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1. INTRODUGAO

Constantemente nos deparamos com inumeras situag¢des aversivas, as quais
passam por um processo complexo de aprendizagem e memoria. A memorizagao
destas informacbes permite ao individuo modular o seu comportamento frente a
estimulos ou situagdes similares. Por outro lado, dependendo da carga emocional, o
processo de memorizacao se da de forma tdo intensa que pode induzir a formacéao
de uma memodria emocional aberrante e patogénica (IZQUIERDO, 2002) Memodrias
do medo sdo essenciais para a sobrevivéncia; entretanto, sua expressao fora do
contexto ou em instancias inadequadas podera acarretar em disturbios de
ansiedade, fobias ou a séria condi¢do incapacitante conhecida como transtorno de
estresse poés-traumatico (TEPT) (HEIM; NEMEROFF, 1999). Assim, & desejavel
modular estas memorias, levando-nos a crer na potencialidade terapéutica do uso
de 6leos essenciais através da aromaterapia como tratamento complementar. Além
de minimizar o desenvolvimento do trauma por si s6, tal intervengcdo pode prevenir o
surgimento de quadros de ansiedade secundarios, resultado de outras doencas, de

natureza psiquiatrica ou ndo, como por exemplo a depressao.

1.1. Ansiedade

Eventos de vida estressores podem ser entendidos como preditores
ambientais de ansiedade e depressao. Fatores genéticos desempenham um papel
nas diferengas de suscetibilidade individual a estes eventos. As experiéncias
aversivas e estressantes da vida cotidiana podem contribuir de forma significativa
para o desenvolvimento de uma série de psicopatologias, entre elas os transtornos
de ansiedade (HEIM; NEMEROFF, 1999).

A experimentagcdo de ansiedade é o sintoma mais comum de todos os
transtornos ansiosos, podendo ser do tipo cognitiva (antecipagdo negativa de
eventos) ou fisica (respostas autondmicas, como aumento da pressao arterial,
taquicardia, sudorese, entre outras) (BRUNONI, 2008).

Embora traga uma acepg¢ao negativa, a ansiedade € uma resposta frequente
dos individuos ao seu meio, sendo necessaria e ndo patoldgica, pois adverte sobre a
possibilidade de possiveis ameacgas, estimulando o organismo a tomar medidas



necessarias para impedir ou reduzir suas consequéncias (BRANDAO, 2005; CORR,
2011).

Ja o medo ocorre em situagdes de perigo real, frente a qual o individuo
apresenta o comportamento de luta, fuga ou exibe intenso congelamento
(BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; MCNAUGHTON; CORR, 2004).

Do ponto de vista neuroanatdmico a ansiedade é uma resposta emocional
complexa que envolve a interacdo de multiplos nucleos encefalicos do sistema
limbico (hipocampo, giro parahipocampal, giro cingulado, hipotalamo e amigdala) e
regides extralimbicas (SHIN; LIBERZON, 2010). As regides limbicas estao
envolvidas nas respostas inatas mais primitivas aos estimulos ameacadores simples,
entre elas a ativacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal e ativacdo do sistema
nervoso autbnomo simpatico (FENDT; FANSELOW, 1999). Isto explica o fato das
mensuracdes de cortisol e/ou corticosterona em fluidos corpéreos servir de
marcador bioquimico de estresse e ansiedade (KEULERS et al., 2015; MIKA et al.,
2015). Ja as regibes extralimbicas estdo relacionadas com respostas
comportamentais mais elaboradas frente as situacbes aversivas de maior
complexidade. Além disso, existe a participagcdo de varios sistemas de
neurotransmissao nas respostas comportamentais relacionadas a ansiedade,
destacando-se o sistema serotonérgico (MENESES; LIY-SALMERON, 2012),
gabaérgico (MOHLER, 2012), noradrenérgico (KALK; NUTT; LINGFORD-HUGHES,
2011) e glutamatérgico (RIAZA BERMUDO-SORIANO et al., 2012).



FIGURA 1: Vias neuroanatdmicas de informagéao visceros sensorial no cérebro
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A informacgao sensorial para o estimulo condicionado atravessa o talamo anterior até o nucleo lateral
da amigdala, sendo entéo transferido para o nucleo central que atua na disseminagao de informagdes
coordenando as respostas autonémicas e comportamentais. As vias eferentes do nucleo central da
amigdala possuem diferentes destinos: o nuacleo parabraquial, produzindo aumento no ritmo
respiratério e o nucleo lateral do hipotalamo, ativando o sistema nervoso simpatico e causando
ativacdo autonémica e descarga simpatica; o locus ceruleus que resulta em um aumento da liberagao
de noradrenalina com consequente aumento na pressao arterial, frequéncia cardiaca e resposta
comportamental ao medo; o nucleo paraventricular do hipotalamo, causando aumento na liberagao de
adrenocorticoides; a substancia cinzenta periaquedutal, responsavel por respostas comportamentais
adicionais, incluindo comportamentos de defesa e freezing. Deste modo, a amigdala recebe
informacdes sensoriais diretamente das estruturas do tronco cerebral e do talamo sensorial,
permitindo com isso uma rapida resposta a estimulos potencialmente perigosos; mas também recebe
aferéncias de regides corticais responsaveis pelo processamento e avaliagdo da informagao sensorial
FONTE: (MEZZASALMA et al., 2004).

A importancia de uma melhor abordagem no tratamento dos transtornos de
ansiedade é clara, ao se analisar os resultados inconsistentes vistos com os
ansioliticos atualmente disponiveis no mercado: os antidepressivos inibidores de
recaptura de serotonina, os antidepressivos duais inibidores de recaptura de
serotonina e noradrenalina, e o0s benzodiazepinicos. Em relacdo aos
antidepressivos, embora estes farmacos tenham eficacia significativa, nem todos os

pacientes apresentam uma resposta adequada. Além disso, a resposta clinica é



tardia (em cerca de 1 més) e muitas vezes é constatado um aumento na ansiedade
durante o inicio do tratamento (RAVINDRAN; STEIN, 2010). Os efeitos adversos
mais comuns incluem insbnia, nausea, disfungdo sexual, arritmias cardiacas e
aumento da presséao arterial (ANDERSON; NUTT; DEAKIN, 2000; BALDWIN et al.,
2005). Estes farmacos também promovem interacbées medicamentosas importantes,
principalmente as de ordem farmacocinéticas (MUSCATELLO et al., 2012). J& os
benzodiazepinicos, considerados como tratamento de primeira linha durante cinco
décadas, embora exercam efeitos ansioliticos marcantes, apresentam uma série de
efeitos colaterais como sonoléncia, ataxia, prejuizos cognitivos e riscos de
dependéncia (ALLGULANDER et al., 2003; NOYES et al., 1988).

1.1.1. Condicionamento de medo ao contexto

Enquanto em humanos a evocacdo de memorias € facilmente evidenciada,
nos animais conseguimos mensurar através das mudancas de comportamento. E
evidente que a evocacdao de uma alteracdo comportamental implica num prévio
reconhecimento, e que todo reconhecimento implica numa alteragao
comportamental real ou potencial. Esta mudanca de comportamento que torna
possivel a utilizagdo de modelos animais na tarefa de esquiva no condicionamento
classico do medo. O medo e a ansiedade sao respostas adaptativas geradas pela
antecipacao ou pela presenca de uma ameaca, modulando a resposta, permitindo
que o organismo se adapte a nova situagao, assegurando uma resposta emocional
adequada que retorna ao nivel basal na auséncia da situagdo ameacadora. Quando
o individuo ndo consegue se adaptar a essas ameagas, doengas como O0s
transtornos de ansiedade generalizada, panico e estresse pds-traumatico podem ser
consequéncias (WEISBERG, 2009).

Dentre os diversos paradigmas experimentais, utilizamos para estudar
memorias aversivas o condicionamento Pavloviano (PAVLOV, 1927). As respostas
condicionadas de esquiva constituem um excelente recurso, tornando possivel
identificar fatores genéticos e sistemas neurais envolvidos no comportamento de
defesa e como os mesmos sao influenciados pelo ambiente; a possibilidade de
estudar os mecanismos de aprendizado e memoria que participam da etiologia dos
transtornos de ansiedade e de estresse, com o qual os animais conseguem prever e

evitar situagdes de risco antecipando respostas de defesa tais como a fuga. Para



tanto, o animal precisa aprender a antecipar as situagdes de perigo através de
estimulos ambientais que sinalizam a sua iminéncia. Esse tipo de aprendizagem é
chamado de condicionamento classico ou condicionamento Pavloviano. Ele ocorre
quando um estimulo condicionado (EC) neutro (luz, som, odor ou contexto) &
repetidamente posto em paralelo a com um estimulo incondicionado (El) e aversivo,
aquele que causa uma resposta inata. Nesse caso, o estimulo que era neutro passa
a sinalizar a iminéncia do El, isso permite que o animal possa antecipar a mesma
resposta criando uma memoria associativa e a reexposi¢cao subsequente ao EC
gera no animal a expressdao de comportamentos de defesa (fuga, congelamento,
esquiva), reagdes autonémicas (hipertensao e taquicardia) e enddcrinas (elevagao
dos niveis de corticosterona) e recrutamento de outros sistemas neuro-hormonais
(LEDOUX, 2000).

Nos ultimos anos foram feitos diversos avancos no entendimento de como
modificacdes sinapticas induzidas pelo condicionamento tornam-se estabilizadas
durante a consolidagdo da memoria (MCGAUGH, 2000) e como as mesmas podem
ser modificadas ou mantidas durante a reconsolidagcéo (DE OLIVEIRA ALVARES et
al., 2013; NADER; SCHAFE; LE DOUX, 2000).

1.2.Memoria

Memoria se refere ao processo mediante ao qual adquirimos, formamos,
conservamos e evocamos uma informacdo. Do ponto de vista pratico, a memoaria
dos homens e dos animais € a capacidade de reter informagdes adquiridas através
de experiéncias, transformando em aprendizado e pode ser evocada e convertida
em novas representacdes internas. E um evento de extrema importancia para o
funcionamento normal dos individuos, capaz de moldar sua personalidade, seu
comportamento e sua percepg¢ao sobre o mundo. O individuo torna-se exclusivo,
portanto, diferente de qualquer outro semelhante (IZQUIERDO, 2002).

Didaticamente as memorias sao classificadas de acordo com o tempo
transcorrido entre sua aquisicdo e o momento em que sao evocadas: memoria
imediata ou de trabalho, que duram segundos ou minutos, recente ou de curta
duragdo, que persistem por horas ou poucos dias ou ainda remota ou de longa
duracdo que duram semanas, meses ou anos. Alguns autores (DANION et al., 2001)

ainda classificam a memoaria de longa duragdo como implicita (ou n&o-declarativa)



ou explicita (ou declarativa), dependendo de como a informacéo € armazenada e
evocada. A memoria implicita ou ndo-declarativa inclui habilidades e habitos, e € em
grande parte completamente inconsciente, sem que o individuo perceba. A memoria
explicita ou declarativa, por outro lado, envolve a recuperagdo consciente de
eventos passados (IZQUIERDO, 2002). Esses tipos de memdéria sdo processados
em regides diferentes do cérebro de formas diferentes, contudo estdo inter-
relacionadas através de inumeras conexdes neurais (BLISS; GARDNER-MEDWIN,
1973).

Como ilustrado na Figura 2 abaixo, a memodria compreende uma sequéncia de
processos. Durante a aquisicdo, um periodo de exposi¢cao a experiéncia que dura de
segundos a poucos minutos, as informagdes provenientes do ambiente permanecem
disponiveis como memoria de trabalho, que guiam o comportamento dirigido a uma
meta (IZQUIERDO, 2002). E importante destacar que a grande maioria das
informagdes contidas na memdria de trabalho ndo sdo consolidadas como registros
de longa duragdo. O esquecimento da memodria de curta duragdo é fisiolégico
(causado pela competicao e interferéncia de novas informagdes que estdo sendo
adquiridas) e vital para que apenas memorias relevantes sejam armazenadas como
memorias de longa duragdo (HARDT; NADER; NADEL, 2013).

FIGURA 2: Fases da memoria
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Até recentemente buscava-se esclarecer se a memoéria de curta duragdo seria uma etapa da
consolidagdo da memoaria de longa duracgéo, ou se esses dois processos seriam independentes, mas
estudos que utilizam a tarefa da esquiva inibitéria, observaram que tratamentos que interferem com
sistemas de neurotransmissores no hipocampo, ou nos cortices entorrinal ou parietal, afetam
diferentemente esses dois tipos de memoéria e podem bloquear a memoria de curta duragdo sem
afetar a de longa duragéo, ou ainda alterar ambas de forma distinta, melhorando uma em detrimento

da outra. Tais resultados sugerem mecanismos diferentes e, até independentes FONTE:
(IZQUIERDO; BEVILAQUA; CAMMAROQOTA, 2006).



Durante o final do século 19, um marco nas investiga¢des cientificas sobre a
memoria foi o trabalho publicado “Contribuicdes Experimentais para a Teoria da
Lembranga” pelos psicélogos alemaes Miiller e Pilzecker (MULLER; PILZECKER,
1900) propdéem que a memodria ndo seria formada instantaneamente, mas
estabilizada gradualmente ao longo de uma janela temporal apdés a aquisicao.
Durante este periodo a memoria ainda seria susceptivel a acao de interferentes.
Apoés esse estudo, o termo “consolidagdo da memoria” foi introduzido na literatura
cientifica (MCGAUGH, 2000).

Com base nos achados pioneiros do médico e histologista espanhol Santiago
Ramodn y Cajal, o neurocientista canadense Donal Hebb em 1949 publicou em seu
livro “A Organizagdo do Comportamento” a teoria em que a propagag¢ao de impulsos
promovia alteragdes estruturais em uma rede neuronal e ndo mais em uma area
especifica do cérebro que permitiam o armazenamento permanente da memoria
(HEBB; ALLPORT; KANDEL, 1949).

A teoria de Hebb, conhecida como “plasticidade sinaptica Hebbiana”, previu
uma forma de plasticidade sinaptica decorrente da sincronia dos neurdnios pré e
pos-sinapticos. O disparo elétrico em alta frequéncia levaria, por associagcido, ao
fortalecimento das respostas sinapticas, caracterizando o processo de
aprendizagem (HEBB; ALLPORT; KANDEL, 1949).

Em 1973, os pesquisadores noruegueses Terje Lgmo e Tim Bliss
corroboraram com a teoria de Hebb, através da estimulacdo repetida de fibras
nervosas de vias hipocampais em coelhos anestesiados, observaram um aumento
dos potenciais excitatérios induzidos por estas fibras nos neurdnios pds sinapticos,
que eram capazes de sustentar a modificacdo da eficiéncia sinaptica por algumas
horas apés a apresentacéao do estimulo (BLISS; GARDNER-MEDWIN, 1973; LEMO,
2003). Esse processo foi denominado de potencializagcdo de longa duragédo (do
inglés, "long term potentiation") o LTP como é conhecido até hoje.

O fendbmeno de LTP é um processo fisiolégico no qual o fortalecimento das
conexdes sinapticas & observado entre os neurdnios de varias regides do sistema
nervoso (SN) apos uma ativagdo intensa (estimulo tetanico). Suas propriedades sao
associacao, cooperacao e especificidade, que sao fundamentais para os processos
de codificagdo, armazenamento, consolidagao e recuperagao da memoria (KANDEL,
2001).



Recentes estudos nas neurociéncias possibilitam um entendimento cada vez
mais preciso sobre como os circuitos neurais incorporam e consolidam experiéncias
passageiras em eventos duradouros de nossa memoria (KANDEL, 2001). A
importancia dessas investigagcdes tem sido a de indicar a complexa relagdo que
existe entre a organizagédo de estruturas supramoleculares envolvidas com as
sinapses e os repertérios comportamentais. O estudo de neuropatias, juntamente
com o desenvolvimento de modelos animais, permitiram a identificacdo de estruturas
cerebrais e conexdes envolvidas nas fun¢gdes da memoaria (IZQUIERDO, 2002).

Para que ocorra a Consolidagao da memoria € necessaria uma experiéncia ou
informacédo relevante, que ativara os receptores NMDA (N-metil-D-aspartato)
causando um aumento do influxo de calcio (BLISS; COLLINGRIDGE, 1993), uma
série de atividades intracelulares, como o recrutamento das proteinas quinases A e
C (COLLEY; SHEU; ROUTTENBERG, 1990) e a indugao da sintese proteica, como
o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e Arc (activity-regulated
cytoskeleton-associated), gerando um remodelamento sinaptico (MCGAUGH, 2000),
aumentando a densidade de receptores na membrana de forma sustentada, que
caracteriza a LTP (DUDAI, 2004).

A LTP é um mecanismo de plasticidade que em memorias aversivas
envolvem diversas estruturas do encéfalo, tais como hipocampo, amigdala e cértex
pré-frontal, necessitando da ativagdo de receptores glutamatérgicos, colinérgicos,
noradrenérgico, dopaminérgicos entre outros (LIN; MAO; GEAN, 2006).

1.2.1. Reconsolidacdo da memoria

Durante muito tempo pensou-se que o processo de formacdo de memodria de
longa duragao fosse singular e linear. Na teoria tida como classica, uma memoria,
apos ter sido armazenada, se tornava fixa ao longo do tempo, sofrendo apenas uma
estabilizacdo e que ndo sofreria modificagdes apds a consolidacdo, mas este
pressuposto fundamental relacionado a hipotese da unidirecionalidade acabou
ruindo ao longo dos anos 60 e 70 apds pesquisas demostrarem que as memorias ja
consolidadas poderiam incorrer em um estado de fragilidade e desta forma estariam
sujeitas a manipulagdes (MISANIN; MILLER; LEWIS, 1968). Tais estudos
demonstraram, ainda, que a recuperagdo ou a reativagdo de uma memdria seguia-

se um novo periodo de estabilizacdo, e esse aspecto constituiu como primeiro



conjunto de demonstragbes de um efeito que veio a ser denominado
"reconsolidacio". Essa capacidade da memodria passar de um estado inativo para
um estado ativo (e instavel) tem sido considerada, desde entdo, como uma das
propriedades basicas do conceito de memoria atual (MACTUTUS; RICCIO; FEREK,
1979; MISANIN; MILLER; LEWIS, 1968).

Misanin e colaboradores sugeriram que as memoarias de longa duracéo (MLD)
sao suscetiveis a acdo amnésica de diversos tratamentos, tais como eletrochoque e
traumas cerebrais, apos a sua expressado (MISANIN; MILLER; LEWIS, 1968). Em um
dos experimentos que mudaram a teoria classica, foi demonstrado que choque
eletroconvulsivo em ratos, 24 horas apds a consolidagao da memoria, precedida da
apresentacdo do estimulo condicionado (EC), causou uma amnésia retrégrada,
sugerindo que o eletrochoque interferiu com o tragco de memoria que estava em
transito para um estado ativo (MISANIN; MILLER; LEWIS, 1968).

Em 1979, Mactutus demostrou novamente, que em ratos submetidos a uma
condigdo severa de hipotermia seria capaz de causar uma amnésia retrégrada
mesmo em memorias mais antigas (MACTUTUS; RICCIO; FEREK, 1979). No
entanto, esse tema, era uma quebra de paradigma para a época, ficando
“‘esquecido” por quase quarenta anos, até que em 1997, Przybyslawski e Sara
demonstraram, em roedores, que a memoéria poderia ser prejudicada pela
administracdo de um antagonista de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA apos
a sua evocagao, sugere mais uma vez, que apos a evocagao, a memoria entraria em
novo periodo de labilidade, podendo se reorganizar ao longo do tempo. Assim, ao
contrario do que se acreditava, a cada evocacdo, nos lembrariamos da memoria

resultante da ultima evocagéao e reconsolidagdo, e ndo da memoaria original.
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FIGURA 3: As duas visdes da memoria

Modelo Classico

N /N

Aprendizado Consolidagdo Evocagdo Evocagdo

g

Reconsolidagdo (atual)

' VR

Aprendizado Consolidagdo Evocagdo Reconsolidagdo Evocacao

L S L

Modelo classico: representando que a memoria apds ser consolidada ndo poderia sofrer mais
nenhuma alteracdo, sendo que a cada evocagdo seria da propria memoria original. Modelo
reconsolidagdo: modelo atual onde as memorias sao suscetiveis a mudangas incorporando novas
informacgdes a cada evocagdo. FONTE: Adaptado de (ALBERINI, 2013).

Estudos epidemiolégicos tém demonstrado que o numero de individuos que
sofrem de algum transtorno mental vem aumentando progressivamente nos ultimos
anos (DEMYTTENAERE et al., 2004), sendo assim, podemos dizer que a
reconsolidacdo € uma oportunidade de alteracdo em memoérias aversivas
consolidadas a partir de traumas, onde poderiam ser “apagadas” através do uso de
drogas que interferissem no processo. Ainda tépico de debates, o mecanismo da
reconsolidagdo gera controvérsias, alguns autores ainda questionam se a
reconsolidacdo nao seria apenas uma duplicacdo ou continuacido da propria
consolidagdo (ALBERINI, 2011; DUDAI, 2006, 2012), contudo pesquisas apontam
para importantes diferengas bioquimicas e farmacoldgicas entre consolidagéo e
reconsolidacao, indicando que, apesar de existirem algumas semelhangas, ndo sao
processos idénticos (ALBERINI, 2005; BUCHERELLI, 2006; LEE; EVERITT;
THOMAS, 2004).

Segundo as pesquisas de Lee e colaboradores ficou evidenciada uma dupla
dissociagao nos processos moleculares no hipocampo que sdo necessarias para a
consolidagao e reconsolidagdo da memoria de medo contextual de longo prazo. O
BDNF é necessario para a consolidacao inicial da memodria de medo a longo prazo,
mas nao desempenha um papel causal na reconsolidacdo de MLD apds a sua

recuperacdo. Por outro lado, o Zif268 (fator de transcricdo genético) é necessario
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especificamente para a reconsolidagdo, mas nao para a consolidagcdo, da memoria
do medo dependente do hipocampo (LEE; EVERITT; THOMAS, 2004).

Ainda que a consolidagdo e a reconsolidagdo compartilhassem os mesmos
eventos moleculares, elas sdo processos dissociaveis, sendo a principal evidéncia
dessa dissociagao a janela temporal da ocorréncia destes eventos (ALBERINI, 2013,
2005; LEE; EVERITT; THOMAS, 2004; MILEKIC; ALBERINI, 2002). Enquanto que
na consolidagdo da memodria estes eventos iniciam-se cerca de 4 horas apos a
apresentacao do estimulo, na reconsolidagdo estes eventos iniciam-se de imediato
(BOURTCHOULADZE et al., 1998; IGAZ et al., 2002; MILEKIC; ALBERINI, 2002;
NADER; SCHAFE; LE DOUX, 2000; SARA, 2000).

Antes que ocorra a reconsolidagdo é necessario que a memoaria original seja
desestabilizada (KAANG; LEE; KIM, 2009), este processo foi nomeado como
desconsolidacdo (MAREN, 2011). Para que isso ocorra é necessaria a ativagao de
receptores CB1, canais de calcio dependentes de voltagem do tipo L e receptores
NMDA contendo a subunidade NR2B, além da degradagdo de algumas proteinas
sintetizadas no processo de consolidacdo dessa memoria.

A reativacdo da memoria é parte do processo de evocacdo. Enquanto que na
reativacdo ocorre o acesso de parte das informagcbes da memdria original, o
processo de evocagao inclui a capacidade de gerar um determinado comportamento
mediante o acesso de todos os componentes compartimentalizados da memoria
original (GISQUET-VERRIER; RICCIO, 2012). A reativagdo retira a memoria de um
estado inativo para um estado ativo, tornando-a labil, por consequéncia, passivel de
ser reconsolidada. Uma vez que a memodria tornou-se labil, uma nova onda de
sintese proteica é requerida para que entdo a memoria seja reestabilizada e,
portanto, reconsolidada (NADER; SCHAFE; LE DOUX, 2000). A partir de entao,
torna-se necessaria a indugao de genes de expressado imediata e ativagdo de uma
complexa rede de sinalizagado sinaptica entre hipocampo (HPC), cortex pré-frontal
(CPF) e amigdala (ALBERINI, 2005; NADER; HARDT, 2009; SCHWABE; NADER;
PRUESSNER, 2014; WANG; MORRIS, 2010), envolvendo diversos
neurotransmissores, como o glutamato, GABA (Acido gama-aminobutirico),
noradrenalina e acetilcolina (DEBIEC; BUSH; LEDOUX, 2011; GARCIA-
DELATORRE et al., 2014; MAKKAR; ZHANG; CRANNEY, 2010).
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1.2.2. Extingdo da memoria

Memorias pouco utilizadas, ou seja, pouco relembradas, com o passar do
tempo vao se tornando cada vez mais generalizadas e abstratas até que ocorra o
completo esquecimento. A melhor forma de manter viva cada memaoria em particular
€ através da recordacdo constante, mas como isso nem sempre € possivel ou
desejavel podemos dizer que esquecer € uma fungdo essencial e saudavel para
nossa memodria (IZQUIERDO; BEVILAQUA; CAMMAROQOTA, 2006).

Normalmente, o esquecimento real ocorre para eventos de pouca relevancia,
memorias de alto peso emocional, mesmo que prejudiciais ou reprimidas, podem
retornar, quer espontaneamente quer como consequéncia de algum gatilho
especifico. Para estes casos, apesar de usualmente chamarmos de extingdo da
memoria, de fato o que ocorre € a modulagdo de forma a se obter uma resposta
atenuada a essas memorias aversivas.

Descoberta por Pavilov ha mais de um século, a extincdo se deve a
desvinculagdo de um estimulo condicionado em relagdo a um estimulo
incondicionado, substituindo uma informagdo aprendida por outra. Em seu
experimento Pavlov utilizou uma campainha e momentos antes de alimentar seu
cachorro ele acionava o som, repetindo desta forma diversas vezes, como resultado
observou que sempre que tocava a campainha mesmo sem dar o alimento o animal
ja salivava. A partir de certo momento, deixou de oferecer o alimento mediante a
campainha, com isso 0 animal passou a associar a falta de comida ao som da
campainha (IZQUIERDO, 2006).

Largamente utilizada em terapias, principalmente em casos de TEPT
(transtorno de estresse pos-traumatico), a extingdo na terapia do medo aprendido,
vem sendo utilizada desde a década de 20 (BECKETT, 2002) , onde o terapeuta
direciona o paciente a associar uma memoria aversiva a uma situagdo nova,
substituindo a associacdo anterior por uma de menor impacto emocional
(IZQUIERDO, 2006).

Para que ocorra a extingdo da memoaria, diversas estruturas sdo acionadas,
tais como: o cértex frontal corticomedial, a amigdala basolateral, o cortex entorrinal
e, principalmente, o hipocampo. Os passos neuroquimicos incluem a ativacdo de
receptores glutamatérgicos tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), proteina-quinases

ativadas extracelularmente, proteina-quinase dependente do adenosina mono-
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fosfato (AMP) ciclico e, fundamentalmente, expressao génica e sintese proteica em
cada uma dessas estruturas. A extincdo € um novo aprendizado onde uma nova
memoria substitui a anterior (BESNARD, 2012).

Quando falamos de memodrias, podemos dizer que ndo sdo armazenadas de
forma integral e completamente fiel ao ocorrido e sim de forma genérica e até
mesmo abstrata do conhecimento de eventos, isso ocorre pela falta de praticidade
em evocar com riqueza de detalhes tudo que foi aprendido (IZQUIERDO;
BEVILAQUA; CAMMAROTA, 2006).

1.3.Oleos Essenciais

O uso de Oleos Essenciais sob a forma de aromaterapia ou fitoterapia é
amplamente difundido, sendo utilizado com aplicagdes farmacoldgicas, cosméticas,
agroquimicas e nutricionais (BAKKALI et al., 2008).

A aromaterapia pode ser entendida como uma subdivisdo da fitoterapia e
definida como o uso de dleos essenciais em relacdo aos efeitos terapéuticos na
ansiedade, dor, depressao entre outros (SETZER, 2009). Apesar destes produtos
serem utilizados ha séculos, ainda faltam estudos pré-clinicos e clinicos sob seus
efeitos, sendo a maioria dos registros médicos relatados de forma empirica através
da mensuracao de seus efeitos fisioldgicos e psicologicos (PERRY; PERRY, 2006).

Embora reconhecida pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA), no
Brasil, a utilizagdo da aromaterapia ainda ndo é reconhecida oficialmente pelos
Conselhos Regionais e Federal de Medicina, mas foi incluida nas praticas
integrativas de saude do SUS (Sistema unico de saude) desde 2018. A aromaterapia
com lavanda tem sido utilizada com éxito no alivio da dor, transtornos cognitivos,
insbnia, depressao, ansiedade e patologias relacionadas ao estresse (PERRY;
PERRY, 2006). Estudos clinicos mostram que a aromaterapia diminui os niveis de
ansiedade tanto em pessoas sadias (HOFERL; KRIST; BUCHBAUER, 2006; RHO et
al., 2006; TAKEDA et al., 2008) quanto em pacientes com transtornos de ansiedade
(IMANISHI et al., 2009). Paralelamente, existem varios estudos em modelos animais
buscando investigar os efeitos dos 6leos essenciais no sistema nervoso central,
destacando suas acgdes sedativas (BUCHBAUER et al., 1993; BUCHBAUER;
JIROVETZ; JAGER, 1991; LEHRNER et al., 2005), antidepressivas (KOMORI et al.,
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1995a, 1995b) e ansioliticas (CARVALHO-FREITAS; COSTA, 2002; COOKE;
ERNST, 2000; DIEGO et al., 1998; LEHRNER et al., 2005).

Os dleos essenciais de plantas contém inumeras moléculas volateis que, ao
serem captadas pela via inalatéria, atingem rapidamente o sistema nervoso central.
No entanto, em decorréncia da distribuicdo reduzida, uma concentragdo minima
destes compostos atinge o resto do organismo. Como consequéncia, € possivel
obter efeitos terapéuticos ao nivel do sistema nervoso central com baixa incidéncia
de efeitos colaterais sistémicos e interagdes medicamentosas (BACKMAN et al.,
2014; FORBES et al., 2011; WEERS et al., 2010).

Ha relatos do uso de Oleos essenciais como ansioliticos além de inalados,
mas também administrados via oral ou combinado com massagem. Um dos 6leos
essenciais mais populares para transtornos mentais e ansiedade € a lavanda
(Lavandula angustifolia) podendo ser considerado como um dos best-seller para o
controle da ansiedade, estresse e depressdo, possuindo uma longa histéria de uso
medicinal, possuindo propriedades calmantes sedativas e ansioliticas (CAVANAGH,;
WILKINSON, 2002).

Durante muito tempo, a agdo dos 6leos essenciais foram relacionados ao
odor, mas estudos em roedores mostrou que a anosmia (perda olfativa) ndo foi
capaz de reverter o efeito ansiolitico da aromaterapia com lavanda (Lavandula
angustifolia), demonstrando com isso que, o efeito terapéutico da lavanda é
decorrente da interagdo de seus componentes volateis com alvos proteicos no
sistema nervoso central através da sua absorgao pela mucosa pulmonar, que leva
os compostos ativos para a circulagao sistémica e consequentemente para o SNC
(CHIOCA et al., 2013a).

Em estudos clinicos referente ao uso de 6leo essencial de lavanda (por via
oral ou inalatéria), chegaram a evidenciar que a utilizagdo de suplementos por via
oral com 6leo essencial de lavanda também apresenta efeitos ansioliticos, mas de
acordo com os autores, questdes metodologicas limitaram a forca de qualquer
conclusdo em definitivo sendo necessarias replicagdes independentes a fim de
confirmar o efeito ansiolitico da suplementacdo oral (PERRY et al., 2012). Em
relagdo aos estudos experimentais, o efeito ansiolitico da aromaterapia com lavanda
foi similar ao do controle positivo tratado com diazepam (BRADLEY et al., 2007).
Além disso, o efeito colateral de sedagéo caracteristico dos benzodiazepinicos foi

observado somente com concentragdes elevadas de lavanda (SHAW et al., 2007).
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Interessantemente, dois estudos independentes mostraram que o efeito ansiolitico
da lavanda esta relacionado com o sistema serotoninérgico (mas nao gabaérgico)
(CHIOCA et al., 2013c; TAKAHASHI et al., 2014). Ademais a lavanda mostrou um
efeito ansiolitico similar ao clordiazepdxido no teste do campo aberto. No entanto,
enquanto o benzodiazepinico diminuiu a expressdao de c-Fos em uma série de
nucleos encefalicos, o mesmo ocorreu com a lavanda somente em alguns
subnucleos hipotalamicos (SHAW; NORWOOD; LESLIE, 2011). Estes achados
corroboram as demais evidéncias na literatura mostrando que o0 mecanismo de agao
da lavanda é bastante diferente dos benzodiazepinicos.

Os componentes responsaveis pelo efeito do 6leo essencial de lavanda no
sistema nervoso central sdo o monoterpeno linalol e o ester acetato de linalila
(SETZER, 2009). Certos estudos relataram propriedades farmacolégicas de oleos
essenciais, mas ha pouca pesquisa sobre os mecanismos moleculares subjacentes
aos efeitos do SNC e a habilidade do éleo essencial de lavanda em interagir com
alvos neurofarmacolégicos, como a MAO-A (monoamina oxidase), o SERT
(transportador de serotonina sédio dependente), bem como efeito antimuscarinico,
inibicdo de canais de calcio e sddio (GHELARDINI et al., 1999) e os receptores
NMDA que sao classificados neuroquimicamente como receptores de glutamato
ionotropico (iGLURs) e estdo envolvidos em certos disturbios neuroldgicos e
psiquiatricos, como epilepsia, dano por convulsdo sustentada, parkinsonismo, entre
outros, sendo alvos constantes de pesquisa e desenvolvimento de drogas (LOPEZ
et al.,, 2017). Quanto a agcdo sobre a modulagcdo dos receptores GABA-A, citada
anteriormente (SILVA BRUM; ELISABETSKY; SOUZA, 2001) em pesquisa realizada
por Lépez e equipe (LOPEZ et al., 2017) n&o observaram efeito na ligagdo deste
receptor ionotropico.

Embora existam relatos mostrando que o linalol € o grande responsavel pelo
efeito ansiolitico da lavanda (LINCK et al.,, 2010; SOUTO-MAIOR et al., 2011;
UMEZU et al., 2006), um outro estudo sugere que na realidade, o acetato de linalila
pode potencializar a agdo ansiolitica do linalol (TAKAHASHI et al., 2011). Isto vai ao
encontro dos conceitos da aromaterapia, na qual existe um sinergismo dos
diferentes compostos presentes no 6leo essencial da planta, e que, do ponto de
vista terapéutico, € mais interessante a aromaterapia com o préoprio 6leo essencial e
ndo com compostos isolados deste o6leo (BUCKLE, 2003; PRICE, 2007).
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A busca por drogas que prejudicam a reconsolidagcdo de memorias
traumaticas pode ter um impacto clinico bastante importante. Sendo assim,
propomos uma abordagem utilizando a aromaterapia com o 6leo essencial de
lavanda (Lavandula angustifolia), expondo ao paradigma experimental pavloviano

para estudar os efeitos da lavanda sobre a reconsolidagdo de memdrias aversivas.
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2. OBJETIVOS

2.1.Geral

Investigar o efeito do O6leo essencial de Lavandula angustifolia na

reconsolidagao de memdrias aversivas em camundongos.

2.2.Especificos

- Investigar o efeito do 6leo essencial de Lavandula angustifolia na atualizagéo
da memoria de medo condicionado ao contexto (Experimento 1).

- Investigar o efeito do oleo essencial de Lavandula angustifolia na atualizag&o
da memdria de medo condicionado ao som (Experimento 2).

- Investigar o efeito do Oleo essencial de Lavandula angustifolia na

manutengdo da memoria de medo condicionado ao contexto (Experimento 3).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados 450 camundongos (10 por grupo experimental) da linhagem
C57BL/6 machos adultos (90 dias de idade e aproximadamente 30g de peso)
provenientes do biotério do CEDEME/UNIFESP. O calculo amostral foi realizado
utilizando o software Gpower 3.1 (Alemanha, 2014), considerando um poder
estatistico de 95%, considerado alto, e tamanho de efeito de 25% (f2 de Cohen),
considerado médio (COHEN, 1992) (BUTTON et al., 2013). O poder estatistico é a
correta rejeicdo da hipdétese nula quando a mesma é falsa, evitando desta forma o
erro tipo Il. O tamanho do efeito € uma medida padréo para avaliar o tamanho da
diferenga entre dois grupos ou a forgca da correlagdo entre as duas variaveis, desta
forma evita-se rejeitar a hipétese nula quando a mesma é verdadeira, prevenindo
assim o erro tipo | (BUTTON et al., 2013). Os animais foram mantidos no biotério do
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa
Casa de Sao Paulo, acondicionados em caixas moradia de acrilico (40 x 34 x 17 cm)
forrado com maravalha, em numero aproximado de cinco animais por caixa, em ciclo
claro-escuro de 12 horas e controle de temperatura (22 + 1° C). A maravalha foi
trocada duas vezes por semana e 0s animais tiveram livre acesso a agua e ragao

para roedores.

3.2.Procedimentos comportamentais:

O presente estudo avalia os mecanismos de atualizacdo e manutengao de
memorias aversivas, mediados pelo processo de reconsolidagdo. Para tanto, todos
os experimentos foram compostos pelas sessdes de condicionamento, reexposi¢ao
e teste, sendo adaptados de estudos prévios da literatura (DE OLIVEIRA ALVARES
et al.,, 2013; DEBIEC; LEDOUX, 2004; HAUBRICH et al., 2015; WILTGEN; SILVA,
2007).

3.3.Protocolo de medo condicionado:

Aquisicdo: os animais foram colocados no contexto A durante trés minutos

para habituagdo. Apds a habituagao, foram submetidos a um estimulo condicionado
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(som de 80 dB) durante cinco segundos, sendo o ultimo segundo pareado com um
estimulo incondicionado (choque elétrico nas patas de 0,7 mA). O procedimento foi
repetido quatro vezes com intervalo de 30 segundos. Apos o ultimo choque os
animais foram mantidos por mais 60 segundos no contexto e em seguida retirados e
colocados na caixa moradia.

Reexposicdo: na reexposi¢cao nao foi aplicado o El (choque). Para avaliar a

manutengdo e atualizagdo da memdria de medo condicionado ao contexto, os
animais foram colocados durante 90 ou 180 segundos no contexto A, B ou AB, dois
ou 14 dias apo6s o condicionamento, respectivamente, dependendo do experimento.
Para a atualizacdo da memodria de medo condicionado ao som os animais foram
colocados no contexto B durante 90 segundos e expostos a um unico estimulo
condicionado (som de 80 dB) durante cinco segundos, dois dias apdés o
condicionamento.

Teste: Os animais foram colocados no contexto A ou B durante quatro
minutos (nos experimentos de manutengao e atualizagcdo da memoaria), 5 dias apds o
condicionamento. O teste foi filmado e o tempo em que o animal permaneceu em
posicdo de congelamento (caracterizado por auséncia de movimentagao, exceto o
movimento de respiragao) foi mensurado pelo software de analise comportamental
SMART 3.0 (Panlab, Barcelona).

Contexto A: consiste de uma caixa de acrilico (25 x 23 x 20 cm), piso de
barras de metal paralelas espagadas por um centimetro, com paredes
quadriculadas.

Contexto B: consiste de uma caixa de acrilico (25 x 23 x 20 cm), piso de
barras de metal paralelas espagadas por um centimetro, com paredes listradas.

Contexto AB: consiste de uma caixa de acrilico (25 x 23 x 20 cm), piso de

barras de metal paralelas espagadas por um centimetro, com duas paredes listradas

e duas paredes quadriculadas.

3.4. Tratamento farmacolégico e formagao de grupos experimentais

O tratamento farmacologico com o 6leo essencial de lavanda foi realizado
imediatamente apds a sessdo de reexposicao e teve duracao de trés horas. Este
tempo de tratamento foi escolhido por abranger a janela temporal da reconsolidagéao,

periodo no qual ocorre influxo intracelular de calcio e nova sintese de proteinas,
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onde a memoaria original encontra-se labilizada em decorréncia do processo de
evocacgao e desestabilizacdo da mesma desencadeado pela sessédo de reexposicao
(KAANG; LEE; KIM, 2009).

O OJleo essencial de lavanda (Lavandula angustifolia) foi adquirido
comercialmente da empresa By Samia (S&o Paulo, Brasil), a qual assegura a pureza
de seus 6leos essenciais através da analise de perfil cromatografico. A exposi¢céao
aos Oleos essenciais foi feita por meio de um vaporizador (By Samia®, Brasil)
préprio para esta finalidade.

O procedimento foi realizado em caixa plastica adaptada (55 x 40 x 36 cm),
vaporizada previamente por 15 minutos, a fim de saturar o ambiente com as
particulas volateis dos 6leos liberadas junto com vapores de agua. Em sequéncia, os
animais foram levados em duas caixas moradias e inseridas na caixa plastica lado a
lado, onde a vaporizacdo foi continuada por trés horas. Este procedimento
assegurou a exposicdo dos animais a mesma concentragdo de Oleo essencial
durante todo tempo de permanéncia na caixa. Para vaporiza¢ao, o 6leo essencial foi
diluido em agua destilada nas concentragbes de 1%, 2,5% e 5% e a solugéo
colocada no vaporizador. Estas concentracgdes, ja utilizadas em um estudo anterior
do grupo, sdo comumente utilizadas em estudos que envolvem a exposi¢ao de 6leos
essenciais pelo método de vaporizacao, inclusive aqueles relacionados a acao
ansiolitica do 6leo essencial (CHIOCA et al., 2013c, 2013d).

Com o objetivo de avaliar o efeito do dleo essencial de lavanda sobre a
reconsolidagao de memédrias, foi realizado o controle farmacolégico com nimodipino,
antagonista dos receptores para calcio voltagem-dependentes. Para que haja o
fendbmeno da reconsolidagcdo é necessario que a memoria seja primeiramente
labilizada no momento da sua evocagcdo. Como o processo de labilizagdo da
memoria induzida pela reconsolidacdo depende do influxo de calcio nos neurbnios, a
administragcao de nimodipino foi capaz de inibir a labilizacido e consequentemente a
reconsolidacdo da memoria (DE OLIVEIRA ALVARES et al.,, 2013). O nimodipino
(sigma) foi diluido em solucéo de dimetilsulféxido 8% na dose de 15 mg/kg e injetado
por via intraperitoneal 30 min antes sessao de reexposicao.

Considerando o tratamento e o protocolo utilizado no teste de
condicionamento classico de medo, o presente estudo constou dos grupos
experimentais descritos nas tabelas abaixo.



TABELA 1: Grupos experimento 1 - Atualizagdo da meméria de medo condicionado ao contexto

Grupos (N=10)  Tratamento Reexposicao Teste 1 Reativacdo Teste 2
A N&o N&o A N&o N&o
B Nao Nao B Nao Nao
AB-A Nao AB A Nao Nao
AB-B Nao AB B Nao Nao
B-B Nao B B Nao Nao
B-A Nao B A Nao Nao
AB-A Nao AB A Nao Nao
AB-B Nao AB B Nao Nao
AB-B-VEH Veiculo NIMO AB B Nao Nao
AB-B-NIMO NIMO AB B Nao Nao
AB-A Vapor Vapor AB A N&o N&o
AB-A OE 1% OE 1% AB A Nao Nao
AB-A OE 2,5% OE 2,5% AB A Nao Nao
AB-A OE 5% OE 5% AB A Nao Nao
AB-B Vapor Vapor AB B N&o N&o
AB-B OE 1% OE 1% AB B Nao Nao
AB-B OE 2,5% OE 2,5% AB B Nao Nao
AB-B OE 5% OE 5% AB B Nao Nao
REACT OE 1% OE 1% AB B
REACT VAPOR Vapor AB B B B




TABELA 2: Grupos experimento 2 - Atualizagdo da meméria do medo condiconado ao som

Grupos (N=10) Tratamento Reexposicao Teste
A Nao N&o A
B Nao N&o B
REEXP- EC- A Nao B A
REEXP- B Nao B B
REEXP- EC-B Nao B B
REEXP- EC- B- VEH Veiculo NIMO B B
REEXP- EC- B- NIMO NIMO B B
REEXP-EC-A OE 1% OE 1% B A
REEXP-EC-A OE 2,5% OE 2,5% B A
REEXP-EC-A OE 5% OE 5% B A
REEXP-EC-B OE 1% OE 1% B B
REEXP-EC-B OE 2,5% OE 2,5% B B
REEXP-EC-B OE 5% OE 5% B B

TABELA 3: Grupos experimento 3 - Manutengéo da precisdo da memoria.

Grupos (N=10) Tratamento Reexposicao Teste
A Nao Nao A
B Nao Nao B
REEXP-A Nao A A
REEXP-B Nao A B
REEXP- VEH- B Veiculo NIMO B B
REEXP-NIMO-B NIMO B B
REEXP-A OE 1% OE 1% A A
REEXP-B OE 1% OE 1% A B
REEXP-A OE 2,5% OE 2,5% A A
REEXP-B OE 2,5% OE 2,5% A B
REEXP-A OE 5% OE 5% A A
REEXP-B OE 5% OE 5% A B
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3.5. Analise estatistica

Para os experimentos 1, 2 e 3 foi realizado ANOVA de uma via, considerando
como fator fixo o tratamento. Foi utilizado o pos-teste de Newman-Keuls quando
necessario. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1.Experimento 1: Atualizacido da memodria de medo condicionado ao contexto

4.1.1. Validagdo comportamental

Durante a validagcdo comportamental, os animais realizaram a aquisicao no
contexto A, apés 2 dias foram submetidos por 90s ao protocolo de reexposicdo no
contexto AB ou B, ou ainda ndo submetidos a reexposi¢cao. Apoés 2 dias, foi realizado
o teste no contexto A ou B (Figura 4.A).

O objetivo da validagdo comportamental foi avaliar o efeito da reexposi¢céo ao
contexto sobre a expressdo do comportamento de congelamento, para tanto foram
comparados os animais nao submetidos ao protocolo de reexposicdo e submetidos
ao teste no contexto A ou B (grupos A e B) com os animais submetidos ao protocolo
de reexposigado no contexto AB (hibrido) e ao teste no contexto A ou B (grupos AB-
A e AB-B) e ainda os grupos submetidos a reexposigdo no contexto B (alterado) e ao
teste no contexto A ou B (grupos B-B e B-A) (Tabela 1).

A ANOVA de uma via [F (5,54) = 30,89, p<0,001] indicou o efeito do contexto
da reexposicdo sobre a expressdao do comportamento de medo condicionado
durante o teste. As analises multivariadas de Tukey evidenciaram que os animais do
grupo AB-B apresentaram média de tempo de congelamento superior a dos grupos
B e B-B (p<0,05). Os grupos B e B-B por sua vez apresentaram média de tempo de
congelamento inferior a dos grupos A, AB-A e B-A (p<0,05). Nao houve diferengas
nas demais comparagodes (Figura 4.B).

Estes resultados demostraram que a reexposi¢cao no contexto hibrido, mas
nao no contexto alterado, induziu a atualizacdo da memoaria acarretando no aumento
da expressado do comportamento de congelamento no contexto alterado durante o
teste.
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FIGURA 4: Experimento 1- Validagdo comportamental
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A: Desenho experimental da validagcdo comportamental. B- Os dados estdo expressos na forma de
média e E.P.M. (Erro padrdo médio) e representam a porcentagem de tempo de permanéncia no
comportamento de congelamento em segundos. * p<0,05 em relagdo ao grupo B, * p<0,05 em

relagdo ao grupo B-B. e p<0,05 em relagdo ao grupo B-A. ANOVA de uma via.
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4.1.2. Validagao farmacoldgica

Na validagao farmacoldgica, os animais realizaram a aquisicao no contexto A,
apos 2 dias foram tratados 30 min antes do protocolo de reexposi¢do no contexto
AB, com nimodipino (15 mg/kg) ou veiculo do nimodipino (10 ml/kg) ou ainda n&o
submetidos ao tratamento. Apds 2 dias foi realizado o teste nos contextos A ou B
(Figura 5.A).

O objetivo da validacdo farmacologica foi avaliar o efeito do tratamento com
nimodipino sobre a atualizagdo da memoria, para tanto foram comparados os
animais submetidos a reexposi¢cao e ao teste no contexto A ou B (grupos AB-A e
AB-B) com o grupo tratado com nimodipino e submetido ao protocolo de reexposigao
e teste no contexto B (grupo AB-B-nimo) e o grupo tratado com veiculo do
nimodipino submetido ao protocolo de reexposi¢ao e teste no contexto B (grupo AB-
B- veiculo.) conforme a Tabela 1.

A ANOVA de uma via [F (3,36) = 7,97, p<0,001] indicou o efeito do tratamento
sobre a expressdo do comportamento de medo condicionado durante o teste. As
analises multivariadas de Tukey evidenciaram que os animais tratados com
nimodipino (grupo AB-B-NIMO) apresentaram média de tempo de congelamento
menor que as apresentadas pelos grupos AB-A, AB-B e AB-B veiculo (p<0,01). Nao
houve diferengcas nas demais comparagdes (figura 5.B).

Estes resultados demonstraram que o tratamento com nimodipino inibiu a

atualizacdo da memoria induzida pela reexposi¢cao ao contexto hibrido (AB).



FIGURA 5: Experimento 1- Validagdo Farmacoldgica
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4.1.2.1. Tratamento com Lavanda

Para avaliagdo do efeito do tratamento com o6leo essencial de lavanda, os
animais realizaram a aquisi¢do no contexto A, apds 2 dias foram submetidos durante
90s ao protocolo de reexposi¢cao no contexto A e imediatamente apds, tratados com
vapor d’agua ou 6leo essencial de lavanda nas concentragbes de 1%, 2,5% ou 5%.
Apds 2 dias, foi realizado o teste no contexto A ou B (Figura 6.A).

Para tanto, inicialmente, foram comparados os grupos submetidos ao
protocolo de reexposigdo e ao tratamento e testados no contexto A (grupos AB-A
vapor, AB-A OE1%, AB-A OE2,5% e AB-A OE5%). Posteriormente, em outra
analise, foram comparados os grupos submetidos ao protocolo de reexposi¢ao e ao
tratamento e testados no contexto B (grupos AB-B vapor, AB-B OE1%, AB-B
OE2,5% e AB-B OE5%) (Tabela 1).

Nos animais testados no contexto B, a ANOVA de uma via [F (3,36) =4,27,
p<0,05] evidenciou efeito do tratamento sobre o tempo de congelamento dos
animais. As analises multivariadas de Tukey evidenciaram que os animais do grupo
tratados com Lavanda na concentragcado de 1% (grupo AB-B OE1%) apresentaram
menor média de tempo de congelamento que o grupo controle (AB-B Vapor) e os
grupos tratados com lavanda nas concentragdes de 2,5 e 5% (grupos AB-B OE2,5%
e AB-B OE5%) (p<0,05). Nao houve diferengas nas demais comparacgdes (Figura
6.B).

Com relagdo aos animais testados no contexto A, a ANOVA de uma via [F
(3,36) =9,85, p<0,001] evidenciou efeito do tratamento sobre o tempo de
congelamento dos animais. As analises multivariadas de Tukey evidenciaram que os
animais do grupo tratados com Lavanda na concentracdo de 1% (grupo AB-A
OE1%) apresentaram menor média de tempo de congelamento que o grupo controle
(AB-A Vapor) e os grupos tratados com lavanda nas concentracdes de 2,5 e 5%
(grupos AB-A OE2,5% e AB-A OE5%) (p<0,05). Nao houve diferengcas nas demais
comparagoes (Figura 5.C).

Estes resultados demonstraram que o tratamento com lavanda inibiu a

atualizacdo da memoaria induzida pela reexposi¢cao ao contexto hibrido (AB).
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FIGURA 6: Experimento 1- Tratamento com Lavanda
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A: Desenho experimental do tratamento com lavanda. B- Os dados estdo expressos na forma de
media e E.P.M. e representam a porcentagem de tempo de permanéncia no comportamento de
congelamento em segundos. * p<0,01 em relagdo ao grupo AB-B- Vapor. Anova de uma via. C- Os
dados estdo expressos na forma de média e E.P.M. e representam a porcentagem de tempo de
permanéncia no comportamento de congelamento em segundos. * p<0,01 em relagdo ao grupo AB-A-
Vapor. Anova de uma via.
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4.1.3. Reativagao da memoria

A fim de se avaliar se o efeito do tratamento com éleo essencial de lavanda
decorreu da inibicdo do processo de reconsolidacdo, ou entdo, da facilitacdo do
processo de extingdo, adicionalmente, realizamos um experimento de reativagao da
memoria.

Neste experimento os animais realizaram a aquisicado no contexto A, dois dias
apods foram submetidos durante 90s ao protocolo de reexposi¢do no contexto AB e
imediatamente tratados com vapor d’agua ou lavanda 1%. Apos 2 dias foram
submetidos ao teste no contexto B. Apds 24h, os animais foram submetidos a
sessao de reativagao, que consiste em colocar o animal no contexto B durante 30s e
submeté-lo a um unico estimulo elétrico nas patas e em seguida retira-lo do
contexto. Apds 24hs, foi realizado um novo teste no contexto B para avaliar a
reativacdo da memoria (Figura 7.A). Para tanto, foram comparados o grupo tratado
com lavanda 1% (React OE 1%) e o grupo tratado com vapor (React Vapor) (Tabela
1).

A ANOVA de uma via de medidas repetidas [F (1,18) =11,94, p<0,01]
evidenciou efeito do tratamento sobre o comportamento de congelamento no teste.
A média de tempo de congelamento do grupo tratado com 6leo essencial foi inferior
a do grupo nao tratado. Foi evidenciado efeito no fator tempo [F (1,18) =12,84,
p<0,01], a média de tempo de congelamento no teste 1 foi inferior a do teste 2. Nao
houve efeito na interagcao entre os fatores [F (1,18) =4,14; p=0,056] (Figura 7.B).

Esses resultados sugeriram que o tratamento com 6leo essencial de lavanda
inibiu a expressdao do comportamento de congelamento durante o teste 1, no
entanto, a sessdo de reativagdo reestabeleceu a memoria original. Desta forma,
nossos resultados sugeriram que o tratamento com lavanda na concentragao de 1%

facilitou o processo de extingdo da memodria de medo condicionado ao contexto.
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FIGURA 7: Experimento 1 - Reativacdo da memoéria
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4.2 . Experimento 2: Atualizacido da memodria de medo condicionado ao som.

4.2.1. Validagdo comportamental

Durante a validagdo comportamental os animais realizaram a aquisigcdo no
contexto A, apos 2 dias, foram submetidos durante 90s ao protocolo de reexposicao
no contexto B com ou sem o EC (som), ou ainda nao submetidos a reexposicao.
Ap0s 2 dias foi realizado o teste no contexto A ou B (Figura 8.A).

O objetivo da validagdo comportamental foi avaliar o efeito da presenga do EC
(som), durante a reexposi¢cao ao contexto, sobre a expressao do comportamento de
congelamento, para tanto foram comparados os animais ndo submetidos ao
protocolo de reexposi¢cao e submetidos ao teste contexto A ou B (grupos A e B) com
0s animais submetidos ao protocolo de reexposicdo no contexto B com o EC e ao
teste nos contextos A ou B (grupos Reexp-EC A e Reexp-EC B) e ainda os grupos
submetidos a reexposicdo sem o EC e ao teste nos contexto B (grupo Reexp B)
conforme a Tabela 2.

A ANOVA de uma via [F (4,45) = 29,10, p<0,001] indicou o efeito do contexto
da reexposicao sobre a expressdao do comportamento de medo condicionado
durante o teste. As andlises multivariadas de Tukey evidenciaram que os animais
submetidos ao teste no contexto B, mas que anteriormente realizaram a reexposi¢ao
com o EC (Reexp-EC-B), apresentaram média de tempo de congelamento superior
a dos grupos nao submetidos ao teste no contexto B, mas ndo ao protocolo de
reexposi¢cao (grupo B) ou submetidos a reexposicdo sem o EC (grupo Reexp- B)
(p<0,01). No entanto, o grupo Reexp-EC-B apresentou média de tempo de
congelamento inferior ao do grupo que nao realizou a reexposi¢cdo, mas submetido
ao teste no contexto A (grupo A) (p<0,01) (Figura 8.B).

Estes resultados demostraram que a reexposicdo no contexto alterado na
presenca do EC, mas nao na auséncia dele, induziu a atualizacdo da memoria que
acarretou no aumento da expressdo do comportamento de congelamento no

contexto alterado durante o teste.
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FIGURA 8: Experimento 2 - Validagdo Comportamental
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4.2.2. Validagao farmacoldgica

Na validagao farmacoldgica, os animais realizaram a aquisicao no contexto A,
apos 2 dias foram tratados 30 min antes do protocolo de reexposi¢cao no contexto B
com nimodipino (15 mg/kg) ou veiculo do nimodipino (10 ml/kg) ou ainda nao
submetidos ao tratamento. Apds 2 dias foi realizado o teste no contexto A ou B
(Figura 9.A).

O objetivo da validacdo farmacologica foi avaliar o efeito do tratamento com
nimodipino sobre a atualizagdo da memoria, para tanto foram comparados os
animais submetidos a reexposigao B e ao teste no contexto A ou B (grupos Reexp-
EC-A e Reexp-EC B) com o grupo tratado com nimodipino e submetido ao protocolo
de reexposicéo e teste no contexto B (grupo Reexp-EC-B-nimo) e o grupo tratado
com veiculo do nimodipino submetido ao protocolo de reexposicao e teste no
contexto B (grupo Reexp-EC-B-Veh ) (Tabela 2).

A ANOVA de uma via [F (3,36) = 15,12, p<0,001] indicou o efeito do
tratamento sobre a expressao do comportamento de medo condicionado durante o
teste. As analises multivariadas de Tukey evidenciaram que os animais tratados com
nimodipino (grupo Reexp-EC-B-NIMO) apresentaram média de tempo de
congelamento menor que as apresentadas pelos grupos Reexp-EC-A, Reexp-EC-B,
Reexp-EC-B-Veh (p<0,001). Nao houve diferenga nas demais comparagdes (Figura
9.B).

Estes resultados demonstraram que o tratamento com nimodipino inibiu a
atualizagdo da memoaria induzida pela reexposicdao no contexto alterado na presenca
do EC.
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FIGURA 9: Experimento 2 - Validagdo Farmacolodgica
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4221. Tratamento com Lavanda

Para avaliacdo do efeito do tratamento com o6leo essencial de lavanda os
animais realizaram a aquisi¢do no contexto A, apds 2 dias foram submetidos durante
90s ao protocolo de reexposi¢ao no contexto A e imediatamente apds tratados vapor
d’agua ou 6leo essencial de lavanda nas concentragdes de 1%, 2,5% ou 5%. Apods 2
dias foi realizado o teste nos contextos A ou B (Figura 10.A).

Inicialmente, foram comparados os grupos submetidos ao protocolo de
reexposicao e ao tratamento e testados no contexto A (grupos B-EC-A-vapor, B-EC,
OE1%-A, B-EC-A OE2,5%-A e B-EC-A OE5%-A). Posteriormente, em outra analise,
foram comparados os grupos submetidos ao protocolo de reexposi¢cdo e ao
tratamento e testados no contexto B (grupos B-EC-B vapor, B-EC-B OE1%- B, B-
EC-B OE2,5% e B-EC-B OE5%) (Tabela 2).

Nos animais testados no contexto B, a ANOVA de uma via [F (3,36) =4,41,
p<0,01] ndo evidenciou efeito do tratamento sobre o tempo de congelamento dos
animais. As analises multivariadas de Tukey evidenciaram que os animais do grupo
tratados com Lavanda na concentragdo de 2,5% (grupo B-EC-B OE2,5%)
apresentaram menor média de tempo de congelamento que o grupo controle (B-EC-
B) e os grupos tratados com lavanda nas concentragdes de e 5% (grupo B-EC-B
OE5%) (p<0,05). Nao houve diferengas nas demais comparagdes (Figura 10.B).

Com relagdo aos animais testados no contexto A, a ANOVA de uma via [F
(3,36) =16,36, p<0,001] ndo evidenciou efeito do tratamento sobre o tempo de
congelamento dos animais. As analises multivariadas de Tukey evidenciaram que os
animais do grupo tratados com Lavanda na concentragcéo de 1% (grupo Reexp-EC-A
OE1%) apresentaram menor média de tempo de congelamento que o grupo controle
(Reexp-EC-A) (p<0,05). Nao houve diferengas nas demais comparag¢des (Figura
10.C).

Estes resultados demonstram que o tratamento com lavanda inibe a
atualizagcdo da memoria induzida pela reexposicdo no contexto alterado na presenca
do EC.
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FIGURA 10: Experimento 2 - Tratamento com Lavanda
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média e E.P.M. e representam a porcentagem de tempo de permanéncia no comportamento de
congelamento em segundos. * p<0,01 em relagdo ao grupo B-EC-B- Vapor. Anova de uma via. C- Os
dados estdo expressos na forma de média e E.P.M. e representam a porcentagem de tempo de
permanéncia no comportamento de congelamento em segundos. * p<0,01 em relagdo ao grupo B-

EC-A- Vapor. Anova de uma via.
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4.3.Experimento 3: Generalizacdo da Memoria

4.3.1. Validagdo comportamental

Durante a validacao comportamental, os animais realizaram a aquisicdo no
contexto A, apos 14 dias foram submetidos durante 180s ao protocolo de
reexposi¢cado no contexto A, ou ainda ndo submetidos a reexposi¢cao. Apds 14 dias foi
realizado o teste nos contextos A ou B (Figura 11.A).

O objetivo da validagdo comportamental foi avaliar o efeito da reexposi¢céo ao
contexto, sobre a expressdo do comportamento de congelamento. Para tanto, foram
comparados os animais ndo submetidos ao protocolo de reexposi¢cao e submetidos
ao teste contexto A ou B (grupos A e B) com os animais submetidos ao protocolo de
reexposicao e ao teste dos contextos A ou B (grupos Reexp-A e Reexp-B) (Tabela
3).

A ANOVA de uma via [F (3,36) = 11,17, p<0,001] indicou o efeito do contexto
da reexposicdo sobre a expressdao do comportamento de medo condicionado
durante o teste. As analises multivariadas de Tukey evidenciaram que os animais do
grupo Reexp-B apresentam média de tempo de congelamento inferior a dos grupos
A, B e Reexp A-B (p<0,05). Nao houve diferengas nas demais comparagdes (Figura
11.B).

Estes resultados demostraram que a reexposi¢ao no contexto, mantiveram a
precisdo da memoria acarretando na reducido da expressao do comportamento de

congelamento no contexto alterado durante o teste.
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FIGURA 11: Experimento 3 - Validagdo Comportamental
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A- Desenho experimental da validagdo comportamental. B- Os dados estdo expressos na forma de
média e E.P.M. e representam a porcentagem de tempo de permanéncia no comportamento de
congelamento em segundos. * p<0,05 em relagédo ao grupo B,  p<0,05 em relagdo ao grupo Reexp
A. ANOVA de uma via.
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4.3.2. Validagao farmacoldgica

Na validagao farmacoldgica, os animais realizaram a aquisicao no contexto A,
apods 14 dias foram tratados 30 min antes do protocolo de reexposi¢do no contexto B
com nimodipino (15 mg/kg) ou veiculo do nimodipino (10 ml/kg) ou ainda nao
submetidos ao tratamento. Apds 14 dias, foram realizados os testes no contexto A
ou B (12.A).

O objetivo da validacdo farmacologica foi avaliar o efeito do tratamento com
nimodipino sobre a precisdo da memodria, para tanto foram comparados os animais
que foram reexpostos e submetidos aos testes no contexto A ou B (grupos Reexp-A
e Reexp-B) com o grupo tratado com nimodipino e submetidos ao protocolo de
reexposicao e teste no contexto B (grupo Reexp-NIMO B-B) e o grupo tratado com
veiculo do nimodipino submetido ao protocolo de reexposicao e teste no contexto B
(grupo Reexp-Veh B-B) ( Tabela 3).

A ANOVA de uma via [F (3,36) =23,08, p<0,001] indicou o efeito do
tratamento sobre a expressao do comportamento de medo condicionado durante o
teste. As analises multivariadas de Tukey evidenciaram que os animais tratados com
nimodipino (grupo Reexp-NIMO-B) apresentaram média de tempo de congelamento
superior as apresentadas pelos grupos Reexp-B e Reexp-Veh-B (p<0,001). Nao
houve diferengcas nas demais comparagodes (Figura 12.B).

Estes resultados demonstram que o tratamento com nimodipino inibe a
reconsolidagdo da memoria induzida pela reexposi¢cdo ao contexto, induzindo assim
generalizagdo desta memoria, manifestada pelo aumento da expressdo do

comportamento de congelamento durante o teste no contexto alterado.
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FIGURA 12: Experimento 3 - Validagdo Farmacologica
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A- Desenho experimental da validagdo farmacoldgica. B- Os dados estdo expressos na forma de
média e E.P.M. e representam a porcentagem de tempo de permanéncia no comportamento de
congelamento em segundos. *** p<0,05 em relacdo ao grupo Reexp-B, *s» p<0,05 em relagédo ao
grupo Reexp- B VEH. ANOVA de uma via.
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4.3.2.1. Tratamento com Lavanda

Para avaliagao do efeito do tratamento com 6leo essencial de lavanda, os
animais realizaram a aquisicdo no contexto A, apos 14 dias foram submetidos
durante 180s ao protocolo de reexposicdo no contexto A e imediatamente apds
tratados com vapor d’agua ou 6leo essencial de lavanda nas concentragées de 1%,
2,5% ou 5%. Dois dias ap0s foi realizado o teste nos contextos A ou B (13.A).

Para tanto, inicialmente foram comparados os grupos submetidos ao
protocolo de reexposi¢ao e ao tratamento e testados no contexto A (grupos Reexp-A
vapor, Reexp-A OE1%, Reexp-A OE2,5% e Reexp-A OE5%). Posteriormente, em
outra analise, foram comparados os grupos submetidos ao protocolo de reexposigcéao
e ao tratamento e testados no contexto B (grupos Reexp-B vapor, Reexp-B OE1%,
Reexp-B OE2,5% e Reexp-B OE5%) (Tabela 3).

Nos animais testados no contexto B, a ANOVA de uma via [F (3,36) =10,14,
p<0,001] evidenciou efeito do tratamento sobre o tempo de congelamento dos
animais. As analises multivariadas de Tukey evidenciaram que os animais do grupo
tratados com Lavanda na concentragao de 2,5% e 5% (grupos Reexp- B OE2,5%,
Reexp- B OE5%) apresentaram média de tempo de congelamento superior a do
grupo controle (grupo Reexp-B) e do grupo tratado com lavanda na concentragao de
1% (grupo Reexp-B OE1%) (p<0,01). N&o houve diferencas nas demais
comparacoes (Figura 13.B).

Com relagdo aos animais testados no contexto A, a ANOVA de uma via [F
(3,36) =1,80, p=0,165] nédo evidenciou o efeito do tratamento sobre a expressao do
comportamento de medo condicionado durante o teste no contexto A (Figura 13.C).

Estes resultados demonstram que o tratamento com lavanda inibe a
reconsolidacdo da memoaria induzida pela reexposicdo ao contexto, induzindo assim
generalizagdo desta memoria, manifestada pelo aumento da expressdo do

comportamento de congelamento durante o teste no contexto alterado.
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FIGURA 13: Experimentos 3 -Tratamento com Lavanda.
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TABELA 4: Experimento 1 — Atualizagdo da memoria de medo condicionado ao contexto.

Comportamento de

Grupos (N=10) Tratamento Reexposicao Teste 1 Reativacao Teste 2
Congelamento

A Nao Nao A Nao Nao Elevado

B Nao Nao B Nao Nao Baixo
AB-A Nao AB A Nao Nao Elevado
AB-B Nao AB B Nao Nao Elevado

B-B Nao B B Nao Nao Baixo

B-A Nao B A Nao Nao Baixo
AB-A Nao AB A Nao Nao Elevado
AB-B Nao AB B Nao Nao Elevado
AB-B-VEH Veiculo- NIMO AB B Nao Nao Elevado

AB-B-NIMO NIMO AB B Néao Nao Baixo
AB-A Vapor Vapor AB A Nao Nao Elevado

AB-A OE 1% OE 1% AB A Nao Nao Baixo
AB-A OE 2,5% OE 2,5% AB A Nao Nao Elevado
AB-A OE 5% OE 5% AB A Nao Nao Elevado
AB-B Vapor Vapor AB B Nao Nao Elevado

AB-B OE 1% OE 1% AB B Nao Nao Baixo
AB-B OE 2,5% OE 2,5% AB B Nao Nao Elevado
AB-B OE 5% OE 5% AB B Nao Nao Elevado
REACT OE 1% OE 1% AB B B B Elevado
REACT VAPOR Vapor AB B B B Elevado




TABELA 5: Experimento 2 - Atualizagao da memoaria de medo condicionado ao som.

Comportamento de

Grupos (N=10) Tratamento Reexposicao Teste
Congelamento
A Nao Nao A Elevado
B Nao Nao B Baixo
REEXP- EC- A Nao B A Elevado
REEXP- B Nao B B Baixo
REEXP- EC- B Nao B B Elevado
REEXP- EC- B- VEH Veiculo NIMO B B Elevado
REEXP- EC- B- NIMO NIMO B B Baixo
REEXP-EC-A OE 1% OE 1% B A Baixo
REEXP-EC-A OE 2,5% OE 2,5% B A Elevado
REEXP-EC-A OE 5% OE 5% B A Elevado
REEXP-EC-B OE 1% OE 1% B B Baixo
REEXP-EC-B OE 2,5% OE 2,5% B B Elevado
REEXP-EC-B OE 5% OE 5% B B Elevado
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TABELA 6: Experimento 3 - Manutengao da precisdao da memoria

Comportamento de

Grupos (N=10) Tratamento Reexposicao Teste
Congelamento
A Nao Nao A Elevado
B Nao Nao B Elevado
REEXP-A Nao A A Elevado
REEXP-B Nao A B Baixo
REEXP- VEH- B Veiculo NIMO B B Baixo
REEXP-NIMO-B NIMO B B Elevado
REEXP-A OE 1% OE 1% A A Elevado
REEXP-B OE 1% OE 1% A B Baixo
REEXP-A OE 2,5% OE 2,5% A A Elevado
REEXP-B OE 2,5% OE 2,5% A B Elevado
REEXP-A OE 5% OE 5% A A Elevado
REEXP-B OE 5% OE 5% A B Elevado
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5. DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliado o efeito da aromaterapia com OE de lavanda sobre
a atualizacdo e manutencdo da precisdo da memoéria, que Sao processos
relacionados ao fendmeno de reconsolidagdo de memodrias. Os experimentos
demonstraram que as manipulacdes ambientais na sessdo de reexposicao
acarretaram em alteragcbes na manifestagdo do comportamento de congelamento
dos animais durante a sessao de teste. Estas mudancgas na resposta da memoria de
medo condicionado ao contexto sdo decorrentes do processo de reconsolidagao,
pois em todos os experimentos, a administragcao de nimodipino reverteu os efeitos
das manipulacbes ambientais sobre a expressdo do comportamento de
congelamento. O tratamento com OE de lavanda, por sua vez, também reverteu os
efeitos das manipulagcdes ambientais durante a sessdo de reexposicdo na resposta
da memodria de medo condicionada, demostrando assim que o OE de lavanda inibiu
0 processo de reconsolidacido de memorias.

A Lavanda ¢é utilizada mundialmente, devido as suas propriedades
terapéuticas de conhecimento popular, no alivio da dor, transtornos cognitivos,
insénia, depressao, ansiedade e patologias relacionadas ao estresse. Apesar deste
6leo essencial ser utilizado ha séculos, poucos estudos pré-clinicos e clinicos foram
realizados de forma sistematica, sendo a maioria dos registros médicos até entao,
relatados de forma empirica através da mensuracdo de seus efeitos fisiologicos e
psicologicos (PERRY; PERRY, 2006). A crescente conscientizacdo dos efeitos
adversos, neurotoxidade e interagbes medicamentosas relacionadas ao uso de
antidepressivos e ansioliticos abriram precedentes para novos estudos e novas
estratégias e agentes farmacologicos mais seguros em saude mental (TUROLLA;
NASCIMENTO, 2006).

Com relagdo a farmacologia do o6leo essencial de Lavanda, Chioca e
colaboradores (CHIOCA et al., 2013b) demonstraram que a combinagédo de doses
sub efetivas de agonista 5-HT1A associado com Lavanda apresentou efeitos
ansioliticos em paradigmas de ansiedade incondicionada, enquanto o pré-tratamento
com o antagonista do receptor 5-HT1A inibe os efeitos da Lavanda nos mesmos
paradigmas de ansiedade. A evidéncia do efeito da Lavanda no receptor 5-HT1A foi
confirmada em um estudo clinico, que mostrou a infra regulagao do receptor 5-HT1A
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em estruturas limbicas, entre elas o hipocampo, apds o tratamento oral com
Lavanda (BALDINGER et al., 2014). Além disso, a Lavanda também possui efeitos
sobre a neurotransmiss&o glutamatérgica, atuando como antagonista dos receptores
NMDA (ELISABETSKY; MARSCHNER; ONOFRE SOUZA, 1995; ELISABETSKY;
SILVA BRUM; SOUZA, 1999; LOPEZ et al., 2017). Tanto a neurotransmiss&o
serotoninérgica quanto a neurotransmissdo glutamatérgica desempenham um
importante papel de modulagdo da atividade de estrutura do sistema limbico,
especialmente o hipocampo e a amigdala, que sdo as principais estruturas
envolvidas na consolidagdo e reconsolidagdo de memodrias de medo (CHAAYA;
BATTLE; JOHNSON, 2018; CRASKE et al.,, 2017; REICHELT; LEE, 2013), bem
como na etiologia dos transtornos de ansiedade (CALHOON; TYE, 2015).

No experimento 1, objetivamos avaliar o efeito da aromaterapia do odleo
essencial de lavanda sobre a atualizacdo da memodria de medo condicionado ao
som. Neste experimento, a reexposicdo em contexto hibrido (AB), mas n&o no
contexto alterado (B), foi capaz de induzir a incorporagdo de nova informagao que
acarretou na expressdo do comportamento de congelamento mesmo em um
contexto diferente daquele da memodria original (A). Este fendmeno de atualizagéo
do contexto da memdéria de medo condicionado é decorrente da labilizacdo da
memoria induzida pelo processo de reconsolidagdo, uma vez que o tratamento com
nimodipino foi capaz de reverter a incorporagcao da nova informacédo contextual a
memoria original. Nossos resultados demonstraram que o tratamento com dleo
essencial de lavanda apds a sessado de reexposicdo, apenas na concentracdo de
1%, foi capaz de reduzir o nivel da expressao do comportamento de congelamento
dos animais testados no contexto B, ou seja, nos animais que deveriam atualizar a
memoaoria.

A incorporagao de novos elementos contextuais a memaria original promovida
pela atualizacdo da memodria € importante para manutencdo da relevancia de
memorias aversivas no paradigma de medo condicionado ao contexto (DE
OLIVEIRA ALVARES et al.,, 2013). No entanto, o processo de atualizagdo esta
relacionado com o componente cognitivo de varios transtornos psiquiatricos, como a
dependéncia, ansiedade e em especial o TEPT (LEE; NADER; SCHILLER, 2017).
No experimento 1 o tratamento com OE de lavanda, apenas na concentragao de 1%,
foi capaz de inibir a atualizagdo da memoria de medo condicionado ao contexto.

Este resultado vai ao encontro de outros estudos que demostram que a inibicdo da
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atualizacdo de memorias, utilizando drogas que afetam o processo de
reconsolidagao, inibe a expressdo de memorias de medo condicionado ao contexto,
memorias relacionadas com a dependéncia de drogas e também com o TEPT (DE
OLIVEIRA ALVARES et al.,, 2013; ESCOSTEGUY-NETO et al., 2016; NEJATI;
SALEHINEJAD; SABAYEE, 2018).

Este efeito do d6leo essencial de Lavanda sobre a reconsolidagdo de
memorias pode ser explicado tanto por seus efeitos serotoninérgicos, quanto pelos
efeitos glutamatérgicos. Estudos na literatura demonstraram que o tratamento com
agonistas 5-HT1A, bem como outros agentes serotoninérgicos, quanto com
antangonistas dos receptores NMDA, inibe a consolidagdo de memorias aversivas
(BAUER, 2015; BURGHARDT; BAUER, 2013) e reconsolidagdo (NIKITIN et al.,
2018; OGREN et al., 2008). Tais resultados demonstram, portanto, o potencial
terapéutico da aromaterapia com oleo essencial de lavanda no tratamento dos
transtornos de ansiedade.

E importante destacarmos ainda, que no experimento 1, o tratamento com o
OE de lavanda, além de reduzir a expressao do comportamento de congelamento
dos animais testados no contexto B, ou seja, nos animais que deveriam atualizar a
memoria, a aromaterapia também reduziu a expressdo do comportamento de
congelamento dos animais testados no contexto A, que por sua vez nao
necessitavam da sessdo de reexposicdo para expressar o comportamento de
congelamento, uma vez que o contexto do teste € o mesmo do condicionamento.
Tais resultados sugerem que a lavanda poderia estar facilitando o processo de
extincdo de memodrias.

Para confirmar esta hipotese, realizamos um experimento de reativagao da
memoria. Este experimento baseia-se na caracteristica intrinseca do processo de
extingdo conhecida como recuperacdo espontanea, na qual a exposi¢cao ao El
(estimulo elétrico) é capaz de causar a reativacdo de memorias extintas (LATTAL,;
ABEL, 2004). Nossos resultados demostraram que a nova exposigdo ao estimulo
incondicionado nos animais tratados com 06leo essencial de lavanda foi capaz de
reativar a memoria original, demonstrando desta forma, que neste modelo, a lavanda
na concentracdo de 1% facilitou o processo de extingdo da memdédria de medo
condicionado ao contexto.

Tanto a extingdo quanto a reconsolidagdo de memorias sdo processos

decorrentes da evocagdo da memoria original. Além disso, ambos processos séo
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afetados pela administracao de inibidores de sintese proteica durante a evocacao da
memodria (ALMEIDA-CORREA; AMARAL, 2014). No entanto, apesar destas
similaridades, ha diferencas importantes entre ambos os processos. Embora ambos
sejam afetados pela administragcdo de inibidores de sintese proteica, a resposta
decorrente da acao destas drogas € oposta, enquanto que na reconsolidagdo ha
reducdo da expressdo da memoria durante o teste, no processo de extincdo ocorre a
manuteng¢dao da memoria (EISENBERG et al., 2003; NADER; SCHAFE; LE DOUX,
2000).

As diferencas entre os processos de extingcdo e reconsolidacdo podem ser
explicados, ao menos em parte, por diferencas no protocolo comportamental,
especialmente no que diz respeito as diferencas do estimulo entre a aquisicdo e
sessdo de reexposicdo (ALMEIDA-CORREA; AMARAL, 2014). Poucas alteragdes no
ambiente (contexto e tempo de exposigdo) entre a aquisicdo e a reexposi¢cao
acarretam no processo de reconsolidagdo, conquanto, muitas alteracbes no
ambiente entre a aquisicdo e a reexposicdo acarretam na extincdo da memoria
(BESNARD, 2012; GERSHMAN; NIV, 2010).

Diante do exposto, € possivel que, em nosso modelo, o contexto hibrido néo
constitui uma alteracdo suficiente para desencadear o processo de extincdo. Desta
forma, ocorre o processo de reconsolidagao e, consequentemente, a atualizagao da
memoria. Todavia, sob o efeito do OE de lavanda o contexto hibrido torna-se
diferente do contexto utilizado na aquisicdo o suficiente para desencadear o
processo de extingdo da memoria, corroborando a nossa hipotese de que a
aromaterapia com OE de lavanda facilitou o processo de extingao.

Além das diferengas no protocolo comportamental entre os processos de
reconsolidacdo e extingdo da memoria, as propriedades serotoninérgicas e
glutamatérgicas da Lavanda, também justificam em partes nossos resultados.
Evidéncias da literatura sugerem que agentes serotoninérgicos aumentam a
extinggo de memoérias de medo. A administragdo aguda de 3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA) antes da sessdo de extin¢do facilita a extingdo
da memdria condicionada do medo (YOUNG et al., 2015). Em um estudo mais
recente, foi demonstrado que o tratamento crénico com fluoxetina, um inibidor de
recaptagdo de serotonina seletivo classico, impedia a generalizagdo e facilitava a
extingdo da memoaria de medo condicionado (PEDRAZA et al., 2019). Esses estudos

estdo de acordo com nossos resultados, que mostraram que o tratamento com
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Lavanda facilitou a extincdo da memodria de medo condicionado. Entretanto, o pré-
tratamento com citalopram, outro inibidor seletivo da recaptagao de serotonina, inibiu
o efeito do MDMA na extingdo de memoaria (YOUNG et al., 2017) e o tratamento com
agonistas do receptor 5-HT1A retardaram a extingdo da memdria do medo
(PITSIKAS et al., 2003; QUARTERMAIN; CLEMENTE; SHEMER, 1993). No entanto,
€ importante mencionar que em todos os estudos citados o tratamento foi realizado
antes da sessao de reexposicao/extingao, enquanto em nosso estudo a vaporizagao
foi realizada apds a sessao de reexposi¢ao, portanto ha alteragdes na dindmica de
ativagcdo das estruturas neuroanatdmicas, especialmente hipocampo e amigdala
basolateral entre os experimentos, o que pode justificar as discrepancias dos
resultados.

Assim como a neurotransmissdo serotoninérgica, a modulagdo do glutamato
na extingdo da memoadria do medo nao é simples. Estudos recentes, em acordo com
nossos resultados, sugerem que a memantina, antagonista do receptor NMDA, e
também a cetamina, antagonista do receptor AMPA, aumentam o aprendizado da
extincdo de memorias aversivas (GIRGENTI et al., 2017; GOLISCH et al., 2017). No
entanto, varios estudos mostram que o tratamento com o acido 2-amino-5-
fosfonopentandico (APS), antagonista do receptor NMDA, prejudica a extingdo de
memoria de medo condicionado (GAO et al.,, 2018; GOODMAN; RESSLER;
PACKARD, 2017; YANG et al., 2007). Enquanto que, a D-Cicloserina, agonista do
receptor NMDA, facilita a extingdo da memoédria (GOODMAN; RESSLER; PACKARD,
2017; KLASS et al., 2017; YANG et al., 2007).

No experimento 2, assim como no experimento 1, objetivamos avaliar a
atualizacdo da memoria de medo condicionado ao contexto. No entanto, neste
experimento, a reativagdo da memodria e sua consequente labilizagao, foi induzida
através do EC (som) no contexto diferente da memaria original. Esta alteragao do
estimulo utilizado para labilizagdo da memodria é relevante para avaliar o efeito a
aromaterapia com OE de lavanda, pois, as estruturas neuroanatdémicas que mediam
a reconsolidacdo da memoédria de medo condicionado ao som sao diferentes
daquelas que medeiam o medo condicionado ao contexto. Enquanto que na
memoria de medo condicionado ao contexto, o HPC e amigdala sao as estruturas
predominantes para a reconsolidagdo da memodria, na memoéria de medo
condicionado ao som destacam-se o cortex sensorial, a amigdala e particularmente
o CPF (IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW, 2016; QUIRK; GARCIA; GONZALEZ-LIMA,
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2006). Além disso, evidencias na literatura demonstram que drogas que inibem a
reconsolidacao da memodria de medo condicionado ao contexto podem nao inibir a
reconsolidagdo da memoria de medo condicionado ao som (DEBIEC; LEDOUX,
2004).

Os resultados do experimento 2 demostraram que a reexposicdo em um
contexto diferente da memdria original (B) e na presenga do EC (som) foi capaz de
induzir a incorporagdo da nova informagdo contextual a memdria original,
acarretando na expressdo do comportamento de congelamento mesmo em contexto
diferente. Este fendbmeno de atualizacdo do contexto da memodria de medo
condicionado ao som foi decorrente da labilizagdo da memdria induzida pelo
processo de reconsolidagdo, uma vez que o tratamento com nimodipino foi capaz de
reverter a incorporagéo da nova informagéo contextual a memoria original.

Nossos resultados também demonstraram que o tratamento com odleo
essencial de lavanda, apds a sessao de reexposicdo, apenas na concentragcao de
2,5%, foi capaz de reduzir o nivel da expressao do comportamento de congelamento
dos animais testados no contexto B. Além disso, assim como ocorrido no
experimento 1, o tratamento com lavanda na concentragao de 1%, também reduziu
a expressao do congelamento dos animais testados no contexto A. Tais resultados
sugeriram que a lavanda facilitou a extingdo de memodrias no modelo de medo
condicionado ao som.

Outro aspecto importante da reconsolidagdo de memorias esta relacionado
com a capacidade de discriminagéo dos aspectos contextuais das memérias (LEE,
2009). Estudos demonstram que animais submetidos ao protocolo de medo
condicionado perdem a capacidade de discriminar o contexto com o passar do
tempo, de modo que longos periodos entre as sessdes de aquisicao e teste fazem
com que 0s animais apresentem o comportamento de congelamento em contextos
diferentes daqueles utilizados na sessdo de aquisicdo. No entanto, a realizagao de
uma unica sessao de reexposicdo ao contexto original, entre as sessdes de
aquisicao e teste, mantém a capacidade dos animais discriminarem o contexto, ou
seja, mantém a precisdo da memoria (WILTGEN et al., 2010; WILTGEN; SILVA,
2007).

A generalizagdo da memoria, mediada pela perda de precisdo da memoria,
esta relacionado com as estruturas relacionadas com a evocagcdo das memorias

contextuais ao longo da dindmica do processo de consolidagdo. Nesta dindmica, os
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aspectos contextuais das memodrias recentes sdo evocados pelo HPC, que possuem
maior capacidade de discriminar o contexto, enquanto os aspectos contextuais de
memorias remotas sao evocados pelo CPF, que por sua vez possui menor
capacidade de discriminar o contexto. Esta dindmica da evocagcdo de memorias
contextuais por diferentes estruturas cerebrais, ao longo do tempo é denominado de
Consolidagao de Sistemas (WANG; MORRIS, 2010; WILTGEN; TANAKA, 2013).
Diante do exposto, no experimento 3 objetivamos avaliar o efeito da aromaterapia
com OE de lavanda sobre a manutengao da precisdo da memoaria.

Os resultados do experimento 3 demostraram que, apos 28 dias da sessao de
aquisicao, houve generalizagdo da memodria de medo condicionado ao contexto,
uma vez que durante o teste tanto o grupo A quanto o grupo B expressaram o
comportamento de congelamento. Adicionalmente, a sessdo de reexposigcdo foi
capaz de manter a precisdo da memoaria, uma vez que o grupo A-B apresentou uma
redugcdo na expressao do comportamento de congelamento. Assim como no
experimento 1, este processo de manutencdo da precisdo € dependente da
reconsolidacdo da memoria, visto que o tratamento com nimodipino foi capaz de
reverter o efeito da reexposicdo ao contexto, induzindo assim a generalizagdo da
memoria.

O tratamento com éleo essencial de lavanda, nas doses de 2,5 e 5%, por sua
vez, foi capaz de inibir o processo de reconsolidacdo, induzindo assim a
generalizagdo da memoria, visto que os animais A-B OE2,5% e A-B OES%
expressaram maior nivel de congelamento que os grupos A-B e A-B OE1%. No
entanto, ndo foi evidenciado efeito do tratamento nos animais testados no contexto
A, indicando que neste protocolo o tratamento com 6leo essencial de lavanda nao
facilitou o processo de extingdo. Este resultado é muito interessante, pois este
processo de generalizacdo de memorias contextuais, mediado pela Consolidagéo de
Sistemas, desempenha papel relevante no desenvolvimento de memorias
emocionais negativas relacionadas com os transtornos de ansiedade (VISSER et al.,
2018).

Vale ressaltar ainda que os resultados dos experimentos apresentaram
diferencas na resposta ao tratamento com lavanda nos diferentes experimentos.
Enquanto no experimento da atualizaggo da memoria (experimento 1) a
concentracio eficaz foi a de 1% e o tratamento acelerou o processo de extingao, no

experimento da manutencdo da memoria as concentragdes eficazes foram de 2,5 e
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5 % e inibiram tdo somente o processo de reconsolidagdo. Tais diferengas podem
ser explicadas pela existéncia de condi¢gdes limites para a ocorréncia do processo de
reconsolidacado, sendo elas: idade, forca e forma de reativagdo da memoria
(HAUBRICH; NADER, 2018).

Quanto a idade da meméria, a reativagdo de memodrias recentes (2 e 7 dias
apos a consolidagao) sdo mais susceptiveis as manipulagdes farmacolégicas do que
memorias remotas (14 e 28 dias apds a consolidagdo) (ALBERINI, 2005). Logo no
experimento 1, o tratamento é realizado em uma memoaria recente e no experimento
3 o tratamento é realizado em uma memoéria remota, podendo esta ter sido a razao
pela qual no experimento 1 a lavanda induziu o processo de extingdo, enquanto no
experimento 3, limitou-se apenas a inibir a reconsolidacdo. Em relagdo a for¢ca da
memoria, estudos na literatura evidenciam que quanto mais forte e relevante é a
memoria, menos labil e susceptivel a manipulagbes farmacolégicas ela se torna
(LEE, 2010; MORRIS et al., 2006). No entanto, ndo existe diferenca na forga da
memoria entre os experimentos, uma vez que ambos foram submetidos ao mesmo
protocolo de condicionamento.

Por fim, em relacdo ao desenho do protocolo de reexposicdo, este também
pode afetar o desfecho comportamental. O tempo de reexposicdo muito curto pode
nao induzir a labilizagdo, enquanto que periodos longos podem causar sua extingao
(BUSTOS; MALDONADO; MOLINA, 2009; SUZUKI, 2004). Além disso, alteragbes
contextuais durante a reexposicdo podem facilitar a inibicdo do processo de
reconsolidacdo (ESCOSTEGUY-NETO et al.,, 2016). Portanto as diferengcas de
tempo e contexto durante a sessido de reexposi¢cao nos experimentos 1 e 3 podem
explicar as diferencas nos resultados.

Outra explicacdo possivel para auséncia da curva dose resposta do
tratamento com a Lavanda se deve ao efeito bifasico dos agentes serotoninérgicos.
Kumar e colaboradores demonstraram que ratos tratados com altas doses de
Buspirona, um agonista parcial ansiolitico 5-HT1A atipico, apresentaram o efeito
ansiogénico em paradigmas de ansiedade incondicionada (KUMAR et al., 2016).
Embora esse efeito bifasico ndo esteja bem estabelecido na cognigdo, estudos
sugerem que a ativagao de receptores 5-HT1A pds-sinapticos esta relacionada a
inibicdo de memarias aversivas, enquanto a ativagcado pré-sinaptica de receptores 5-
HT1A esta relacionada a reducgao da liberagcdo de serotonina e, consequentemente,

facilitando a aquisigdo de memorias aversivas (STIEDL et al., 2015).
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Do ponto de vista clinico, os mecanismos cognitivos associados aos transtornos
de ansiedade e o transtorno do estresse pods-traumatico estdo associados ao
desenvolvimento de um ciclo de ansiedade antecipatoria, que levam ao aumento dos
sintomas de ansiedade mediante a apresentagdo de pistas associadas com
situagcbes aversivas. Portanto, tais mecanismos cognitivos desempenham um
relevante papel na manutencdo e na etiologia da ansiedade (MACLEOD;
MATHEWS, 2012). Neste sentido, drogas que inibem a reconsolidag&o ou facilitam a
extingdo de memodrias aversivas sao eficientes para minimizar a relevancia
emocional das pistas associadas, prevenindo assim o ciclo patoldgico de ansiedade
antecipatéria (INOUE; KITAICHI; KOYAMA, 2011). Desta forma, nosso estudo
sugere um potencial terapéutico da reativagcdo de memorias aversivas e/ou
traumaticas, sobre o efeito da aromaterapia com 6leo essencial de lavanda,
associada as terapias cognitivas no tratamento dos transtornos de ansiedade e do
estresse pos-traumatico.

Contudo em nosso estudo evidenciamos também que, embora o 6leo essencial
de lavanda possua este potencial terapéutico, o mesmo deve ser explorado de
maneira cautelosa, a depender da concentracdo do 6leo e das caracteristicas da
memoria. A principio o efeito dual do mecanismo serotoninérgico do 6leo essencial
de lavanda dificulta a padronizagao de doses. Além disso, o 6leo facilitou a extingao
de memodrias aversivas recentes, mas em memaorias aversivas remotas, a inibicdo da
reconsolidacdo mediada pelo dleo acarretou em processo de generalizagdo destas
memorias. Portanto, a utilizagdo da aromaterapia com 6leo essencial de lavanda tem
potencial terapéutico no tratamento de traumas e memorias aversivas recentes,
todavia, pode agravar traumas e memoarias aversivas remotas.

Em suma, evidenciamos no presente estudo a importancia do processo de
reconsolidacdo de memoérias para a incorporar novos elementos contextuais a
memoria de medo condicionado ao contexto, acarretando assim na atualizacdo da
memoria, bem como na manutencdo da precisdo em discriminar os elementos
contextuais desta memoria, evitando assim sua generalizagdo. Nossos resultados
demonstram que as propriedades serotoninérgicas e glutamatérgicas do O6leo
essencial de lavanda exercem uma importante modulacdo dos mecanismos
cognitivos relacionados com os transtornos de ansiedade. No entanto, a resposta
terapéutica adequada depende da correta concentracdo e principalmente das
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condi¢des neurobiolégicas adequadas, no que diz respeito a idade da memoria e o

contexto de vivéncia da mesma.
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6. CONCLUSAO

1. A aromaterapia com OE de lavanda na concentracdo de 1% inibiu o
efeito do contexto hibrido sobre a memodria de condicionado ao contexto
facilitando a extingdo da memoaria (experimento 1).

2. A aromaterapia com OE de lavanda nas concentracdes de 1% (para os
animais testados no contexto A) e 2,5 % (nos animais testados no contexto B)
inibiram o efeito do estimulo sonoro durante a reexposi¢cao sobre a memdria de
medo condicionado ao contexto facilitando a extingdo da memoaria (experimento
2).

3. A aromaterapia com OE de lavanda nas concentrag¢des de 2,5% e 5%
inibiram o efeito da reconsolidacdo sobre os animais testados no contexto
alterado, mas n&o no contexto original, inibindo, portanto, somente o processo de

reconsolidagao (experimento 3).
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Resumo

INTRODUCAO: Individuos submetidos a eventos traumaticos sdo mais susceptiveis
a desenvolverem quadros de ansiedade, levando-nos a crer na potencialidade
terapéutica da modulagdo das memoarias aversivas, podendo prevenir o surgimento
de quadros de ansiedade secundarios. Depois de consolidadas, as memdrias sao
submetidas a processos de modulacdo quando sido evocadas. Um desses
processos inclui a reconsolidacdo, mantendo a relevancia, forca e atualizacdo. Em
decorréncia da via de administragdo, a inalagdo de OE de lavanda (Lavandula
angustifolia) gera agédo ansiolitica aliada a baixa distribuicdo dos componentes
quimicos do 6leo essencial no organismo. Como consequéncia, € possivel obter
efeitos ansioliticos com baixa incidéncia de efeitos colaterais sistémicos e interacbes
medicamentosas. Além disso, sabe-se que o OE de lavanda modula o sistema
serotonérgico, glutamatérgico e também atua em canais idnicos operados por
voltagem. Tais a¢des sdo importantes na dindmica de reconsolidagao das memorias.
OBJETIVO: Sendo assim, avaliamos os efeitos da aromaterapia na reconsolidagao
de memodrias aversivas. METODOS: 450 camundongos C57BL/6 machos foram
submetidos ao teste do medo condicionado ao contexto e medo condicionado ao
som e expostos a inalagdo do Odleo essencial de lavanda (1, 2,5% e 5%) em
diferentes momentos do desenho experimental. RESULTADOS: A inalagdo do OE
de lavanda inibiu a atualizagdo da memoaria de condicionado ao contexto (1%) e ao
som (2,5%). No entanto, ap6s a o tratamento com o OE a memoria pode ser
reestabelecida através de uma sessao de reativagcéo, sugerindo assim que o OE de
lavanda inibe a atualizacdo da memoria através da facilitagcdo do processo de
extingdo da memdria original. Além disso a lavanda inibiu a reconsolidacédo de
memorias remotas (2,5% e 5%), promovendo sua generalizagdo. CONCLUSAO: a
inalacdo do OE de L. angustifolia modula os mecanismos cognitivos relacionados
com a ansiedade, sendo, portanto, uma opg¢ao terapéutica efetiva para prevenir ou

minimizar os efeitos de pistas contextuais sobre os transtornos de ansiedade.

Palavras-chave: ansiedade, aromaterapia, lavandula, memoria, condicionamento

classico.
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Abstract

INTRODUCTION: Individuals undergoing traumatic events are more likely to develop
anxiety disorders, leading us to believe in the therapeutic potential of modulating
aversive memories, which may prevent the occurrence of secondary anxiety
problems. Once consolidated, the memories are subjected to modulation processes
when they are evoked. One such process includes reconsolidation, maintaining
relevancy, strength and actualization. As a result of the route of administration,
inhaled lavender EO (essential oil) promotes anxiolytic effects allied to lower
systemic distribution of this chemical compounds. Consequently, it is possible to
obtain anxiolytic effects with a low incidence of systemic side effects and drug
interactions. Furthermore, lavender EO to modulate serotonergic and glutamatergic
systems, and also, interact with voltage-dependent ion channels. These actions play
an important role in the memory reconsolidation mechanisms. AIM: In this sense, we
evaluated the effects of aromatherapy on the reconsolidation of aversive memories.
METHODS: 450 males C57BL/6 mice were subjected to tests of fear conditioned to
the environment and fear conditioned to sound, and exposed to lavender EO
inhalation (1%, 2.5% and 5%) in distinct moments of experimental design.
RESULTS: lavender EO inhalation inhibited the updating of context-conditioned
memory (1%) and sound (2.5%). However, after treatment with the EO, the memory
can be reestablished through a reactivation session, thus suggesting that the
lavender EO inhibits the memory upgrade by facilitating the process of extinguishing
the original memory. In addition, lavender inhibited the reconsolidation of remote
memories (2.5% and 5%), promoting its generalization. CONCLUSION: inhalation of
the EO of L. angustifolia modulates cognitive mechanisms related to anxiety and is
therefore an effective therapeutic option to prevent or minimize the effects of

contextual traces on anxiety disorders.

Key words: anxiety, aromatherapy, lavender, memory reconsolidation
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Listas e Apéndices

Apéndice I Parecer do CEUA sobre o projeto de  pesquisa.

A - g 2 rﬂ;rh %

) COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DA IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE SAO PAULO E g‘%”} "
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA SANTA CASA DE SAO PAULO : ?Jr[':‘j
Rua Santa Isabel, 305 - 40 andar, Santa Cecilia CEP 01221-010 - S3o Paulo - SP |y &

Tel.: 2176-7689 E-mail: gladys.alvarez@santacasasp.org.br
SANTA CASA
de Sao Paulo

Séo Paulo, 29 de Fevereiro de 2016,

Projeto n° 001/16
Informe este nimero para
identificar seu projeto na CEUA

Iimo. (a). Sr. (a).

Prof. Dr. Jair Guilherme dos Santos Jinior
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da ISCMSP e FCMSCSP, em reunido ordinaria, dia
29/02/2016, e no cumprimento de suas atribuicdes, apds revisdo do Projeto: “Efeito da
aromaterapia com dleo essencial de Lavanda (Lavandula angustifélia) na

reconsolidacio de memorias aversivas em camundongos” nesta data emitiu parecer
enquadrando-o na seguinte categoria:

Aprovado

]:] Com pendéncias de documentos (quando a CEUA verifica a necessidade de
revisdo do projeto ou atividade a ser executada e solicita informacBes adicionais e/ou
modificacdes, as quais deverdo ser realizadas em 30 dias pelos pesquisadores) - enviar em
duas copias

I:] N&ao aprovado

NMus ﬂ/"{’g

Prof?. Dra. Fernanda Vasquez Daud
Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
SCMSP e FCMSCSP

CA



PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA

1) PROTOCOLO N°: 001/16

2) TITULO DO PROJETO:

“Efeito da aromaterapia com 6leo essencial de Lavanda (Lavandula angustifélia) na
reconsolidagéo de memérias aversivas em camundongos. "

3) PESQUISADOR RESPONSAVEL:
Prof. Dr. Jair Guilherme dos Santos

4) DATA DO PARECER:
29/02/2016

5) SUMARIO DO PROJETO:

6) OBJETIVOS DO PROJETO:

Investigar o efeito do éleo essencial de Lavandula angustifélia na reconsolidagao de
' memoarias aversivas em camundongos.

7) FINALIDADE DO PROJETO: [ ) Ensino X | Pesquisa

8) ITENS METODOLOGICOS E ETICOS:

Titulo Adequado [ | Comentarios
Objetivos V [X] Adequados |, | Comentarios
Introdugéo e Justificativa x] Adequadas’ [ ] comentarios
Cronograma para execugéo da pesquisa Adequado [ ] Comentarios
Orgamento e fonte financiadora Adequados D Comentarios

Referéncias Bibliograficas [X ] Adequadas [ | Comentarios
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ADEQUADO A LEGISLAGAO VIGENTE: X [Adequado [ [ Comentarios

10) INFORMAGOES RELATIVAS AQOS ANIMAIS:

Grau de severidade: [ ] Brande Médio [__| Elevado
Justifique:

O protocolo experimental se enquadra na classificagéo GI2, onde a intensidade

da invasividade é leve.

Espécie: | Camundongo C578L/6 [ Namero Amostral: [ 550 |
Redugido Amostral: [ ]sim [X ] Nao
Justifique:

Foi utilizado software Gpower para o célculo amostral

Substituigao de Metodologia: [ ]sim Nzo
Se achar necessdrio, justifique e sugira uma nova metodologia:

Aprimoramento da Metodologia: [ ] sim Nio
Se achar necessario, justifique e sugira aprimoramentos da mefodologia:

Acomodagéo e manutengdo dos animais: Adequado Inadequado
Se achar inadequado cite abaixo as melhorias necessarias:

Manipulagéo dos animais: [X] Adequade [ | Inadequado
Se achar inadequado cite abaixo as melhorias necessarias:

Analgesia dos animais (se aplicavel): Adequado [ ] Inadequado
Se achar inadequado cite abaixo as melhorias necessarias com analgésico

substituto:
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Anestesia dos animais (se aplicavel): [X ] Adequado [ | Inadequado
Se achar inadequado cite abaixo as melhorias necessarias com anesteésico

substituto:

Eutanasia dos animais (se aplicavel): Adequado [ | Inadequado
Se achar inadequado cite abaixo as melhorias hecesséarias com metodologia

Substituta:

11) RECOMENDAGAO:

E Aprovado

[ ] Com Pendéncia
[ ] Nao aprovado
[ ] Reapresentar apés correges
Comentarios gerais sobre o projeto:

O projeto de uma maneira geral é de grande relevancia, e se insere em uma linha de
pesquisa ja bastante implementada pelo docente responsavel.

Quanto aos pesquisadores envolvidos, ndo ha nenhuma limitagdo quando ao
desenvolvimento das técnicas experimentais, uma vez que ha uma vasta experiéncia na
técnica em questdo, além do grupo ja desenvolver, a bastante tempo, pesquisas que
envolvam tais procedimentos.

Apesar do elevado numero de animais utilizados, o mesmo foi cuidadosamente calculado
com auxilio de software especializado, e além disso, o numero de grupos experimentais &
bastante elevado, e por se tratar de ensaios comportamentais, é recomendade um numero
amostral alto para que o resultado esperado seja observado.

No entanto algumas alteragées dever ser realizadas:

1 - Relatar a classificacdo do estresse (longo ou curto) |

2 — Na eutanaria é necessario acrescentar anestésico local associado ao tiopental

3 — No resumo do projeto, corrigir a indugdo de morte, pois € citado no resumo a utilizagao
de isofluorano, divergindo a informagao do formulério.

4 — Acrescentar que a remogéo das carcagas dos animais eutanasiados sera realizado pela

empresa LOGA.
Sao Paulo, 29 Fevereiro de 2016. Parecer apsovado na

: L TTPT
\’ﬁsifﬁatura do relator -




