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RESUMO

Objetivo: Investigar a relagcdo entre o estresse cronico e a memdria espacial em ratos.
Métodos: Utilizaram-se 20 ratos, machos, com 45 dias de vida, linhagem Wistar,
divididos em 2 grupos: Estresse Choque (n =10), onde foram alocados em uma caixa onde
receberam um choque elétrico nas patas traseiras de 0,5 mA, por 2 s, a cada 30 s, por 5
min/dia, por 49 dias consecutivos; e Controle (n = 10), alocados na mesma caixa, porém
sem receber estimulo, por 5 min, durante 49 dias. Posteriormente, iniciaram-se os
procedimentos comportamentais, que consistiram na Habituagdo na Arena, Teste de
Campo Aberto, Treino de Reconhecimento de Objetos, Teste de Meméria de Curto Prazo
(TMCP) e Teste de Memoria de Longo Prazo (TMLP). Foram obtidas as taxas de duragdo
de preferéncia exploratdria. Os dados foram apresentados como média # erro padrédo da
média. Resultados: No TMCP, o grupo Estresse Choque apresentou um aumento
significativo da taxa de exploragdo (75,75 * 4,77% vs 58,49 *= 4,83%; p = 0,023),
demonstrando um efeito positivo do estresse cronico sobre a memoéria de curto prazo.
No TMCP, ndo houve diferenca significativa do grupo Estresse Choque (55,23 * 8,33%)
emrelagdo ao Controle (71,61 + 4,76%; p = 0,146). Conclusdo: o estresse crénico revelou
efeitos positivos sobre a memoria de curto prazo no Teste de Reconhecimento de Objetos,
quando comparado ao grupo de controle, porém ndo obteve efeitos significativos sobre a
memoria de longo prazo.

ABSTRACT

Objective: To investigate the relationship between chronic stress and spatial memory in
rats. Methods: 20 male rats, 45 days old, Wistar lineage, were used, divided into
two groups: Shock Stress (n = 10), placed in a box where they were submitted to an
electric shock 0.5 mA in the rear legs, for 2 s, every 30 s, for 5 min/day, for 49
consecutive days; and Control (n = 10), allocated in the same box, but without receiving
stimulus, for 5 min, for 49 days. Subsequently, behavioral procedures were initiated,
which consisted of Habituation at the Arena, Open Field Test, Object Recognition
Training, Short-Term Memory Test (STMT), and Long-Term Memory Test (LTMT).
Exploratory preference duration rates were obtained. Data were presented as mean *
standard error of median. Results: At STMT, the Shock Stress group showed a significant
increase in the exploration rate (75.75 * 4.77% vs. 58.49 + 4.83%; p = 0.023),
demonstrating a positive effect of chronic stress on short-term memory. In the LTMT,
there was no significant difference in the Shock Stress group (55.23 * 8.33%) compared
to the Control group (71.61 * 4.76%; p = 0.146). Conclusion: chronic stress revealed
positive effects on short-term memory in the Object Recognition Test when compared
to the control group, but it did not have significant effects on long-term memory.
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Introducao

A memoria é definida como uma modificagio
comportamental advinda das relagdes entre o organismo e
o meio no qual estd inserido. Tais relagdes ocorrem como
resultado da pratica, da experiéncia e/ou observacio,
estabelecendo alteragdes moleculares e celulares nos
circuitos neuronais do sistema nervoso central, onde o
encéfalo constantemente cria e evoca memorias. Porém, a
memdria ndo é apenas a capacidade de repetir, mas sim de
variar a resposta frente a uma nova aprendizagem?!2. A
aprendizagem transforma experiéncias em memorias e é o
processo pelo qual humanos e outros animais captam
conhecimento. Em uma perspectiva cognitiva, a
aprendizagem seria concebida como a aquisicao de novas
informagcdes e a sua integragio no conjunto de
conhecimentos pré-existentes. Aprender, porém, nio se
limita apenas a aquisicdo de novas informagdes, mas tem
ainda por objetivo corrigir, aprofundar, expandir e
reorganizar a base dos conhecimentos ja adquiridos. Dessa
forma, a aprendizagem esta vinculada aos demais
processos mentais de atencdo, percep¢do, memdria e
raciocinio, sendo o conhecimento o resultado da mediacao
coordenada dos varios processos cognitivos3.

Classicamente, a memoria pode ser dividida em
estéagios, que se classificam conforme o tempo de retencdo
ou armazenamento de uma informacao: muito rapido (na
ordem de milissegundos, denominada de memoria
sensorial), de curto e de longo prazo. A memoria de curto
prazo é aquela que apresenta armazenamento temporario
de poucas informacbes por curto intervalo de tempo
advindas da memdria sensorial ou da memoria de longo
prazo. A memdria de longo prazo tem a capacidade de
armazenar informagdes por periodos de tempo bem mais
longos, na ordem de minutos, horas, dias, semanas, meses
ou anos3.

Neste cendrio, a memoria espacial envolve a
habilidade para codificar, armazenar e recuperar
informagdes sobre localiza¢des espaciais, configuragdes ou
rotas. E esta funcio que permite lembrar da localizacgio de
objetos ou encontrar o caminho dentro do meio ambiente.
Informacgdes referentes aos objetos e as relagdes espaciais
entre eles sdo armazenadas pelo esbog¢o visuoespacial,
também considerado um sistema duplo formado por um
armazenador visual e por um sistema ativo, responsavel
por manter informagdes visuoespaciais®8. A memdria
espacial pode ser afetada por varios fatores externos e
internos, incluindo o estresse?11,

Demonstrou-se ainda que o estresse pode
melhorar ou piorar as memorias relacionadas a diversas
tarefas (como na memoéria de reconhecimento de objeto,
condicionamento classico e navegacdo espacial)?. A
direcdo destes efeitos depende da intensidade da resposta
ao estresse, do tipo de agente estressante utilizado e da
fase da memoria na qual se induz o estresse.!0 A exposicao
ao estresse agudo pode exercer um efeito positivo ou
negativo na memoria de curto prazo!. Troncoso et al.l!
demonstraram que a indu¢do de estresse agudo por
imobilizacdo em ratos, antes da aquisicdo de uma tarefa
espacial, avaliada no labirinto radial de oito bracos,
melhorou o desempenho desta tarefa comparados ao
grupo controle. Por outro lado, o estresse cronico também
é capaz de exercer efeitos na memoria espacial. Barreto et
al.'2 demonstraram que, apesar do desgaste metabolico, a
memoria de aprendizagem foi preservada durante o

estresse cronico. Esse fato é interessante, uma vez que esta
forma de estresse é frequentemente relatada como
deletéria para o desempenho da memoéria em mamiferos,
assim como evidenciado em Izquierdo et al.l3, que
demonstraram o estresse agudo como prejudicial tanto
para a memoria de reconhecimento de objetos a curto
prazo quanto para a longo prazo, enquanto o estresse
cronico prejudicou apenas a de longo prazo!416,

Diante da relevancia de tal problematica e da
escassez de estudos relacionados especificamente ao
estresse cronico e suas intera¢des com a memoria de longo
prazo, o objetivo do presente estudo foi, visando ampliar
as bases da relacgdo entre tais temas, investigar o efeito do
estresse cronico nas diferentes fases da meméria espacial
em ratos.

Métodos

Animais

Os experimentos foram realizados com ratos
machos (espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar), de
220 a 280 g, com idades entre seis e nove semanas, obtidos
no biotério da Faculdade de Medicina de Itajuba. Os
animais foram mantidos em temperatura média de 25 °C e
ciclo claro/escuro de 12 h (as 07 h e 19 h), com comida e
agua disponiveis ad libitum. Todos procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com o
Requisitos do Comité de Eticano Uso de Animais da mesma
instituicdo, sob o numero de protocolo 015/2015.

Procedimentos experimentais

Os procedimentos experimentais foram
realizados individualmente para cada animal, e foram
divididos nas seguintes etapas: inducdo do estresse
cronico, habituacdo da arena, teste de campo aberto, treino
de reconhecimento de objetos, teste de memdria de curto
prazo e teste de memdria de longo prazo (Figura 1). O
tempo de exploracao de cada objeto, em todas as etapas,
foi registrado em video para documentacdo e posterior
andlise.

1. Indugio do estresse cronico

Os animais foram divididos, aleatoriamente, em dois
grupos experimentais: Estresse Choque (n = 10), que foi
introduzido em uma caixa de Skinner com dimensdes de
35X 23 X 35 cm (comprimento, largura e altura), utilizada
para apresentacdo do estimulo aversivo choque (1,0 mA,
com duracdo de 2 s, a cada 30 s, durante 5 min, por 49 dias
consecutivos), programado por meio de um Scrambler,
liberado pelo piso (de ago inox) da caixa; e Controle (n =
10), submetido a mesma caixa utilizada pelo grupo
Estresse Choque, por 5 min, durante 49 dias consecutivos,
mas ndo recebeu nenhum estimulo elétrico para indugao
de estresse)?17.18,

2. Habituagdo da Arena
Do 50° ao 52° dia, os animais passaram pela fase de
Habituagdo na Arena, onde foram expostos a uma arena de
90 x 90 x 40 cm, durante 10 min/dia, onde o animal nao foi
exposto a qualquer objeto®18, Esse experimento tem como
objetivo minimizar o estresse do animal no contexto
experimental da arena.

3. Teste de Campo Aberto
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No 532 dia foi realizado o Teste de Campo Aberto,
no qual os animais foram colocados no quadrante central
de um campo aberto de 90 x 90 x 40 cm, com paredes
brancas e piso dividido em 12 retangulos iguais por linhas
pretas no piso, para medir a capacidade de movimentagao
e exploragdo de cada rato, sem exposi¢io a qualquer
objeto?18, Esse experimento tem como objetivo analisar as
atividades exploratérias e locomotoras, bem como a
memoria de habituacdo dos animais?2.

4. Treino de Reconhecimento de Objetos

No 542 dia decorreu o Treino de Reconhecimento
de Objetos, em que os ratos foram colocados
individualmente por 5 min para explorar a arena (90 x 90
x 40 cm), na presenca de 02 objetos idénticos (1A a 2A)
posicionados em dois cantos opostos, a 6 cm das paredes
da caixa.>8

5. Teste de Memoéria de Curto Prazo

Apds 1h30min do treino, os animais passaram
pelo teste de memoria de curto prazo, em que exploraram
amesma arena do treino por 5 minutos na presenc¢a de um
objeto familiar (1A) e de um novo objeto (B)?18.

6. Teste de Memoéria de Longo Prazo

No 642 dia transcorreu o Teste de Memoria de
Longo Prazo, 10 dias ap6s o Teste de Memoéria de Curto
Prazo, em que os animais, individualmente, foram
colocados na arena para exploragdo, por 5 minutos, na
presenca de um objeto familiar (1A) e de um novo objeto
(©). Finalizado o Teste de Memoria de Longo Prazo, os
ratos retornaram para suas gaiolas. Sendo representada
toda a metodologia de forma esquematica na figura a
seguir.

Todos os objetos utilizados no treino de
reconhecimento de objetos e nos testes eram do mesmo
material (plastico), apresentavam a mesma textura e
tamanho, mas formas e cores distintas. Apds a realizacdo
de cada etapa dos procedimentos experimentais, os
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animais retornaram a suas gaiolas no biotério. Ao final do
periodo experimental, os animais foram submetidos a
eutanasia por decapitacio.

Andlise estatistica

Os resultados relacionados ao comportamento de
exploragdo de objetos sdo apresentados como preferéncia
exploratdria*. Para tanto, foi calculado o indice de
reconhecimento para cada animal por meio da razdo
TB,C/(TA+TB,C) x 100, em que TA tempo gasto
explorando o objeto familiar A e TB,C = tempo gasto
explorando os novos objetos B ou C.

Todos os resultados experimentais foram
expressos como média + erro padrao da média (EPM). Para
garantir que analises paramétricas pudessem ser
aplicadas, os dados foram submetidos aos testes
Kolmogorov-Smirnov  (para normalidade) e Levene
(homogeneidade da varidncia). Em seguida, foram
realizados testes t de Student para amostras
independentes para comparar, entre os dois grupos, a
preferéncia exploratéria para cada uma das trés fases do
estudo: a) memoria de curto prazo; b) memdria de longo
prazo (10 dias). Foram considerados significativos valores
de p < 0,05. As andlises estatisticas foram realizadas no
IBM SPSS Statistics for Windows, versdo 22 (IBM Corp.,
Armonk, N.Y., USA).

Resultados

Andlise do comportamento de exploracdo dos objetos
durante o teste de memdria de curto prazo (90 min) de
reconhecimento de objetos.

A Figura 2A mostra os dados da taxa do tempo de
preferéncia exploratéria dos objetos A e B, durante a
sessdo do teste realizado 90 min apds o treino de
reconhecimento de objetos (memoria de curto prazo). Foi
observado um maior tempo de exploragdo no grupo
Choque em relagdo ao grupo Controle (75,75 * 4,77% vs
58,49 + 4,83%; t(20) = 2,46, p = 0,023).

Teste Treino /
Campo Aberto Teste MCP Teste MLP
| ’ L l - L | o J
| # T i 1 ] Pl L
49 54 B4 dias
1 Habituacdo
| T | Arena l l
Chogque - 0,5m4, 2s
Estresse Choque Vo o
(n=10) w28 Treino 1A C| Teste MLP
005 1 4 45 5min - —
PRI Sem Choque 15h 5 min 5 min
ek MK, KX
0 05 1 4 45 Smin 1A Teste MCP
5 min

Figura 1 - Desenho esquematico e linha do tempo dos procedimentos experimentais realizados.
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Andlise do comportamento de exploracdo dos objetos
durante o teste de memdria de longo prazo (10 dias apds o
treino) de reconhecimento de objetos.

A Figura 2B mostra os dados da taxa do tempo de
preferéncia exploratéria dos objetos A e C (teste ocorrido

10 dias apds o treino). Nao foram observadas diferengas
significativas entre os grupos Choque e Controle no teste
de longo prazo (55,23 * 8,33% vs 71,61 * 4,76%; p =
0,146).

A 100 = p=0023

80 - 1
o _l_
WG -
S
£ 60
= —1—
o B
58
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=
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0 T T
Choque Controle

B 100 p-0,146

80 -
o
' o) —1
£ES 60— T
T3
-
T8
=

207

0 I I
Choque Controle

Figura 2 - Média da porcentagem da durac¢io de exploracido de objetos para os grupos Choque (n = 10) e Controle (n = 10).
Em (A), Teste de Curto Prazo ocorrido apds 90 min do treino de reconhecimento de objetos. Em (B), Teste de Longo Prazo,
onde ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes.

Discussao

Nos dias atuais, a cada momento os individuos
interagem com um complexo cotidiano de situagdes
desafiadoras, nas quais o ritmo acelerado das mudancas
socioecondmicas e culturais impdem ao organismo
humano constantes readaptagdes psicofisiologicas,
cognitivas e comportamentais. Tais adaptagdes sdo
eficazes até certo limite, a partir do qual se sobrepde um
efeito desorganizador acompanhado de todas as
repercussoes relativas ao estresse!?-24,

Um evento estressor é caracterizado como um
estimulo que ameaga o organismo, gerando, como
consequéncia, um padrao de respostas fisicas que o corpo
utiliza para evitar ou escapar de uma condi¢cdo avaliada
como adversa. Como parte desse padrdo, o estresse pode
desencadear mudangas fisioldgicas nas taxas cardiacas e
respiratérias, além da pressdo arterial?l. Esse efeito do
estressor nao esta restrito apenas ao tecido periférico, mas
também interage com as fung¢des do sistema nervoso
central e dos outros sistemas a ele relacionados'®. Além
disso, o estresse, agudo ou cronico, foi repetidamente
associado a piora das fung¢des cognitivas, incluindo os

BN

processos intrinsecos a aprendizagem e a memdrial®-
18,20,22,25,26_

Sao poucos os estudos que avaliam os efeitos do
estresse cronico sobre a memoéria de longo prazo,
principalmente no modelo de reconhecimento de objetos.
Os resultados obtidos por esse estudo apontam que o
estresse cronico induziu efeitos positivos na memoria de
curto prazo, cuja analise foi feita durante a realizagdo, 90

minutos ap6s o treinamento, do Teste de Memoria de
Curto Prazo, no qual o grupo estresse revelou significancia
com um maior tempo de exploragdo, quando comparado
ao grupo controle. Contudo, esse protocolo de estresse nao
apresentou diferencas significativas entre os grupos
quando testados 10 dias apds o treinamento, durante o
Teste de Memoria de Longo Prazo.

A literatura ainda apresenta divergentes
resultados dos efeitos do estresse cronico na
memoriall1227, Faria et al.?’ demonstraram que ratos
submetidos ao estresse do nado for¢ado, durante 30 dias,
apresentaram uma melhora na memoria de curto prazo
quando testados ao contexto ao som, comparados ao grupo
de ratos sedentdrios, os quais ndo foram submetidos ao
estresse cronico. Os resultados confirmaram esse mesmo
efeito positivo do estresse cronico sobre a memoria de
curto prazo no teste de reconhecimento de objetos.
Izquierdo et al.3 avaliaram a memoria de curto e longo
prazo submetendo ratos, que foram expostos ao estresse
cronico por estimulo elétrico por 8 semanas, ao teste de
reconhecimento de objetos. Os pesquisadores concluiram
que o estresse cronico teve efeito deletério apenas na
memoria de longo prazo, ndo tendo efeito significativo na
de curto prazo. Troncoso et al.!! apresentaram resultados
em que os animais foram expostos ao estresse crénico por
estimulo elétrico por 8 semanas e ao Labirinto de Barnes.
Esses animais apresentaram efeito prejudicial na memoria
de longo prazo apenas, sem interferéncia na de curto
prazo.

Outro novo parametro avaliado no presente
estudo foram os efeitos do estresse cronico sobre as duas
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fases da memoria - curto e longo prazo - pelo protocolo de
reconhecimento de objetos, tendo em vista que a literatura
é escassa acerca desses dados especificamente. O principal
resultado destacou um efeito positivo do estresse cronico
na memdria de curto prazo, no entanto, ndo evidenciando
nenhum impacto na memoria de longo prazo. As médias
dos animais do grupo Estresse Choque ndo revelaram
diferenca estatistica no comportamento de exploragdo
quando comparados ao grupo Controle no Teste de
Memoéria de Longo Prazo. Estes resultados podem sugerir
que o efeito do estresse foi capaz de induzir alteragdes
neuronais necessarias para estabelecer a memoria de
curto prazo.

Assim, este estudo contribui e complementa a
literatura relacionada ao campo de pesquisa explorada
nesse trabalho, fornecendo uma outra perspectiva das
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