospectiva de um centro em Toronto (Morton and
Gloria Shulman Moviment Disorder Centre, Toronto Western Hospital, University of Toronto)
observou que de 7624 registros 206 pacientes tiveram o diagndstico de FMD, resultando em
uma prevaléncia de 3% (dados ndo publicados) (Miyasaki et al., 2015). Ja outras clinicas
informam uma prevaléncia um pouco mais abrangente variando de 2% a 20% (Thenganatt and
Jankovic, 2015). Ademais, é estimado que em torno de 10% dos pacientes com FMD tenham

uma desordem organica associada (Hallett, 2016).

Apesar das incertezas, algumas pesquisas vém paulatinamente elucidando as
estruturas e os mecanismos que subjazem esta condi¢do, como, por exemplo, Mehta et. al.
2013. Esses autores realizaram um estudo no qual foram comparados, utilizando-se a
tomografia por emissdo de pésitrons com o marcador H,0 (H,’O PET), pacientes com
distonia organica e psicogénica durante trés tarefas distintas com o pé direito: posicdo
relaxada, manter uma postura sustentada do pé ou realizar movimentos ritmicos contra um
dinamémetro. Foi encontrada uma diferenca significativa entre os grupos, onde o grupo com
distonia organica demonstrou um padrao de ativagdo cortical, com aumento do fluxo
sanguineo no cortex motor primario, pré-motor e parietal aliado a uma diminuicdo do fluxo
em estruturas subcorticais, incluindo o cerebelo. Em contraste, pacientes com distonia

psicogénica demonstraram um aumento no fluxo em regiGes subcorticais, incluindo o estriado
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e o cerebelo, e concomitantemente uma reducao na perfusdao do coértex motor primario

(Mehta et al., 2013).

Sabe-se que individuos sauddveis normalmente apresentam uma maior ativacdo da
amigdala direita frente a estimulos negativos e positivos quando comparados a estimulos
neutros; e negativos sobre positivos quando comparados entre si. No estudo de Voon, 2010 foi
demonstrado, por meio da ressonancia nuclear magnética, um aumento significativo na
ativacdo da amigdala direita em pacientes com transtorno conversivo ao serem expostos a
imagens de faces assustadas ou felizes quando comparado com pessoas normais. Além disso,
estes pacientes apresentam o mesmo nivel de ativacdo da amigdala direita para os estimulos
bons e ruins, o que sugere uma hiperexcitacdo desta estrutura. Foi também observado um
aumento na conectividade funcional entre a amigdala e a area motora suplementar em

individuos com transtorno conversivo em relagdo aos individuos saudaveis (Voon et al., 2010).

Estas informagdes nos demonstram claramente a relacdo entre o sistema sensério-
motor e o sistema limbico que, por sua vez, é o principal ator na resposta de luta ou fuga

através da ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) (Larzelere and Jones, 2008).

Um dos principais fatores que desencadeia esse tipo de resposta é o estresse. Sabe-se
que nesta situagdo as células do hipotdlamo que controlam a secre¢ao do horménio liberador
de corticotropina (CRH — do inglés corticotropin releasing hormone) sdo estimuladas, liberando
o referido horménio. Apds, o CRH liberado atua na adenohipdfise estimulando a liberagdo do
horménio adenocorticotrépico (ACTH — do inglés adenocorticotropic hormone) na corrente
sanguinea. Por sua vez, o ACTH leva a secrecdo de hormonios glicocorticoides (cortisol) pelo
cortex da glandula adrenal. Estas relagdes neuro-hormonais constituem parte do chamado
eixo hipotalamo-pituitdria-adrenal (HPA — do inglés hypothalamic-pituitary-adrenal axis). Além
disso, os glicocorticoides exercem um efeito de retroalimentacdo negativa sobre o eixo HPA,

ajudando a limitar a duragdo da resposta estressora (Larzelere and Jones, 2008).

Existem dois tipos de receptores em que o cortisol atua: o receptor glicocorticoide que
é encontrado, dentre outros locais, no cértex motor, nucleos da base e cerebelo; e o receptor
mineralocorticoide encontrado nas camadas corticais Il, Ill, e V, sendo que a camada V da
origem ao trato corticoespinhal. Assim, ambos sdo encontrados em regides encefdlicas que
participam do controle motor e podem influenciar no desempenho das atividades (Jadaviji et

al., 2011; Metz et al., 2001).
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Embora a resposta ao estresse seja essencial e adaptativa as mudangas no meio em
gue vivemos, quando esta resposta é exagerada ou sustentada, pode resultar em alguns
comprometimentos neurobioldgicos, o que se observa apds a exposicdo ao estresse
prolongado (Mclntosh and Sapolsky, 1996). Portanto, limitar a duragdo de tempo em que os
tecidos corporais sdao expostos aos glicocorticoides oriundos do estresse é essencial para
minimizar os efeitos catabdlicos, anti-reprodutivos, imunossupressores e neurodegenerativos
do cortisol/corticosterona, bem como reduzir a suscetibilidade de desenvolvimento de

doencas neuropsiquiatricas (Musazzi et al., 2010; Tsigos and Chrousos, 2002).

As alteragGes sensério-motoras causadas pelo estresse ja foram relativamente bem
investigadas em roedores no trabalho de Metz e colaboradores (Metz et al.,, 2001). Esses
autores evidenciaram que tanto o estresse agudo, subagudo quanto o crénico, sdo capazes de
reduzir o desempenho sensdério-motor de roedores no teste da escada horizontal e na tarefa
de habilidade do alcance e preensdo. Os animais estressados exibem altera¢des biomecanicas
significativas na base de apoio dos membros posteriores durante a marcha e comprimento
reduzidos das passadas. Por exemplo, estes autores ja demonstraram em roedores a existéncia
de alteragGes na atividade sensdrio-motora induzidas tanto por eventos estressores
ambientais (Metz et al., 2005; Metz et al., 2001) quanto pela administracdo de glicocorticoides
(Metz et al., 2005). Por exemplo, Metz et al. (2001) observaram déficits sensdrio-motores
induzidos pelo estresse em diferentes testes comportamentais: 1) maior nimero de erros
durante a marcha, no teste da escada horizontal; 2) diminuicdo no comprimento da passada,
no teste da pegada impressa; e 3) pior desempenho no teste de remocao do adesivo, do inglés

adhesive removal test.

Um trabalho posterior, do mesmo grupo de pesquisa, também evidenciou que eventos
estressores variados podem induzir alteragdes sensério-motoras do membro anterior,
especificamente no movimento de habilidade do alcance e preensao (skilled reaching) (Metz et

al., 2005).

Desta forma, os dados da literatura permitem a proposicdo de uma hipdtese: os
eventos estressores, capazes de gerar memdrias aversivas persistentes, talvez exergam
influéncia nos processos de controle sensdrio-motor em longo prazo, sugerindo que estes
eventos possam impactar de forma critica nos processos de aquisicao e desempenho de gestos

motores funcionais (Metz et al., 2001).
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1.3 Relagdo neurdnio-glia, aversividade, doencas psiquiatricas e fungao sensério-
motora

Desde os primérdios da neurociéncia muitos cientistas acreditavam ferrenhamente
gue a transmissao de informacdes no encéfalo estaria baseada em um modelo sinaptico de
dois componentes (neurdnios pré e pds-sinapticos). Tal ideia foi assumida como uma verdade
intocavel ao longo de décadas, dadas as interpretacdes do médico, cientista e politico polonés
Rudolf Ludwig Karl Virchow, que descrevia a glia (“cola”, em latim) como um grupo celular que,
aparentemente, tinha apenas uma func¢ado de suporte nutricional e tecidual. Hoje se sabe que
as células gliais, presentes em maior numero do que os neurdnios, sdo responsaveis pela
formacdo, operacgdo e adaptacdo dos circuitos neurais (Allen and Barres, 2009; Chung et al.,

2015).

Os astrdcitos, um dos tipos de células gliais, exercem iniUmeras func¢des cruciais para o
adequado funcionamento do sistema nervoso central (SNC). Especialmente ao longo das
ultimas décadas, diversos estudos vém demonstrando que os astrécitos participam de uma
ampla variedade de processos essenciais, tanto no SNC sauddvel quanto no lesado, incluindo o
seu papel primario na modulacdo sinaptica maturada, através de sinapses tripartites, (Halassa
et al., 2007; Perea et al., 2009; Sofroniew and Vinters, 2010), no estabelecimento de novas
sinapses, durante o periodo de desenvolvimento (Christopherson et al., 2005; Sofroniew and
Vinters, 2010; Ullian et al., 2001), na regulagdo do fluxo sanguineo cerebral local (Gordon et
al., 2007; ladecola and Nedergaard, 2007; Sofroniew and Vinters, 2010), no processamento de
informacdes, dentre outras (Sofroniew and Vinters, 2010). Além disto, evidéncias também
demonstram que a utilizacdo do glicogénio astrocitario pode ser capaz de sustentar a atividade
neuronal durante periodos de hipoglicemia e/ou durante periodos de alta atividade neuronal
(Brown and Ransom, 2007; Sofroniew and Vinters, 2010). Adicionalmente, os astrdcitos sao
capazes de responder, essencialmente, a todo tipo de lesdo do SNC por meio de um processo
denominado astrogliose reativa. Tal processo, bastante debatido e controverso quanto ao seus
beneficios e maleficios funcionais, se tornou um marco patoldgico importante para a

identificacdo de lesdo tissular no SNC (Sofroniew and Vinters, 2010).

Uma das possibilidades de se mensurar alteracdes em regides especificas no encéfalo
esta na relacdo entre o nimero de células gliais e células neuronais deste. A relacdo neurdnio-
glia ja foi descrita como uma propor¢do de 1:10, porém, atualmente, muitos autores
acreditam que ela se seja muito mais proxima de 1:1, ja que nao existe estudos conclusivos

gue comprovem tamanha diferenca (Azevedo et al., 2009; Herculano-Houzel, 2014). Algumas
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investigacOes vém utilizando a relacdo neurdnio-glia como um preditor da atividade neuronal
local, uma vez que as células gliais, particularmente os astrdcitos, tem um papel fundamental
no fluxo de substratos para o neurdnio pela regulacdo da captacao de glicose e fosforilagdo em

resposta a concentragdo de glutamato na fenda sindptica. (Tsacopoulos and Magistretti, 1996).

Ademais, ja foram observadas alteracGes na relacdo neurénio-glia em doengas
neuropsiquidtricas, como por exemplo, o transtorno depressivo maior familiar e o transtorno
bipolar familiar. Em ambos os casos, a alteracdo da relacdo neurOnio-glia se deu por uma
diminuicdo na densidade glial sem alteracdo na densidade neuronal. Além disso, essa alteragao
na relacdo neurénio-glia foi observada apenas em algumas regibes, tais como o cortex
subgenual, cértex orbital, cortex cingulado anterior e cértex pré-frontal dorsolateral, ndo
ocorrendo, por exemplo, no cortex somato-sensorial dos sujeitos depressivos (Ongur et al.,
1998; Rajkowska et al., 2001).

Também ja foi avaliado o nimero total de neur6nios e células gliais no cortex e nos
nucleos da base de cérebros de portadores de sindrome de Down (SD). Neste, os individuos
com SD apresentaram diminuicdo no nimero de neurdnios no neocértex (aproximadamente
40%) e semelhante diminuigdo de células gliais (aproximadamente 30%) na mesma regido. Por
outro lado o nimero de neurénios nos nucleos da base se manteve igual nos dois grupos,
enquanto que o numero de oligodendrdcitos nesta regido foi reduzido quase pela metade nos
pacientes com SD. A relacdo neurénio-glia global ndo apresentou alteracdes entre os dois
grupos, ja a relacdo neurodnio-glia nos nucleos da base provavelmente esteja bem diminuida,
embora o estudo ndo tenha analisado os dados neste sentido (Karlsen and Pakkenberg, 2011).
Também ja foi observada uma diminuicdo na densidade glial e na relacdo neurénio-glia na

amigdala de individuos depressivos (Bowley et al., 2002; Hamidi et al., 2004).

Por outro lado, um grupo de pesquisa brasileiro sugere que a constancia na densidade
astrocitaria observada em diferentes espécies, incluindo os seres humanos, pode ter um
significado fisioldgico maior em relacdo a manutencdo metabdlica e suporte funcional do

tecido cerebral do que a sua relagdo numérica com os neurdnios (Azevedo et al., 2009).

Baseado nessas informacgdes e no fato de ndo ter sido investigada até o presente
momento, a alteragdao na relagdo neurdnio-glia da amigdala medial e a sua influéncia no
comportamento sensdério-motor, tornou-se objetivo deste estudo investigar tais alteracdes em
ratos submetidos a um evento traumdtico resistente a extingdo, ja que, sabidamente, a
amigdala apresenta-se como uma estrutura chave no processamento do medo e das memérias

aversivas, bem como na sensibilizacdo do sistema sensdrio-motor emocional.
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2. JUSTIFICATIVA

Desordens motoras coexistem em muitas doencas neuropsiquiatricas e ja se sabe que
alguns fatores aumentam o risco de desenvolvé-la, tais como, presenciar um evento
traumatico de cunho fisico ou psicoldgico. Muitas vezes esta experiéncia leva a formacao de

uma memdria traumadtica resistente a extincdo, mesmo com o emprego da psicoterapia.

Uma classe de disfungbes de movimento, de diagndstico complexo e dificil, sdo as
chamadas “desordens de movimento psicogénicas/funcionais”, do inglés “functional moviment
disorders”. Tais disfungbes neuropsiquiatricas podem ser catalisadas através de situagOes
traumaticas, como as descritas previamente, podendo acarretar no aparecimento de
movimentos supostamente involuntarios, tais como, ataxia, marcha, espasmos, tiques

nervosos, tremor, dentre outros, todos com origem psicogénica/funcional.

Além disso, sabe-se que a amigdala é uma das estruturas mais importantes no
processamento das memodrias traumaticas, bem como na génese das FMDs. Além disso, a
fisiologia da atividade da amigdala é fortemente influenciada pela interacdo neuroquimica

entre as células gliais e neuronais.

Neste sentido, desenvolver uma abordagem experimental capaz de identificar se uma
memoria traumatica resistente a extingdo pode de causar prejuizos sensério-motores e, ainda,
verificar se os resultados teriam uma relagdo com a densidade neuronal, glial e a razdo entre
essas na amigdala, torna-se um desafio de grande valor para a compreensdo dos

neuropsiquidtricos que afetam o movimento funcional.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar, em ratos Wistar adultos, os efeitos de um evento traumatico maior (protocolo de
choque inescapavel) sobre o desempenho em uma tarefa sensério-motora, bem como a sua

relagdo com parametros histofisioldgicos da amigdala medial.

3.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar se o protocolo de trauma empregado é capaz de gerar uma memoria

traumatica resistente a extin¢do;

b) Avaliar a influéncia desta memdria traumatica resistente a extingdo sobre o

desempenho sensério-motor de roedores;

c) Avaliar os efeitos do protocolo de trauma no comportamento simile de ansiedade,

por meio do teste do labirinto em cruz elevado;

d) Estimar a densidade neuronal, glial e a razdo entre estas na amigdala medial, com

o uso da técnica de Nissl.

e) Correlacionar as varidveis comportamentais e histofisioldgicas estudadas.
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4. METODO, RESULTADOS E DISCUSSAO

Seguindo as recomendagbes do Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Celular e
Molecular da PUCRS, a descricao dos métodos, os resultados alcangados e a discussdo foram
apresentados na forma de artigo cientifico. Contudo, o artigo foi removido do presente
documento por razdes de protecdo autoral, ja que pretendemos publicar este material em

periddico cientifico internacional.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Um numero significativo de evidéncias cientificas vem sendo acumulado sugerindo que
sofrer uma experiéncia traumatica pode ser um fator de risco para o desenvolvimento de
transtornos neuropsiquiatricos, tais como as FMDs (Drapier and Verin, 2012; Hallett, 2016;
Shaibani and Sabbagh, 1998; Voon et al., 2010). Entretanto, diversos fatores como, por
exemplo, a heranga genética, o histérico familiar, as doencas crbnicas, o uso de drogas ilegais,
a falta de suporte social, dentre outros, frequentemente estdo presentes na histdria dos
pacientes (Drapier and Verin, 2012; Hallett, 2016). Desta forma, tais varidveis podem acarretar
na confusdo e/ou na superestimava do efeito exercido pelas experiéncias traumaticas na

patogénese de algumas doencas neuropsiquiatricas.

Por este angulo, modelos animais podem ser de grande utilidade no intuito de reduzir
os fatores intervenientes e permitir testar os efeitos dos paradigmas de trauma experimental
no comportamento sensério-motor. Assim, o nosso principal objetivo foi avaliar a influéncia da
persisténcia de uma memdria aversiva no desempenho da marcha; bem como verificar se a
experiéncia traumatica é capaz de induzir alteracdes nas densidades neuronal e glial, assim
como a relacdo neurbnio-glia, na amigdala medial. Por fim, testamos se estas alteracGes
poderiam estar correlacionadas com o desempenho da marcha. Contudo, como um primeiro
passo, nds precisamos estabelecer um protocolo de experiéncia traumatica realmente capaz
de gerar uma memoria de longo-prazo caracterizada como traumatica e resistente a extingao,

como foi demonstrado no experimento 1.

Nossos resultados demonstraram que o protocolo de memdria aversiva resultou em
um tipo de memdria traumdtica resistente a extingdo, o mesmo tipo de memdria que
geralmente estd presente em muitas das FMDs. Outro aspecto relevante é que o protocolo
mimetiza, em diversos aspectos, as situagées de traumas que ocorrem em seres humanos,

onde muitas vezes é o evento é Unico e sem possibilidade de fuga.

Outro objetivo de nosso estudo foi avaliar se os animais com uma memdria traumatica
resistente a extingcdo sofreriam algum prejuizo no desempenho sensdrio-motor, avaliado por
meio do teste da escada horizontal. Neste, foi observado um prejuizo na habilidade da marcha
nos animais que sofreram o evento traumadtico, corroborando os resultados observados
previamente no trabalho de Metz e colaboradores (Metz et al., 2001) em um protocolo de
estresse diario agudo, subagudo e crénico. Apesar da literatura indicar que os niveis de

corticosterona tendem a voltar aos niveis basais cerca de 24 horas apds uma Unica experiéncia
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de choque nas patas (em protocolo bastante semelhante ao utilizado), ainda ndo sabemos
dizer se as alteragGes que nds encontramos se devem, ao menos em parte, ao estresse
correlato ao trauma. Por outro lado, também é possivel pensar que os resultados encontrados
por Metz e colaboradores se devam a ocorréncia de uma meméria traumatica desencadeada
pelo protocolo de estresse empregado. Deste modo, acreditamos que esta tematica podera

ser melhor investigada em trabalhos vindouros.

A parte da discussdo supracitada, nds acreditamos que a demonstracdo em modelo
animal de uma alteragdo sensério-motora induzida por uma experiéncia aversiva é animadora,
podemos mensurar tais alteracdes com menos varidveis intervenientes do que em sujeitos
diagnosticados com FMDs. E vélido de nota que nds evitamos discutir o uso da terminologia
“psicogénico” ou “funcional”, pois, em nosso entendimento, ela é irrelevante para o propdsito

do corrente trabalho (Dallocchio et al., 2015; Hallett, 2016).

Nosso estudo também avaliou outras varidveis ndo usuais no teste da escada
horizontal, tais como: tempo total da tentativa (trial time), tempo para iniciar a tentativa (time
to start the trial), nimero de pausas (number of pauses), tempo de imobilidade (immobility
time) e numero de desisténcias (number of attempts of desistence). A auséncia de diferengas
significativas entre os grupos trauma e sham quanto a estas varidveis sugere que os animais
nao apresentaram momentos significativos de generalizagdo do medo ou “freezing”, o que nos
leva a crer que o déficit sensério-motor resultante ndo deve ser devido a um quadro de medo
desencadeado pelo contexto da escada horizontal, onde as barras de metal serviriam como
lembrete situacional do evento traumatico. Isto sugere que o protocolo de trauma aversivo
utilizado pode ter resultado em uma alteragdo no processamento sensério-motor dos animais
a partir de uma experiéncia traumatica prévia, sob influéncia do sistema sensdério-motor
emocional. Ou seja, a desregulacdo do processamento limbico pode ter resultado em
alteracbes no desempenho sensdrio-motor, corroborando os dados encontrados em seres

humanos (Sagaspe et al., 2011).

Com o objetivo de avaliar se as alteragdes motoras se deviam realmente ao trauma e
ndo a uma situa¢do de ansiedade, nds realizamos o teste do labirinto em cruz elevado (EPM —
do inglés elevated plus maze). Neste, os animais do grupo choque demonstraram uma
diminui¢do na locomocgao (através do numero total de cruzamentos), tendendo a passar mais
tempo nos bragos abertos, o que a principio é discordante do comportamento esperado para
roedores (Korte e Boer, 2003) sob condi¢ées de medo ou ansiedade. Entretanto, uma

publicacdo prévia demonstrou que sofrer doses altas de choque inescapdvel pode levar a
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adocdo uma estratégia chamada comportamento de seguranca (safety behavior). Uma
provavel explicacdo para este resultado é que os animais generalizaram algumas impressdes
do aparato onde foi realizado o protocolo de memdria aversiva e as tentativas de extingao.
Ambos possuem trés paredes fechadas, mais altas que a altura do animal em pé e com uma
abertura anterior, onde no aparato do protocolo traumatico havia uma porta de acrilico
transparente. Assim, podemos imaginar que este foi o mesmo comportamento adotado pelos

animais em nosso corrente estudo (Korem and Akirav, 2014).

No trabalho de Metz e colaboradores (Metz et al., 2001) os animais que obtiveram um
pior desempenho na escada horizontal demonstraram maiores niveis de ansiedade quando
comparados com o grupo controle, o que pode ter acontecido, segundo os autores, pela

ansiedade que pode decorrer ao estresse.

A associacdo entre os escores obtidos na escada horizontal e algumas varidveis do
labirinto em cruz elevado, tais como os cruzamentos (total crossings) e entradas nos bracgos
fechados (closed arm entries) reforcam a ideia de que o nimero aumentado de erros na
escada horizontal estd associado a mudanc¢a comportamental induzida pelo trauma.

Por fim analisamos também a densidade neuronal e glial, assim como a relagdo
neurdnio-glia na amigdala medial. Ndo foram observadas alteracGes significativas na
densidade neuronal, glial e, tampouco, na relagdao neurdnio-glia. Talvez, o tempo entre o
trauma e a eutandsia, que se deu 72 horas apds a experiéncia aversiva, pode ser deveras curto
para resultar em uma alteragdo significativa nestas estruturas no que diz respeito ao aumento
e/ou diminuicdo da densidade celular. No entanto, a significancia limitrofe observada nos
indica que estas varidveis talvez possam ser influenciadas a partir da modulagdo da janela
experimental.

Ainda, outras alteragdes neuronais e/ou gliais podem estar presentes, que ndo estdo
refletidas por meio do nimero absoluto destas células e/ou a relacdo entre ambas. Como ja
foram demonstradas em outros estudos, as alteragGes podem estar relacionadas ao tamanho
celular, ao nimero de ramifica¢des e polarizagdo astrocitaria, a concentracdo de determinadas
moléculas dentro das células, dentre outras.

Até o presente momento, os estudos que avaliaram a relacdo neurOnio-glia em
doencas neuropsiquiatricas tais como o transtorno bipolar (Rajkowska et al., 2001), transtorno
depressivo maior (Bowley et al., 2002; Hamidi et al., 2004) e a sindrome de down (Karlsen and
Pakkenberg, 2011) foram capazes de demonstrar algumas altera¢des importantes. Contudo,
que seja de nosso conhecimento, ndo existem estudos desta natureza em modelos

experimentais animais correlatos. Contudo, ndo se pode descartar que a amigdala tenha uma
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maior relevancia nestes transtornos em seres humanos do que em roedores. Além disso,
existe uma grande dificuldade em reproduzir a complexidade das doencgas neuropsiquiatricas
em animais, pois estas normalmente envolvem fatores relacionados a sentimentos e a auto
percepcao, dificeis de serem avaliadas em animais ndo-humanos.

Finalmente, por ser uma primeira evidéncia em roedores, mais estudos avaliando os
efeitos de uma memadria traumadtica resistente a extincdo no controle sensério-motor, assim
como a sua relagdo com a interacdo neurdnio-glia, sdo necessarios para esclarecer a
participacdo das memdrias aversivas no desempenho sensério-motor, contribuindo, assim,

para uma melhor compreensao da fisiopatologia das FMDs.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesta dissertacdao permitem concluir que:

- O protocolo de trauma por meio de choque inescapavel foi capaz de desenvolver uma

membdria traumatica resistente a extingdo em ratos wistar adultos;

- Uma experiéncia traumatica capaz de gerar uma memdria aversiva resistente a extingao
prejudicou o desempenho sensério-motor dos roedores, o que pdde ser observado por meio
do teste da escada horizontal e das correlagdes com o comportamento no labirinto em cruz

elevado;

- O protocolo de trauma nado foi capaz de alterar a relagdo neur6nio-glia na amigdala medial,

embora a tendéncia estatistica obtida sugira que ela ndo deva ser completamente descartada.
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7. PERSPECTIVAS

Tendo em vista os resultados alcancados, uma série de perspectivas sdao possiveis. Abaixo,
sumarizamos algumas das principais ideias que tivemos para o seguimento desta linha de
pesquisa:

- Verificar por quanto tempo perduram os déficits na habilidade da marcha utilizando este
mesmo modelo de trauma;

- Avaliar se este modelo de trauma pode acarretar em prejuizo no aprendizado sensério-motor
de outras tarefas corretas, tais como a habilidade do alcance e preensao;

- Pesquisar os efeitos de intervencées farmacoldgicas em diferentes momentos do treino e do
protocolo de extin¢do, o que inclui a modulacdo da meméria aversiva;

- Pesquisar os parametros histofisioldgicos de células neuronais e gliais na amigdala, cortex
pré-frontal, hipocampo e estriado, em diferentes momentos pds-trama.

- Avaliar os niveis de corticosterona ao longo do tempo, com o intuito de compreender melhor
a relacdo entre estresse, memodria aversiva e os resultados obtidos no teste da escada
horizontal.

- Avaliar se o nimero reduzido de cruzamentos e entradas nos bracgos fechados no labirinto em
cruz elevado realmente se deve ao comportamento de defesa (safety behavior) ou a um
possivel prejuizo sensério-motor-induzido pela experiéncia traumatica.
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ANEXO: Carta de aprovagao do projeto de pesquisa pela CEUA-PUCRS

Carta de aprovacdo do projeto de pesquisa pela CEUA-PUCRS. Esta dissertacdo esta
contemplada em um projeto de pesquisa maior, constituindo-se como a sua primeira fase.

Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul

PRO-REITORIA DE PESQUISA, INO\/_ACAO.E DESENVOLVIMENTO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Oficio 19/2015 - CEUA Porto Alegre, 24 de abril de 2015.

Prezado Sr(a). Pesquisador(a),

A Comissao de Etica no Uso de Animais da PUCRS apreciou € aprovou seu
Protocolo de Pesquisa, registro CEUA 15/00442, intitulado “Desempenho sensério-
motor e morfologia astroglial em um modelo de estresse pés-traumatico:
Efeitos do tratamento com cetamina e da extingdo do medo condicionado ao
contexto”.

Sua investigacéo, respeitando com detalhe as descrigdes contidas no projeto e
formularios avaliados pela CEUA, esta autorizada a partir da presente data. Contudo,
sugerimos que o pesquisador responsavel atente para dois itens do formulario
unificado em submissdes futuras:

- No item que contempla a certificacdo dos membros da equipe em relacdo ao
manuseio dos animais, ndo devem ser informadas disciplinas que n&o tenham este
papel, tampouco treinam o usudrio em relacéo a experimentagéo animal.

- Em relagdo a quarentena e aclimatagdo, recomendamos que os pesquisadores
incluam um periodo de aclimatagao apds o transporte dos animais. Dada a natureza
das variaveis e métodos a serem empregados, o transporte dos animais pode

impactar negativamente as variaveis neurocomportamentais.

Informamos que & necessario o encaminhamento de relatério final quando
finalizar esta investigacdo. Adicionalmente, ressaltamos que conforme previsto na Lei
no. 11.794, de 08 de outubro de 2008 (Lei Arouca), que regulamenta os
procedimentos para o uso cientifico de animais, é fungdo da CEUA zelar pelo
cumprimento dos procedimentos informados, realizando inspecgdes periédicas nos

locais de pesquisa.

Campus Central

Av. Ipiranga, 6681 - P. 99 - Portal Tecnopuc - sala 1512
CEP: 90619-900 - Porto Alegre/RS

Fone: (51) 3353-6365

E-mail: ceua@pucrs.br
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