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RESUMO 

GONÇALEZ, J. L. Avaliação da influência do ciclo estral e os efeitos da inibição da 

recaptação de serotonina e noradrenalina e da inibição da síntese de corticosterona 

nas respostas ao modelo de medo condicionado ao contexto. 2023. 63 f. Dissertação 

(Mestrado em Medicina (Neurologia)) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – 

Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2023. 

O medo condicionado é um dos paradigmas comportamentais mais utilizado no estudo 

do transtorno de estresse pós-traumático (TEPT). Resultados consistentes na literatura 

demonstram o papel relevante dos sistemas de neurotransmissão serotoninérgico e da 

sinalização por glicocorticoides nas respostas ao modelo de condicionamento de medo. 

Além disso, sabe-se que diversas estruturas encefálicas participam da coordenação dessas 

respostas, como o córtex pré-frontal medial, a amígdala e o hipocampo. Dados 

epidemiológicos da Organização Mundial de Saúde (2022) revelam a prevalência do 

TEPT em mulheres. Nos últimos anos, a literatura vem demonstrando que os hormônios 

gonadais poderiam de alguma maneira participar da resposta de medo. Dessa forma, 

diversas evidências indicam uma possível modulação dos sistemas de neurotransmissão 

serotoninérgico e de sinalização por glicocorticoides, pelo estradiol. Sendo assim, 

buscamos caracterizar as respostas ao protocolo de medo condicionado ao contexto em 

fêmeas, em todas as fases do ciclo estral. Além disso, buscamos entender como os 

tratamentos com imipramina (antidepressivo tricíclico) ou metirapona (inibidor da síntese 

de corticosterona) afetariam as respostas comportamentais e a extinção da memória 

aversiva de medo, nas fases de proestro (altas concentrações plasmáticas de estradiol) ou 

metaestro (baixas concentrações plasmáticas de estradiol). Portanto, as fêmeas (PND=50) 

tiveram o ciclo estral determinado, durante 10 dias consecutivos. Após a verificação das 

fases do ciclo, foram submetidas ao protocolo de condicionamento de medo, que consistiu 

nas sessões de habituação, condicionamento e teste, sendo o condicionamento realizado 

em cada fase do ciclo estral, de acordo com o grupo experimental. Para a avaliação dos 

efeitos dos tratamentos, os animais também tiveram o ciclo estral determinado e foram 

condicionados durante o proestro ou o metaestro, sendo previamente tratados com 

imipramina, metirapona ou veículo. Observamos que durante o condicionamento, ratas 

na fase de proestro congelaram significativamente menos que aquelas em metaestro ou 

estro. Em relação aos efeitos dos tratamentos, em ratas condicionadas durante o proestro, 

tanto a imipramina quanto a metirapona atenuaram a resposta comportamental de medo 



 

durante o condicionamento e, ainda, facilitaram a extinção da memória aversiva. Por 

outro lado, quando as ratas foram condicionadas durante o metaestro, não foram 

observadas diferenças nas sessões de condicionamento ou durante a extinção. Entretanto, 

a metirapona aumentou a resposta comportamental de medo durante o texto. Sendo assim, 

os efeitos dos tratamentos no protocolo de condicionamento de medo, foi dependente da 

fase do ciclo estral. Nossos dados demonstram que as fases do ciclo estral influenciaram 

as respostas ao protocolo de medo condicionado ao contexto e, ainda, que a serotonina e 

os glicocorticoides participam dessas respostas, bem como as flutuações de hormônios 

gonadais ao longo do ciclo estral.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Palavras-chave: Fêmeas. Imipramina. Metirapona. Transtorno de estresse pós-traumático. 



 

ABSTRACT 

 

GONÇALEZ, J. L. Evaluation of the influence of estrous cycle and the effects of 

serotonin and noradrenaline reuptake inhibition and corticosterone synthesis 

inhibition on responses to conditioned contextual-fear conditioning model. 2023. 63 

f. Dissertação (Mestrado em Medicina (Neurologia)) – Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2023. 

Fear conditioning is one of the most widely used behavioral paradigms in the study of 

post-traumatic stress disorder (PTSD). Consistent results in the literature demonstrate the 

relevant role of the serotonergic neurotransmission systems and glucocorticoid signaling 

in responses to the conditioning fear model. In addition, it is known that various brain 

structures participate in the coordination of these responses, such as the medial prefrontal 

cortex, amygdala, and hippocampus. Epidemiological data from the World Health 

Organization (2022) reveal the prevalence of PTSD in women. In recent years, the 

literature has shown that gonadal hormones may participate in the fear response. Thus, 

several pieces of evidences indicate a possible modulation of the serotonergic 

neurotransmission and glucocorticoid signaling systems by estradiol. Therefore, we 

aimed to characterize the responses to the contextual fear conditioning protocol in females 

in all phases of the estrous cycle. In addition, we sought to understand how treatments 

with imipramine (tricyclic antidepressant) or metyrapone (corticosterone synthesis 

inhibitor) would affect behavioral responses and aversive fear memory extinction in the 

proestrus (high plasma estradiol concentrations) or metestrus (low plasma estradiol 

concentrations) phases. Therefore, female rats (PND=50) had their estrous cycle 

determined for 10 consecutive days. After verifying the cycle phases, they were subjected 

to the conditioning fear protocol, which consisted of habituation, conditioning, and testing 

sessions, with conditioning being performed in each estrous cycle phase according to the 

experimental group. For the evaluation of treatment effects, the animals also had their 

estrous cycle determined and were conditioned during proestrus or metestrus, and were 

previously treated with imipramine, metyrapone, or vehicle. We observed that during 

conditioning, rats in the proestrus phase froze significantly less than those in metestrus or 

estrus. Regarding treatment effects, in rats conditioned during proestrus, both imipramine 

and metyrapone attenuated the behavioral fear response during conditioning and 

facilitated aversive memory extinction. On the other hand, when rats were conditioned 



 

during metestrus, no differences were observed during conditioning or extinction 

sessions. However, metyrapone increased the behavioral fear response during the test. 

Thus, treatment effects in the fear conditioning protocol were dependent on the estrous 

cycle phase. Our data demonstrate that the estrous cycle phases influenced the responses 

to the contextual fear conditioning protocol and that serotonin and glucocorticoids 

participate in these responses, as well as the fluctuations of gonadal hormones throughout 

the estrous cycle. 
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O comportamento, assim como características fisiológicas e morfológicas, foi 

selecionado durante milhares de anos de evolução. Em muitas espécies existem rituais de 

acasalamento, construção de ninhos e tocas, sendo tais características importantes para a 

sobrevivência. Em 1872, Darwin reconhece que as emoções fazem parte do processo evolutivo 

e, a partir disso, passou-se a compreender a importância dessas para o aumento do fitness 

individual (PLUTCHIK, 2001).  

Desde então, as definições de emoção continuam como uma discussão atual (LEDOUX, 

2012). Uma das muitas definições que podem ser aplicadas, é que as emoções são estados de 

curta duração, elicitados por um estímulo, induzindo mudanças fisiológicas, cognitivas e 

motoras (HESS; THIBAULT, 2009). Outra definição relevante é conduzida por Nesse (1990):  

As emoções são modos especializados de operações moldadas pela seleção natural, 

para ajustar parâmetros fisiológicos, psicológicos e comportamentais de um organismo, de 

maneira que aumente sua capacidade e tendência de responder adaptativamente as ameaças e 

situações de características específicas. 

Nesse contexto evolutivo, as emoções possuem alto valor adaptativo, visto que podem 

ser interpretadas como resultados do processamento de circuitarias, detectando e respondendo 

a eventos ambientais (ADOLPHS, 2013; LEDOUX, 2012). Entretanto, a depender da 

intensidade e duração desses estímulos, esses podem ser entendidos como estressores e a 

persistência pode acarretar processos mal adaptativos (MCEWEN, 2012). Tais processos 

podem elicitar o surgimento de transtornos psiquiátricos, como os transtornos depressivos e de 

ansiedade. De acordo com os dados mais recentes da Organização Mundial de Saúde (OMS; 

2022), 970 milhões de pessoas convivem atualmente com algum transtorno psiquiátrico, sendo 

31% transtornos de ansiedade. Desse modo, os transtornos psiquiátricos tornam-se uma questão 

de saúde pública, sendo essencial o investimento em novos estudos que possam contribuir para 

o avanço de novas terapias. 

Até recentemente, o transtorno de estresse pós-traumático (TEPT) era considerado um 

tipo de transtorno de ansiedade, entretanto, atualmente o TEPT está classificado em uma 

categoria própria, que inclui outros transtornos relacionados ao trauma e medo (AMERICAN 

PSYCHIATRIC ASSOCIATION et al, 2014). De fato, a neurociência comportamental 

despendeu algumas dezenas de anos diferenciando medo e ansiedade. Conceitualmente, ambas 

as emoções podem ser consideradas como estados, causados por estímulos externos ou internos, 

subjacentes a um conjunto de reações comportamentais, fisiológicas e hormonais (TOVOTE; 

FADOK; LÜTHI, 2015). Por conta dessa proximidade conceitual, os limites entre cada uma 
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delas permanecem incertos (SYLVERS; LILIENFELD; LAPRAIRIE, 2011). Usualmente, a 

ansiedade é definida como um estado de hipervigilância a uma ameaça incerta ou futura (distal), 

enquanto o medo é uma reação aversiva, causada pela percepção de um estímulo ameaçador 

(proximal), condicionado ou não (STEIMER, 2002).  

 O TEPT pode ser desenvolvido por indivíduos que vivenciaram experiências de caráter 

traumático, como guerras, desastres ou abusos sexuais.  Pacientes diagnosticados com TEPT 

podem experienciar constantes flashbacks, passando a evitar situações ou lugares que evocam 

as memórias de medo, levando a sintomas de ansiedade (AMERICAN PSYCHIATRIC 

ASSOCIATION et al, 2014). Nas últimas décadas, diversas pesquisas vêm sendo conduzidas a 

fim de esclarecer os possíveis mecanismos de desenvolvimento do TEPT, como fatores 

genéticos e ambientais (BROEKMAN; OLFF; BOER, 2007; DIGANGI et al., 2013).  Nesse 

contexto, os modelos animais destacam-se pela relevância na contribuição da elucidação de 

mecanismos neurobiológicos subjacentes ao TEPT (COHEN et al., 2012; FLANDREAU; 

TOTH, 2017). 

Dentre os modelos animais, um dos mais utilizados é o medo condicionado  

(FLANDREAU; TOTH, 2017; VERBITSKY; DOPFEL; ZHANG, 2020). Nesse paradigma, o 

animal é exposto a um estímulo inicialmente neutro, como um determinado contexto ou tom 

sonoro, o estímulo condicionado (EC), que é pareado a um estímulo aversivo incondicionado 

(EI), como o choque nas patas. Posteriormente, a apresentação apenas do EC é capaz de revelar 

uma resposta de medo, mesmo na ausência do EI (BAUER, 2015). Sendo assim, o 

condicionamento consiste em um modelo de aprendizagem em que é construída uma associação 

entre EC e EI (BITTERMAN, 2006). Em roedores, a resposta comportamental de medo é 

definida pelo congelamento, caracterizado pela ausência completa de movimentos, inclusive 

das vibrissas (BLANCHARD; BLANCHARD, 1971; FANSELOW, 1980). Além da resposta 

comportamental também ocorrem respostas fisiológicas, dentre elas, são observadas alterações 

autonômicas, como aumento da pressão arterial (LEDOUX et al., 1988), aumento da adrenalina 

pela ativação do eixo simpato-adreno-medular (NIJSEN et al., 1998), e aumento na secreção de 

glicocorticoides (GCs) devido à ativação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA; 

WOODRUFF et al., 2018). 

Diversos estudos contribuíram para o esclarecimento destas respostas, bem como as 

estruturas encefálicas envolvidas na circuitaria de medo (BURGHARDT; BAUER, 2013). 

Dentre as estruturas chaves para o processamento da aquisição, consolidação, evocação e 

extinção da memória aversiva destaca-se a amígdala basolateral (BLA), o hipocampo (HIP) e 

o córtex pré-frontal medial (mPFC; YAVAS; GONZALEZ; FANSELOW, 2019). O BLA 
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recebe projeções convergentes provenientes de regiões corticais somatossensoriais 

(ROMANSKI et al., 1993), enquanto a amígdala central (CeA) envia projeções para sistemas 

efetores, como a substância cinzenta periaquedutal (PAG; BAUER, 2015). Já o hipocampo 

estabelece conexões recíprocas com o BLA e o mPFC, sendo essencial para o pareamento do 

EC e EI (CHAAYA; BATTLE; JOHNSON, 2018; VERTES, 2006). O mPFC e o BLA também 

estabelecem conexões recíprocas entre si (ARNSTEN et al., 2015; MILLER; COHEN, 2001). 

O núcleo leito da estria terminal (BNST) recebe projeções do BLA e estabelece conexões com 

sistemas efetores, assim como a CeA (DONG; PETROVICH; SWANSON, 2001; RESSTEL et 

al., 2008). A comunicação entre cada uma dessas estruturas está estreitamente relacionadas à 

sistemas de neurotransmissão, neuropeptídeos e neuroendócrinos.  

Em relação aos sistemas de neurotransmissão, a serotonina (5-HT) desempenha um 

papel relevante (ALMADA; COIMBRA; BRANDÃO, 2015; BAUER, 2015; BORELLI et al., 

2005). Na clínica, um dos tratamentos de primeira linha para pacientes diagnosticados com 

TEPT são os antidepressivos inibidores seletivos da recaptação de 5-HT (ISRS), que atuam 

bloqueando o transportador de 5-HT (SERT), inibindo sua recaptação e, consequentemente 

aumentando a concentração desse neurotransmissor nas fendas sinápticas e, assim, facilitando 

a neurotransmissão serotoninérgica (BORELLI et al., 2005; BURGHARDT et al., 2013). 

Estudos realizados em roedores, utilizando o paradigma do medo condicionado, demonstraram 

que, assim como na clínica, a administração sistêmica dos antidepressivos, diminuem a resposta 

de medo (BURGHARDT et al., 2013; HASHIMOTO; INOUE; KOYAMA, 1996; INOUE; 

KITAICHI; KOYAMA, 2011). Entretanto, os efeitos dos antidepressivos parecem seletivos 

para o 5-HT, uma vez que os inibidores da recaptação de noradrenalina não exercem os mesmos 

efeitos na atenuação do medo condicionado (SANTOS; MARTINEZ; BRANDÃO, 2006). 

A ação do 5-HT no sistema nervoso central (SNC) ocorre a partir da ligação com os 

seus receptores. Atualmente, são conhecidas 7 famílias e 15 subtipos de receptores de 5-HT, 

que são expressos em diferentes regiões encefálicas. A participação da 5-HT nos transtornos 

psiquiátricos e no modelo de medo condicionado não está totalmente elucidada, entretanto, 

estudos realizados utilizando agonistas e/ou antagonistas de receptores 5-HT contribuem para 

esse entendimento. 

 No encéfalo, os núcleos da rafe (NR) são o principal núcleo de projeção de serotonina, 

sendo que o receptor 5-HT1A é expresso como autorreceptor, contribuindo para a manutenção 

do tônus serotoninérgico (GARTSIDE et al., 1999). Nas demais estruturas, os receptores 5-

HT1A são heterorreceptores, como no HIP (CHALMERS; WATSON, 1991). Nesse sentido, 

foi demonstrado que a ativação desses receptores na amígdala gera uma inibição (STEIN; 
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DAVIDOWA; ALBRECHT, 2000). Sendo assim, a ativação de 5-HT1A no mPFC (ALMADA; 

COIMBRA; BRANDÃO, 2015), no HIP dorsal (ALMADA et al., 2009) e no núcleo mediano 

da rafe (BORELLI et al., 2005) foram capazes de reduzir a expressão de medo. Por outro lado, 

a ativação de receptores do tipo 5-HT3 e 5-HT2 parecem estar associados à excitação da 

amígdala (STEIN; DAVIDOWA; ALBRECHT, 2000). A ativação de receptores do tipo 5-HT3 

poderia estar relacionada a um maior condicionamento de medo ao contexto, mas não com a 

presença de pistas (BAUER, 2015). Da mesma forma, a ativação de receptores 5-HT2 no BLA 

e BNST estariam relacionados ao aumento do aprendizado de medo (MACEDO et al., 2007). 

Sendo assim, o papel da 5-HT no paradigma do medo condicionado depende do tipo do 

estímulo, do receptor envolvido e, ainda, a estrutura encefálica em que esses receptores estão 

expressos. 

Para além dos sistemas de neurotransmissão, a regulação neuroendócrina, especialmente 

o sistema de sinalização por GCs, é fundamental durante as respostas aos estressores 

(DONLEY; SCHULKIN; ROSEN, 2005), bem como durante processos de memória e 

aprendizagem (LUPIEN; MCEWEN, 1997). Os GCs são uma classe de hormônios derivados 

do colesterol, sintetizados pela glândula adrenal, que incluem cortisol, corticosterona, 

androstenediona e aldosterona. O principal GCs circulante em seres humanos é o cortisol, 

enquanto em roedores é a corticosterona (CORT; GRANNER; WANG; YAMAMOTO, 2015). 

Os níveis de GCs plasmáticos são influenciados pelo ritmo circadiano (Fig. 1; GONG et al., 

2015), aumentando diante de estímulos estressores, a partir da ativação do eixo HPA. Ao 

receber projeções provenientes do CeA o núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN; 

CHROUSOS, 1992) sintetiza e secreta o hormônio liberador de corticotropina (CRH; DE 

SOUZA, 1995). O CRH estimula a síntese de adrenocorticotropina (ACTH) pela hipófise 

anterior, que por sua vez, atuará no córtex da glândula adrenal, levando a síntese e secreção de 

GCs (TAFET; NEMEROFF, 2020). 
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Figura 1 – Concentrações de GCs ao longo do dia em camundongos 

 

Figura 1 – Concentrações de corticosterona e cortisol plasmáticos de camundongos machos em 

diferentes horários do dia. Valores sem letra comum diferem dentro de cada grupo (p<0,05; n=6). Fonte: 

Gong et al. (2015), modificado. 

 

Os GCs são importantes para tarefas cognitivas e de aprendizado (MEIR DREXLER; 

WOLF, 2017; SAZMA; SHIELDS; YONELINAS, 2019). Assim, possuem efeitos em 

diferentes regiões alvo, a partir da ligação aos receptores MR e GR (DONLEY; SCHULKIN; 

ROSEN, 2005). Durante a presença de um estressor, inicialmente, o aumento da circulação 

plasmática de CORT leva a uma maior mobilização energética e alterações na expressão gênica 

das células alvo (DE KLOET; KARST; JOËLS, 2008). Durante o aprendizado de medo, a 

CORT participa de diferentes etapas nessa circuitaria, sendo importante para a aquisição e 

consolidação dessas memórias (DE QUERVAIN; SCHWABE; ROOZENDAAL, 2017a; 

KORTE, 2001). Além disso, os GCs também participam da extinção do condicionamento 

(BLUNDELL et al., 2011a), visto que esse processo consiste em um novo aprendizado. Nesse 

contexto, a administração sistêmica de metirapona, afeta as respostas de medo (BARRETT; 

GONZALEZ-LIMA, 2004; CONRAD; MAULDIN-JOURDAIN; HOBBS, 2001; KELLER et 

al., 2015; WOODRUFF et al., 2018). A metirapona é um fármaco que inibe a enzina 11-β-

hidroxilase, responsável pela conversão de 11-Deoxicortisol em CORT na biossíntese dos 

hormônios esteroides. 



18 

 

Dados epidemiológicos da OMS (2022) têm demonstrado uma prevalência de TEPT 

quase duas vezes maior em mulheres quando comparadas aos homens, o que já vem sendo 

discutido na literatura (BRESLAU, 2009; KESSLER, 1995). Todavia, os trabalhos publicados 

que utilizaram fêmeas no modelo de condicionamento e extinção do medo, não superam 2% 

(LEBRON-MILAD; MILAD, 2012), visto que historicamente não é comum a utilização de 

fêmeas em diversas áreas da ciência (BEERY; ZUCKER, 2011). 

As fêmeas de mamíferos apresentam flutuações endócrinas cíclicas, como o ciclo 

menstrual em humanos e o ciclo estral em roedores, que possui duração média de 4-5 dias. O 

ciclo estral é caracterizado pelas fases de proestro, estro, metaestro e diestro (GEORGE J. 

KRINKE, 2000). O estro corresponde à fase em que as fêmeas são receptivas à cópula, sendo 

que mudanças nas concentrações basais dos hormônios folículo estimulante (FSH) e 

luteinizante (LH) permitem a ovulação. Além desses dois hormônios, também ocorrem 

flutuações de estrógenos e progesterona (P4) ao longo do ciclo estral (Fig. 2; BUTCHER; 

COLLINS; FUGO, 1974). As fases de metaestro e diestro são correspondentes a fase folicular 

do ciclo menstrual dos seres humanos. Durante o metaestro ainda há uma concentração 

intermediária de P4 devido ao corpo lúteo e os níveis de estrógenos são basais. Já no diestro, 

tanto os estrógenos como P4 estão em níveis reduzidos. O proestro é a fase pré-ovulatória, onde 

os estrógenos aumentam rapidamente, atingindo os picos mais elevados, bem como as 

concentrações de P4, que começam a aumentar poucas horas após os estrógenos (BECKER et 

al., 2002). 
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Figura 2 – Concentrações de E2 e P4 ao longo do ciclo estral de ratas 

 

  

Os estrógenos são uma classe de hormônios esteroides, que incluem estrona, estriol, 

estetrol e estradiol, sendo sintetizados principalmente nos ovários e em níveis reduzidos na 

adrenal (NELSON; KRIEGSFELD, 2017). O hormônio que possui maior afinidade com os 

receptores é o 17β-estradiol (E2; KUIPER et al., 1997), que também pode ser produzido a partir 

da conversão da testosterona pela enzima aromatase, abundante em algumas regiões 

encefálicas, como hipotálamo, amígdala, hipocampo, e córtex (ROSELLI, 2007). O pico de E2 

ocorre durante o proestro até o início do estro, sendo basais durante o metaestro e subindo 

novamente ao final do diestro (TAXIER; GROSS; FRICK, 2020). Da mesma forma, P4 também 

é um hormônio esteroide, sintetizado principalmente nos ovários e nas glândulas adrenais, 

atingindo o pico de concentrações plasmáticas durante o proestro. Assim como o E2, P4 

também pode ser sintetizado no encéfalo, em neurônios ou células da glia (GUENNOUN et al., 

2015). 

Figura 2: Concentrações plasmáticas (±EPM) de P4 e E2 ao longo do ciclo estral de ratas. Intervalo 

de 3 h entre cada coleta (n=5). Fonte: Butcher; Collins; Fugo (1974), modificado. 
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Cada fase do ciclo possui duração média de algumas horas, que podem ser determinadas 

a partir de diferentes técnicas, como a medição direta das concentrações plasmáticas do E2 e 

P4 ou a análise histológica dos ovários. Uma das técnicas mais utilizadas é a observação das 

células encontradas no epitélio vaginal, que pode ser realizada a partir do lavado ou esfregaço 

vaginal (BECKER et al., 2005). Essa técnica consiste na classificação e na predominância dos 

tipos celulares encontrados na citologia vaginal (Fig. 3). A determinação consecutiva ao longo 

dos dias permite a avaliação da regularidade do ciclo, sendo consideradas regulares aquelas que 

possuem a alternância entre fases correta (MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002). 

Figura 3 – Determinação das fases do ciclo estral 

 

 

 

Diversos estudos já demonstraram que durante o ciclo estral são observadas uma série 

de mudanças. Dentre elas, ocorrem alterações metabólicas, como menor ingestão de alimentos 

(FANTINO; BRINNEL, 1986), redução do peso corporal e aumento do gasto energético 

durante o estro em comparação ao diestro (PARKER et al., 2001). Além disso, também são 

observadas alterações comportamentais para além dos comportamentos sexuais (LOVICK; 

ZANGROSSI, 2021).  

Figura 3 – Painel A: fotomicrografias dos lavados vaginais, sem coloração, ao longo das 4 fases ciclo 

estral. Fonte: Hubscher; Brooks; Johnson, (2005), modificado. Painel B: representação dos tipos 

celulares e proporção relativa entre eles nas 4 fases do ciclo estral. Fonte: Byers et al., (2012), 

modificado. 
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Para elucidar possíveis diferenças sexuais em transtornos psiquiátricos, uma série de 

trabalhos foram realizados comparando machos e fêmeas em diferentes modelos animais. Nesse 

sentido, fêmeas demonstram menos comportamentos do tipo ansiosos no modelo do labirinto 

em cruz elevado (LCE) e campo aberto (KNIGHT et al., 2021). No modelo do nado forçado, 

fêmeas apresentam níveis menores de imobilidade em comparação aos machos (MARTÍNEZ-

MOTA et al., 2011). Já nos modelos de condicionamento de medo, fêmeas congelam 

significativamente menos em comparação aos machos (GRESACK et al., 2009; MAREN; DE 

OCA; FANSELOW, 1994).  Sendo assim, parece que apesar da literatura limitada, a existência 

de diferenças sexuais nesse contexto é um consenso. 

Quando as fases do ciclo são consideradas nos protocolos experimentais, a literatura é 

bastante controversa. Em modelos de ansiedade, alguns estudos demonstraram níveis de 

ansiedade reduzidos no proestro em comparação a outras fases do ciclo (D’SOUZA; 

SADANANDA, 2017; MARCONDES et al., 2001; WALF; FRYE, 2007). Contrariamente, 

outros autores não reportaram a influência do ciclo estral (CHARI et al., 2020; SAKAE et al., 

2015). O mesmo ocorre em relação ao condicionamento de medo, sendo que uma parte 

significativa dos estudos revelaram que fêmeas na fase de proestro congelam significativamente 

menos em relação as outras fases do ciclo (GRUENE et al., 2015a; MARKUS; ZECEVIC, 

1997; MILAD et al., 2009). Em contrapartida, outros autores não revelaram diferenças em 

relação as fases do ciclo (CHANG et al., 2009; COSSIO et al., 2016). Portanto, é imprescindível 

que novos estudos sejam conduzidos para o esclarecimento da influência das fases do ciclo 

estral nesses modelos, contribuindo para o entendimento dos mecanismos neurobiológicos da 

maior vulnerabilidade de mulheres aos transtornos de ansiedade e medo. 

Ao longo dos últimos anos, uma série de trabalhos vêm demonstrando o papel 

modulador do E2 nos sistemas de neurotransmissão serotoninérgico e de sinalização por GCs.  

Em relação ao sistema serotoninérgico, o E2 pode participar de diferentes etapas, desde 

a síntese até a degradação de 5-HT (BETHEA et al., 2002).  Desse modo, foi demonstrado que 

o tratamento com E2 em primatas não humanos aumenta significativamente o mRNA da enzima 

triptofano hidroxilase, passo limitante na síntese de 5-HT (BETHEA et al., 2002). Além disso, 

o E2 também participa da modulação da expressão de receptores de 5-HT. Nesse sentido o 

tratamento com E2 aumenta a densidade do receptor 5-HT2A no córtex (SUMNER; FINK, 

1995) e, em combinação com a progesterona, aumenta a densidade do mRNA do receptor 5-

HT1A no hipocampo, enquanto diminui no núcleo dorsal da rafe (BIRZNIECE et al., 2001). O 

tratamento com E2 também promove a diminuição de mRNA do transportador de 5-HT no NR 

(PECINS-THOMPSON; A. BROWN; BETHEA, 1998) e da densidade da enzima monoamina 
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oxidase (GUNDLAH; LU; BETHEA, 2002).  Esses resultados indicam que o E2 parece 

modular a transmissão serotoninérgica, o que poderia estar associado a possíveis diferenças 

sexuais em transtornos psiquiátricos. Dessa forma, compreender os efeitos de antidepressivos 

durante as flutuações de E2 é fundamental para entender a relação entre esse hormônio e o 

sistema serotoninérgico. 

Em relação ao sistema de sinalização por glicocorticoides, diferenças sexuais têm sido 

apontadas pela literatura (HANDA et al., 1994; HANDA; WEISER, 2014). Evidências 

demonstram um nível maior de CORT em fêmeas em comparação aos encontrados em machos 

(BABB et al., 2013; IWASAKI-SEKINO et al., 2009). Além disso, após a ativação do eixo 

HPA, as concentrações de CORT demoram mais tempo para voltar ao nível basal em fêmeas 

em comparação aos machos, o que poderia indicar diferenças na retroalimentação negativa do 

eixo (IWASAKI-SEKINO et al., 2009). Ademais, durante o proestro, as concentrações 

plasmáticas de CORT são maiores em comparação as outras fases do ciclo (CAREY et al., 

1995; VIAU; MEANEY, 1991). Da mesma forma, o tratamento com E2 em ratas 

ovariectomizadas, aumenta a concentração de CORT (LIU et al., 2012) e a administração de 

antagonista de receptores de E2 (ER) inibem a liberação de CORT (ISGOR et al., 2003). De 

maneira contraditória, Kashefi e Rashidy-Pour (2014) observaram que quando os níveis de E2 

são baixos, a CORT tem um efeito negativo na consolidação da memória de medo condicionado 

ao contexto, diminuindo a resposta comportamental de congelamento. Por outro lado, quando 

os níveis de E2 são altos, o tratamento com CORT aumenta a consolidação da memória, 

aumentando também a resposta comportamental de congelamento (KASHEFI; RASHIDY-

POUR, 2014). Uma das possíveis explicações poderia ser a ação de E2 em estruturas encefálicas 

que envolvem o processamento do condicionamento de medo ao contexto. O HIP está altamente 

relacionado as memórias aversivas contextuais (ANAGNOSTARAS; GALE; FANSELOW, 

2001) e é uma região sensível ao aumento de GCs (ROOZENDAAL, 2002). Em vista disso, foi 

demonstrado que durante a fase de proestro há um aumento na densidade de espinhas 

dendríticas de neurônios piramidais da região CA1 no HIP (WOOLLEY; MCEWEN, 1992). 

Sendo assim, esses resultados demonstram que ocorrem interações entre os GCs e o E2, mas 

que os mecanismos envolvidos não estão completamente elucidados. 

Em relação às diferenças sexuais no modelo de medo condicionado ao contexto, a 

literatura é bastante consistente. Contudo, a influência das fases do ciclo nessas respostas ainda 

permanece incerta. Portanto, buscamos caracterizar as respostas de fêmeas, de maneira 

criteriosa, em todas as fases do ciclo estral. Evidências apontam para a participação dos GCs e 

do sistema de neurotransmissão serotoninérgico na regulação das respostas ao medo 
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condicionado. Por outro lado, as possíveis interações entre os sistemas de neurotransmissão 

serotoninérgico e de sinalização por GCs e E2 permanecem pouco esclarecidas. Além disso, 

apesar dos efeitos dos antidepressivos e da metirapona serem descritos no medo condicionado 

(CAMPOS-CARDOSO, 2022), não existem evidências na literatura dos efeitos de ambos os 

tratamentos em fêmeas nesse modelo. Sendo assim, nossa hipótese é que o tratamento com 

imipramina antes do condicionamento, levaria a uma inibição global da recaptação de 

serotonina e noradrenalina atenuando a resposta comportamental de congelamento e facilitando 

a extinção da memória aversiva. De forma similar, o tratamento com a metirapona, e 

consequente diminuição da concentração plasmática de CORT, durante o condicionamento, 

poderia atenuar a aquisição da memória aversiva e levar a facilitação da extinção.  Além disso, 

os efeitos poderiam ser dependentes da fase do ciclo estral, em vista das flutuações endócrinas. 
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2 OBJETIVOS
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O objetivo deste trabalho foi caracterizar as respostas de fêmeas ao protocolo de medo 

condicionado ao contexto e a influência das fases do ciclo estral em tais respostas. Além disso, 

buscamos avaliar os efeitos da imipramina, um antidepressivo tricíclico, e da metirapona, 

inibidor da síntese de corticosterona, em duas fases do ciclo estral.  

2.1 Objetivos específicos 

 

I. Avaliar a influência do ciclo estral nas respostas ao protocolo de medo condicionado 

ao contexto. 

II. Avaliar os efeitos da imipramina ou da metirapona, antes do condicionamento, 

durante as fases de proestro ou metaestro. 

III. Investigar os efeitos da imipramina ou da metirapona, antes do condicionamento, 

durante as fases de proestro ou metaestro, na extinção da memória aversiva de medo.
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1 Animais de experimentação 

Para o protocolo experimental foram obtidas fêmeas prenhes primigestas da linhagem 

Wistar Hannover do Biotério Central do campus de Ribeirão Preto da Universidade de São 

Paulo. Os animais foram alojados em biotério, mantido em ciclo claro-escuro de 12 h, com 

início do ciclo claro às 6:30 h e temperatura controlada (23±1°C). Os animais sempre tiveram 

livre acesso à água filtrada e ração comercial (Nuvilab®), com exceção dos períodos de 

higienização das caixas e durante os procedimentos experimentais.  

Até o nascimento dos filhotes, as fêmeas prenhes foram mantidas aos pares em 

microisoladores de polisulfona (medidas 41x34x16) em rack ventilada (ALESCO®), com 20 

trocas de ar/hora). Após o nascimento dos filhotes, a mãe e sua ninhada foram alojadas em outro 

microisolador, permanecendo juntos até o desmame, aos 21 dias de vida. Após o desmame, os 

animais foram alojados aos pares, de acordo com o sexo. Os machos provenientes dessas 

ninhadas foram utilizados em outros projetos do laboratório.  

Os cuidados com os animais foram orientados pelos Princípios Éticos na 

Experimentação Animal. Todos os protocolos experimentais foram submetidos e aprovados 

pela Comissão Ética no Uso de Animais (CEUA) da Prefeitura do campus de Ribeirão Preto da 

Universidade de São Paulo, protocolo n°: 2019.1.1451.59.6. 

3.2 Determinação do ciclo estral 

 Ao completarem 50 dias de vida, as ratas passaram pelo protocolo de determinação do 

ciclo estral. Cada animal teve seu ciclo determinado e registrado uma vez ao dia entre 8 h e 10 

h da manhã, a partir do lavado vaginal (BECKER et al., 2005) por no mínimo 10 dias 

consecutivos. Foram utilizadas uma pipeta e 40µL de solução salina 0,9%, a gota foi inserida 

no canal vaginal e coletada entre 4 e 5 vezes. O fluído foi colocado sob uma lâmina de vidro e 

posteriormente analisado em microscópio (DM 5500B, Leica Microsytems, Alemanha).  

 Cada fase do ciclo foi determinada a partir da presença e/ou ausência e proporção entre 

as células epiteliais presentes no lavado vaginal (HUBSCHER; BROOKS; JOHNSON, 2005). 

Durante o proestro (Fig. 4.A) é possível observar células epiteliais nucleadas e arredondadas, 

com alta densidade celular. Já durante o estro (Fig. 4.B) a predominância é de células 

cornificadas fusiformes. Tanto durante o metaestro (Fig. 4.C) como durante o diestro (Fig. 4.D), 

há presença de leucócitos. Durante o metaestro há uma alta densidade celular e presença de 

outros tipos celulares, como células epiteliais anucleadas e células fusiformes. Já durante o 

diestro, a densidade celular é baixa e o predomínio de leucócitos é evidente. 
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Figura 4 – Determinação das fases do ciclo estral a partir de lavados vaginais 

 

Figura 4 – Fotomicrografias das lâminas de lavado vaginal, em lentes objetivas de 10x. (A) Proestro. 

(B) Estro. (C) Metaestro. (D) Diestro. 

 

 

3.3 Delineamento experimental 

Após a determinação das fases do ciclo, as ratas foram submetidas aos protocolos 

experimentais. Os experimentos comportamentais foram divididos em duas etapas diferentes: 

estudo 1 e estudo 2. Os procedimentos consistiram nas sessões de habituação, condicionamento, 

teste e quatro reexposições ao contexto para avaliar a extinção da memória aversiva, que serão 

descritos detalhadamente adiante.  

 No estudo 1, o objetivo foi caracterizar as respostas de fêmeas ciclando naturalmente ao 

protocolo de medo condicionado ao contexto (Fig. 5). As ratas foram condicionadas nas 

diferentes fases do ciclo estral, a fim de avaliar a influência de cada uma das fases dos ciclos 

em tais respostas. 
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Figura 5 – Delineamento experimental do Estudo 1 

 

  

No estudo 2, os objetivos foram avaliar os efeitos do tratamento com imipramina ou 

metirapona entre a sessão de habituação e condicionamento nas fases de proestro ou metaestro, 

além de avaliar a extinção da memória aversiva de medo (Fig. 6). Em cada uma das duas fases 

do ciclo avaliadas, os animais foram divididos nos grupos controle, imipramina e metirapona. 

Os tratamentos ocorreram da seguinte forma: o grupo controle recebeu três injeções de veículo, 

a primeira imediatamente após a habituação, a segunda 19 h antes do condicionamento e a 

terceira 1 h antes do condicionamento. O grupo imipramina seguiu os mesmos intervalos de 

tempo que o grupo controle. Já os animais do grupo metirapona, receberam as duas primeiras 

injeções de veículo e a terceira injeção de metirapona 30 min antes do condicionamento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Representação esquemática do desenho experimental utilizado no Estudo 1. Fonte: autor. 
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Figura 6 – Delineamento experimental do Estudo 2 

 

3.4 Equipamentos, procedimentos e fármacos 

3.4.1 Protocolo de medo condicionado ao contexto 

Para o protocolo de medo condicionado ao contexto foi utilizada uma caixa de vai-e-

vem (Insight Equipamentos, Pesquisa e Ensino, Ribeirão Preto, modelo EP-111), com medidas 

48 x 27 x 30 cm. Sob a tampa da caixa, confeccionada em material acrílico transparente, foi 

posicionada uma câmera GoPro Hero+® para registro do comportamento. A caixa é conectada 

ao software Esquiva Ativa 3.8.9.1 (Insight Equipamentos, Pesquisa e Ensino, Ribeirão Preto) e 

está posicionada dentro de uma caixa de isolamento acústico (Bonther Equipamentos, Ribeirão 

Preto), com sistema de exaustão. O piso da caixa de vai-e-vem é confeccionado em barras de 

aço inox, onde podem ser liberados choques de acordo com a programação registrada no 

software. 

As sessões ocorreram sempre a cada 24 h, sendo todas elas registradas para a análise do 

comportamento descrita adiante. Durante a sessão de habituação as ratas puderam explorar a 

caixa livremente durante 10 min, sem a presença de qualquer estímulo.  

Figura 6: Representação esquemática do desenho experimental utilizado no Estudo 2. Fonte: autor. 
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O condicionamento ocorreu nos dias específicos de cada fase do ciclo. Os animais foram 

colocados na caixa, onde permaneceram por 2 min sem a presença de estímulos. Após esse 

período, os choques nas patas foram iniciados. Cada animal recebeu 6 choques de intensidade 

1 mA, duração de 3 s, em intervalos randômicos entre 30 e 90 s. 

Para o teste e as subsequentes sessões de extinção, os animais foram novamente 

apresentados ao contexto do condicionamento, durante 10 min, sem a presença de qualquer 

estímulo. Metade dos animais passaram pelo procedimento de eutanásia após o teste, enquanto 

a outra metade, após a sessão de extinção 4. 

3.4.2 Fármacos 

 Em todos os grupos experimentais as injeções foram administradas por via 

intraperitoneal.  A imipramina foi administrada em três injeções de 15 mg/Kg (dissolvida em 

salina 0,9%/etanol 5%, Sigma Aldrich®; CAMPOS-CARDOSO et al., 2021). Já a metirapona 

foi administrada em dose única de 50 mg/Kg (dissolvida em salina 0,9%/etanol 5%, Sigma 

Aldrich®; CAMPOS-CARDOSO et al., 2023). 

3.4.3 Análise do comportamento 

 Como medida de comportamento, foi analisado o congelamento, definido pela ausência 

de movimentos, inclusive das vibrissas (FANSELOW, 1980). Durante a sessão de 

condicionamento, o comportamento foi analisado nos primeiros 2 min, onde não havia a 

presença de estímulos incondicionados e, ainda, os 30 s após o término de cada choque, 

totalizando 300 s. Nas sessões teste e extinções foram analisados os 10 min totais. Todos os 

resultados estão expressos como a porcentagem de tempo gasta em congelamento durante cada 

sessão. 

3.5 Análise estatística 

 No Estudo 1, realizamos uma ANOVA de medidas repetidas comparando os tempos de 

congelamento entre a habituação e o condicionamento, sendo os fatores tempo (habituação X 

condicionamento) e ciclo (proestro X estro X metaestro X diestro). Para a sessão teste, foi 

realizada uma ANOVA de uma via comparando-se os efeitos do fator ciclo. No estudo 2, 

realizamos uma ANOVA de medidas repetidas comparando os tempos de congelamento entre 

a habituação e o condicionamento, sendo os fatores tempo (habituação X condicionamento) e 

tratamento (veículo X imipramina X metirapona). Para as sessões de extinção, foi realizada 

novamente uma ANOVA de medidas repetidas, sendo os fatores analisados tempo (extinção 1 



32 

 

X extinção 2 X extinção 3 X extinção 4) e tratamento (veículo X imipramina X metirapona. 

Tanto a ANOVA de uma via quanto a de medidas repetidas foram seguidas pelo teste post-hoc 

de Tukey para comparações múltiplas. Para as análises estatísticas foi utilizado o software 

GraphPad Prism 8.0®. Foram considerados significativos os valores de p<0,05 e os dados 

foram expressos em média ± erro padrão da média (EPM). 
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4.1 Estudo 1 - Caracterização das respostas de fêmeas ciclando naturalmente ao protocolo de 

medo condicionado ao contexto 

 Em um primeiro momento, buscamos avaliar a influência das fases do ciclo estral nas 

respostas ao protocolo de medo condicionado ao contexto. Para tanto, as ratas tiverem o ciclo 

estral determinado, a fim de garantir sua regularidade, e passaram pelas sessões de habituação, 

condicionamento e teste (Fig. 5). Ao analisarmos o condicionamento (Fig.7A), a ANOVA de 

medidas repetidas revelou efeitos significativos ao comparar a habituação com o 

condicionamento [tempo F (1, 40) = 233,8; p<0,05]. Além disso, a fase de proestro congelou 

significativamente menos em comparação as fases de metaestro e estro [ciclo F (3, 47) = 4,861; 

p<0,05] Também foi observada uma interação entre os fatores tempo e ciclo [F (2, 62) = 11,34; 

p<0,05]. Por outro lado, não houve diferenças significativas entre os grupos durante o teste 

(Fig. 4B). 

Figura 7 – Influência das fases do ciclo no protocolo de medo condicionado ao contexto
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4.2 Estudo 2 - Efeitos da imipramina ou da metirapona nas respostas ao protocolo de medo 

condicionado ao contexto, durante o proestro ou metaestro 

No estudo 2, foram avaliados os efeitos dos tratamentos com imipramina ou metirapona, 

entre a habituação e o condicionamento, durante as fases de proestro ou metaestro (Fig. 6).  

Figura 7 – Durante o condicionamento a fase de proestro congela significativamente menos que as fases 

de metaestro e estro (A). Durante o teste (B), não foram encontradas diferenças significativas entre as 

fases do ciclo. As barras e os símbolos representam a média (±EPM) da porcentagem do tempo em 

congelamento. Hab = habituação, Cond = condicionamento. Os dados representados no painel A foram 

analisados por ANOVA de medidas repetidas, enquanto no painel B foi utilizado a ANOVA de um 

fator. n = 6-12 por grupo. Fonte: autor 
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 Quando as ratas foram condicionadas durante o proestro (Fig. 8A), a ANOVA de 

medidas repetidas revelou efeitos significativos ao comparar a habituação com o 

condicionamento [tempo F (1, 62) = 164,7; p<0,05]. Foram verificados efeitos do fator 

tratamento [tratamento F (2, 62) = 6,118; p<0,05], sendo que os grupos imipramina e 

metirapona congelaram significativamente menos que o grupo controle. Também foi verificado 

a interação entre os fatores [F (2, 62) = 11,34]. Durante o teste (Fig. 8B), não foram reveladas 

diferenças significativas entre os grupos [tratamento F (2, 54) = 0,1453; p>0,05]. Todos os 

grupos passaram pelo processo de extinção da memória aversiva (Fig. 8C), [tempo F (3, 102) = 

33,48; p<0,05]. Tanto a imipramina quanto a metirapona facilitaram a extinção [tratamento F 

(2, 34) = 4,792; p<0,05]. Por outro lado, não foram encontradas interações entre os fatores. 

 

Figura 8 – Condicionamento durante o proestro  
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Figura 8 - Durante o condicionamento os tratamentos com imipramina e metirapona reduzem os níveis 

de congelamento em comparação ao grupo controle (A). Durante o teste (B), não foram encontradas 

diferenças significativas entre os tratamentos. Durante a extinção (C), ambos os tratamentos facilitaram 

a extinção da memória aversiva. As barras e os símbolos representam a média (±EPM) da porcentagem 

do tempo em congelamento. Hab = habituação, Cond = condicionamento. Os dados representados no 

painel A e C foram analisados por ANOVA de medidas repetidas, enquanto no painel B foi utilizado a 

ANOVA de um fator. Foram considerados significativos os valores de p<0,05. Painel A, n = 19-23 por 

grupo; painel B, n = 20 por grupo; painel C, n = 11-14 por grupo. *diferença significativa no grupo 

imipramina em relação ao grupo controle. #diferença significativa no grupo metirapona em relação ao 

grupo controle.  Fonte: autor. 
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 Quando o condicionamento ocorreu durante o metaestro (Fig. 9), a ANOVA de medidas 

repetidas revelou efeitos significativos ao comparar a habituação com o condicionamento 

[tempo F (1, 66) = 360,7; p<0,05]. Por outro lado, não foram observadas diferenças 

significativas entre os tratamentos durante a sessão de condicionamento (Fig. 9A), [tratamento 

F (2, 66) = 0,5574; p>0,05]. Não foram reveladas interações entre os fatores. Por outro lado, 

durante o teste (Fig. 9B), o grupo metirapona congelou significativamente mais que o grupo 

controle [tratamento F (2, 78) = 8; p<0,05]. Durante as sessões de extinção (Fig. 9C), todos os 

grupos passaram pelo processo de extinção da memória aversiva [tempo F (3, 101) = 38,06; 

p<0,05]. Nesse caso, não houve facilitação do processo de extinção pelos tratamentos 

[tratamento F (2, 36) = 1,179; p>0,05]. Da mesma forma, não houve interação entre os fatores 

[F (6, 101) = 1,010; p>0,05]. 

 

Figura 9 – Condicionamento durante o metaestro 
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Figura 9 - Durante o condicionamento não houve efeitos significativos dos tratamentos (A). Durante o 

teste (B), o grupo metirapona congelou significativamente mais em relação ao grupo controle. Durante 

a extinção (C), não foram revelados efeitos significativos dos tratamentos. As barras e os símbolos 

representam a média (±EPM) da porcentagem do tempo em congelamento. Durante a extinção (C), 

ambos os tratamentos facilitaram a extinção da memória aversiva.  Hab = habituação, Cond = 

condicionamento. Os dados representados no painel A e C foram analisados por ANOVA de medidas 

repetidas, enquanto no painel B foi utilizado a ANOVA de um fator. Foram considerados significativos 

os valores de p<0,05. Painel A, n = 22-24 por grupo; painel B, n = 25-29 por grupo; painel C, n = 13-14 

por grupo. #diferença significativa no grupo metirapona em relação ao grupo controle.  Fonte: autor. 
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Nossos resultados revelaram que as fases do ciclo influenciaram o comportamento de 

congelamento das ratas durante o condicionamento, em resposta ao choque nas patas. Desta 

forma, ratas em proestro congelaram significativamente menos quando comparadas com 

aquelas em estro ou metaestro durante a sessão de condicionamento. Além disso, ratas 

condicionadas durante o proestro, previamente tratadas com imipramina ou metirapona, 

exibiram níveis de congelamento menores em relação ao grupo controle. Apesar de não 

observarmos diferenças durante o teste, ambos os tratamentos facilitaram a extinção da 

memória aversiva. Por outro lado, quando as ratas foram condicionadas durante o metaestro, 

não observamos diferenças significativas entre os tratamentos durante o condicionamento ou a 

extinção da memória aversiva. Entretanto, 24 h após o condicionamento, o grupo metirapona 

apresentou níveis de congelamento significativamente maiores quando comparado ao grupo 

controle.  

Quando submetemos as ratas em diferentes fases do ciclo ao nosso protocolo de 

condicionamento de medo (Estudo 1; Fig. 5), nossos dados corroboram parte dos resultados 

encontrados na literatura em relação às fêmeas ciclando naturalmente (CUSHMAN et al., 2014; 

GRUENE et al., 2015a; MILAD et al., 2009; VANTREASE et al., 2022). Nesse sentido, autores 

que utilizaram diferentes modelos de ansiedade e depressão também revelaram diferenças 

dependentes da fase do ciclo estral, o que poderia indicar uma participação relevante de 

hormônios gonadais em circuitarias neurais subjacentes aos transtornos psiquiátricos (BLUME 

et al., 2019; DAY; STEVENSON, 2020; KUNDAKOVIC; ROCKS, 2022). Nossos dados 

revelaram que durante o condicionamento houve uma diminuição da expressão comportamental 

de medo de ratas em proestro, o que corresponde a fase do ciclo com níveis de E2 plasmático 

mais altos (BUTCHER; COLLINS; FUGO, 1974). Todavia, outros trabalhos não revelaram 

influência das fases do ciclo nas respostas aos protocolos de medo condicionado (CARVALHO 

et al., 2021; FRANZEN et al., 2023). Tais divergências nos resultados podem estar relacionadas 

a variações de linhagens dos animais utilizados nos diferentes estudos  (PRYCE; LEHMANN; 

FELDON, 1999), ou ainda diferenças nos protocolos (EMTYAZI et al., 2022), sendo que foi 

demonstrado que até mesmo a duração da sessão de habituação pode influenciar o 

comportamento durante o teste (TROTT; KRASNE; FANSELOW, 2022). 

No Estudo 2 (Fig. 6), observamos que o efeito dos tratamentos antes do 

condicionamento foi dependente da fase do ciclo estral, visto que foram encontrados resultados 

diferentes quando o condicionamento ocorreu nas fases de proestro ou metaestro.  

Quando as fêmeas foram condicionadas durante o proestro, observamos efeitos de 

ambos os tratamentos atenuando a expressão do congelamento durante a sessão de 
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condicionamento e a facilitação da extinção, mas não durante o teste. A ausência de efeitos 

durante o teste pode parecer controversa, entretanto, resultados similares podem ser 

encontrados na literatura. Ao realizarem reposição de E2 em ratas ovariectomizadas antes do 

condicionamento, Chang et al. (2009) não observaram diferenças durante o teste, mas a 

reposição foi capaz de facilitar a extinção. Ao compararem duas fases do ciclo, Milad et al. 

(2009) também observaram diferenças comportamentais durante o condicionamento e a 

extinção, mas nenhuma diferença foi encontrada durante o teste. 

 O tratamento com imipramina antes do condicionamento atenuou o congelamento na 

sessão de condicionamento e facilitou a extinção da memória aversiva de medo. Em machos, o 

tratamento com antidepressivos antes do condicionamento, no protocolo de medo condicionado 

são inconsistentes. Alguns estudos encontraram uma redução do comportamento de 

congelamento após 24 h (HASHIMOTO et al., 2009; HASHIMOTO; INOUE; KOYAMA, 

1996). Por outro lado, também foi relatado um aumento desse comportamento 

(MONTEZINHO et al., 2010). Já quando o tratamento ocorre entre a sessão de 

condicionamento e o teste, os resultados encontrados demonstram a redução da resposta 

comportamental de medo (HASHIMOTO et al., 2009; MONTEZINHO et al., 2010; MURAKI; 

INOUE; KOYAMA, 2008; SANTOS; MARTINEZ; BRANDÃO, 2006).  

Os antidepressivos são amplamente utilizados na clínica para o tratamento de 

transtornos psiquiátricos. Neste trabalho, utilizamos a imipramina, um antidepressivo tricíclico, 

sendo que o mecanismo de ação ocorre a partir da inibição dos transportadores de noradrenalina 

e 5-HT, reduzindo a recaptação desses neurotransmissores e, consequentemente, aumentando a 

disponibilidade nas fendas sinápticas (BARBACCIA, 1983). De maneira geral, os 

antidepressivos diminuem a expressão de comportamentos do tipo-ansiosos em modelos 

animais, pelo menos em machos (FUCHS; FLÜGGE, 2006). Foi verificado que o tratamento 

com imipramina em um modelo de estresse por abstinência ao etanol, reduz a expressão de 

SERT no hipocampo e atenua os efeitos do estresse no teste do nado forçado (CAMPOS-

CARDOSO et al., 2021). Da mesma forma, os antidepressivos também reduzem a expressão 

de medo no paradigma do medo condicionado, reforçando o papel da 5-HT nessa circuitaria 

neural (BAUER, 2015). Além disso, foi demonstrado que os choques nas patas aumentam a 

metilação do DNA no PFC e HIP, sendo que a imipramina pode atenuar esses efeitos (SALES; 

JOCA, 2018).  

Os efeitos divergentes entre machos e fêmeas do tratamento com antidepressivo podem 

estar relacionados a diferenças na modulação do sistema serotoninérgico pelo E2. Foi 

demonstrado que a injeção sistêmica ou intra-amigdalar de E2 induz efeitos ansiolíticos no LCE 
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(FRYE; WALF, 2004). Esses efeitos parecem ser mediados por ERβ, visto que a ativação 

desses receptores no NDR reverte comportamentos do tipo ansiosos em fêmeas (CAMPOS et 

al., 2019). Tais resultados podem ser parcialmente explicados pelo aumento na expressão da 

enzima triptofano-hidroxilase (DONNER; HANDA, 2009; SUZUKI et al., 2013), aumentando 

a disponibilidade global da serotonina. Além disso, o tratamento com imipramina em fêmeas 

reduziu comportamentos do tipo depressivo no teste do nado forçado e diminuiu a ativação do 

BLA e HIP, enquanto aumentou a ativação da CeA (NGUYEN et al., 2018).  

Uma segunda abordagem deste estudo foi utilizar a inibição da síntese de CORT antes 

do condicionamento. Quando as ratas foram condicionadas durante o metaestro, a metirapona 

aumentou o congelamento durante o teste. Na circuitaria do medo, os efeitos da CORT no 

encéfalo, são altamente dependentes do momento do tratamento (DE QUERVAIN; 

SCHWABE; ROOZENDAAL, 2017). Após um evento estressor, as concentrações plasmáticas 

de GCs aumentam devido a ativação do eixo HPA. Esse aumento é importante para a aquisição 

e consolidação da memória, visto que o tratamento com um antagonista de receptor GR diminui 

a resposta de congelamento após 24 h no modelo de medo condicionado (DONLEY; 

SCHULKIN; ROSEN, 2005). Por outro lado, a administração de CORT imediatamente antes 

do teste de memória espacial, prejudica a evocação da memória (DE QUERVAIN; 

ROOZENDAAL; MCGAUGH, 1998). Já a extinção é um processo em que uma resposta 

condicionada é diminuída se o EI for reapresentado repetidamente sem a presença de um evento 

aversivo (QUIRK; MUELLER, 2008). Portanto, a extinção é um novo processo de 

aprendizagem, e a administração de CORT melhora a aquisição dessa nova memória, 

facilitando o processo de extinção (CAI et al., 2006). Dessa forma, a administração de 

metirapona prejudica o processo de extinção (BLUNDELL et al., 2011b). 

No entanto, em fêmeas, a regulação da aquisição, consolidação, expressão e extinção do 

medo pelos GCs parece depender de um mecanismo diferente do que o que ocorre em machos, 

com um importante papel de hormônios gonadais. As concentrações basais de ACTH e 

corticosterona em ratas são mais elevadas que em machos (DAVIU et al., 2014). O E2 aumenta 

a sensibilidade da glândula adrenal para o ACTH e, portanto, as concentrações de corticosterona 

plasmáticas, em resposta ao estresse (FIGUEIREDO et al., 2007). Ao tratarem pacientes com 

diagnóstico de TEPT com metirapona, Inslicht et al. (2014) observaram um aumento nas 

concentrações plasmáticas de ACTH, P4 e ALO (INSLICHT et al., 2014). Já em outro estudo, 

com modelo animal, foi demonstrado que a injeção de agonista GR na amígdala de ratas 

ovariectomizadas diminuiu comportamentos exploratórios no labirinto em cruz elevado, 

enquanto a infusão de agonistas dos receptores ERβ e GR levaram ao aumento destes 
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comportamentos (WEISER; FORADORI; HANDA, 2010). Apesar de contraditórios, esses 

resultados podem indicar que há uma regulação cruzada entre estradiol e GCs, porém esses 

mecanismos ainda precisam de mais estudos para serem elucidados. Aqui, demonstramos que 

o tratamento prévio ao condicionamento de ratas tratadas em proestro não revelaram efeitos em 

comparação ao grupo controle; entretanto, o tratamento com metirapona anteriormente ao 

condicionamento de ratas em metaestro aumentou o nível de congelamento em comparação ao 

grupo controle. Sendo assim, a diminuição dos níveis endógenos de E2 poderia estar de alguma 

maneira interagindo com os níveis reduzidos de CORT devido ao tratamento com metirapona. 

Nesse sentido, Kashefi e Rashidy-Pour (2014) observaram que com o nível de E2 endógeno 

mais alto, uma única dose de CORT antes do teste aumentou o congelamento. Por outro, lado 

com o nível de E2 mais baixo, a dose de CORT diminuiu o congelamento (KASHEFI; 

RASHIDY-POUR). 

Além dos sistemas de neurotransmissão e de sinalização por GCs, as diferenças sexuais 

nas estruturas encefálicas e na própria circuitaria do medo condicionado devem ser 

consideradas. Um estudo recente demonstrou que o padrão de atividade do BLA é alterado de 

maneira ciclo dependente e que o estresse pode prejudicar esse padrão (BLUME et al., 2019). 

Nesse sentido, também foi verificado que em fêmeas, o BLA é mais ativado que em machos 

em resposta ao choque nas patas (COLON; POULOS, 2020). Já o BNST, parece não participar 

das respostas de medo condicionado ao contexto em fêmeas assim como ocorre em machos 

(URIEN; BAUER, 2022). Entender o papel de cada estrutura e da circuitaria como um todo em 

fêmeas é fundamental para entender os mecanismos subjacentes a maior vulnerabilidade de 

mulheres aos transtornos psiquiátricos e TEPT. 

Dados recentes do nosso laboratório revelaram que em machos adultos, o tratamento 

com imipramina antes do condicionamento, no mesmo protocolo de medo condicionado ao 

contexto, reduziu os níveis de congelamento e a ativação cortical apenas durante o teste 

(CAMPOS-CARDOSO, 2022). Esses efeitos divergem do que observamos ao utilizar fêmeas, 

sendo que a diminuição do congelamento durante o teste não ocorreu nas fases de proestro ou 

metaestro, mas houve a diminuição do congelamento durante o condicionamento e a facilitação 

da extinção da memória aversiva durante o proestro. Já a metirapona atenuou as respostas de 

medo durante as sessões de condicionamento e teste, e ainda, facilitou a extinção. Além disso, 

o tratamento com metirapona reduziu a ativação neuronal no BLA Aqui, quando as ratas foram 

condicionadas durante o proestro, o tratamento com metirapona reduziu o congelamento 

durante o condicionamento e facilitou a extinção. Por outro lado, quando o condicionamento 

ocorreu durante o metaestro, a metirapona aumentou o congelamento durante o teste. Sendo 
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assim, é importante ressaltar que em conjunto, esses resultados evidenciam a influência dos 

hormônios gonadais na circuitaria envolvida no medo e transtornos psiquiátricos, demonstrando 

a importância de novos estudos visando a investigação desses mecanismos.  

Apesar dos resultados inconsistentes em relação à influência das fases do ciclo no 

protocolo de medo condicionado, a participação do E2 nessas respostas parece clara. O E2 

exerce suas ações a partir da ligação com seus receptores (ER), sendo os mais conhecidos ERα 

e ERβ. A expressão e localização dos ER sofrem influência direta das fases do ciclo estral 

(MENDOZA-GARCÉS et al., 2011; ROMEO et al., 2005). Estudos que utilizaram agonistas 

de receptores do tipo ERβ demonstraram a diminuição da expressão do medo, enquanto 

agonistas de ERα não apresentaram efeitos, sugerindo que a participação do E2 no medo 

condicionado ocorra através do ERβ (CHANG et al., 2009; ZEIDAN et al., 2011). 

Já a participação de P4 tem sido muito menos investigada em relação ao E2 nos 

protocolos de medo condicionado. Chang et al. (2009) não observaram efeitos da reposição de 

P4 em comparação ao veículo, enquanto Fox et al. (2023) revelaram uma maior aquisição de 

medo. No SNC a P4 é ativamente convertida em alopregnanolona (ALO; COMPAGNONE; 

MELLON, 2000), que interage com o receptor GABA-A (BELELLI; LAMBERT, 2005). O 

GABA é um neurotransmissor inibitório, que ativa os receptores ionotrópicos GABA-A e os 

metabotrópicos GABA-B. O receptor GABA-A é composto por duas subunidades α, duas β e 

uma ϒ ou δ (JACOB, 2019). A ALO pode promover a fosforilação (ADAMS; THOMAS; 

SMART, 2015) e, ainda, alterar a composição dessas subunidades (GRAVIELLE, 2018). Nesse 

sentido, foi verificado que a diminuição drástica nos níveis de P4 durante o diestro está 

associada a uma super expressão de receptores GABA-A com a subunidade δ na PAG 

(GRIFFITHS; LOVICK, 2005; LOVICK, 2006). A diminuição nos níveis de P4 parecem estar 

relacionadas ao aumento de comportamentos do tipo ansiosos e dos níveis de CORT no LCE 

(ISLAS-PRECIADO et al., 2022). Além disso, os receptores GABA-A estão envolvidos no 

aprendizado espacial da memória contextual (ZHU et al., 2023). Da mesma forma, a literatura 

vem apontando para a participação da ALO em transtornos psiquiátricos, sendo encontrada em 

níveis reduzidos em situações de estresse crônico e ansiedade (BALI; JAGGI, 2014; SCHÜLE; 

NOTHDURFTER; RUPPRECHT, 2014). Sendo assim, é possível que assim como o E2, a P4 

também esteja influenciando as respostas de medo condicionado ao contexto ao longo do ciclo 

estral.  

Assim, devido à literatura escassa e a falta de financiamento em pesquisas que envolvem 

fêmeas (MIRIN, 2021) os mecanismos neurobiológicos que contribuem para uma maior 

vulnerabilidade de mulheres a desenvolverem TEPT e transtornos de ansiedade permanecem 
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desconhecidos. Portanto, medidas como as determinadas pelo National Institute of Health 

(NIH), que desde 2014 consideram o sexo como uma variável biológica em estudos clínicos e 

pré-clínicos, são de extrema importância para a elucidação desses mecanismos e para o 

desenvolvimento de terapias efetivas (CLAYTON; COLLINS, 2014).  

Muitos autores argumentam que fêmeas geram alta variabilidade nos dados, devido ao 

ciclo estral, o que poderia reduzir o poder de testes estatísticos, justificando a prevalência de 

machos em pesquisas de diversas áreas de pesquisa (MAMLOUK et al., 2020). Nos últimos 

anos, esforços vêm sendo empregados a fim de desmistificar tais premissas (BEERY, 2018; 

PRENDERGAST; ONISHI; ZUCKER, 2014), mas também é preciso uma mudança cultural da 

ciência como um todo (SHANSKY; MURPHY, 2021). 

 É importante ressaltar que a medida comportamental utilizada nesse trabalho foi o 

tempo gasto em congelamento, contudo, estudos recentes têm descrito uma possível estratégia 

comportamental distinta em fêmeas, o darting (COLOM-LAPETINA et al., 2019; GREINER 

et al., 2019; GRUENE et al., 2015b). O darting é caracterizado como um movimento rápido na 

caixa de condicionamento, que aparece durante os últimos tons do medo condicionado com 

pistas em 40% das fêmeas (MITCHELL et al., 2022). Até o momento, nenhum estudo que 

utilizou o modelo de medo condicionado ao contexto demonstrou esse comportamento e, apesar 

de não termos analisado sistematicamente, não foi possível perceber a presença de darting. A 

importância desse comportamento para as diferenças sexuais e o mecanismo através do qual é 

organizado ainda não foram esclarecidos, sendo necessário estudos com maior enfoque nesse 

comportamento. 

Além disso, o presente trabalho não considerou a possibilidade de dependência de 

estado, sendo que as ratas foram condicionadas em uma fase específica e testada em outras. O 

contexto do condicionamento é formado por pistas externas, como iluminação e odores, mas 

também por pistas internas, como o estado fisiológico (BLAIR et al., 2022). A injeção de ALO 

diretamente no BNST de machos foi capaz de induzir a dependência de estado (ACCA et al., 

2017). Sendo assim, uma possibilidade seria a dependência de estado de acordo com as 

diferentes fases do ciclo. Blair et al. (2022), observaram dependência de estado quando o 

condicionamento ocorreu na fase de diestro, mas não em proestro. Entretanto, esses efeitos não 

foram observados em ratas ovariectomizadas com reposição de P4 (BLAIR et al, 2022). No 

contexto do medo condicionado a dependência de estado passou a ser considerada apenas muito 

recentemente, sendo necessários mais estudos para esclarecer esses eventos.  

Nossos resultados demonstraram que as fases do ciclo estral de ratas influenciam as 

respostas de medo condicionado ao contexto. Os tratamentos com imipramina e metirapona 
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induzem efeitos distintos a depender da fase do ciclo. Considerando as flutuações endócrinas 

ao longo do ciclo estral, provavelmente essas diferenças devem-se a interação entre o E2 e os 

sistemas de neurotransmissão serotoninérgico e de sinalização por GCs. Os mecanismos 

envolvidos nessa interação ainda precisam de novos estudos. Uma primeira abordagem poderia 

ser a avaliação de possíveis alterações na expressão de receptores de 5-HT, GCs e E2. Além 

disso, a verificação das concentrações plasmáticas de CORT e E2 poderiam revelar como a 

interação entre esses sistemas influenciam os comportamentos.  
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Concluímos que as fases do ciclo influenciam as respostas ao modelo de medo 

condicionado ao contexto em fêmeas ciclando naturalmente, no protocolo proposto. Ratas 

condicionadas durante o proestro congelam significativamente menos que aquelas em 

metaestro ou estro durante o condicionamento. A imipramina e a metirapona induzem respostas 

comportamentais diferentes quando as ratas são condicionadas durante o proestro ou metaestro. 

Durante o proestro, ambos os tratamentos diminuem o comportamento de congelamento 

durante o condicionamento e facilitam a extinção da memória aversiva. Durante o metaestro, a 

metirapona aumenta a expressão de medo durante o teste. De maneira geral, observamos 

influência das fases do ciclo nas respostas ao modelo de medo condicionado ao contexto. 
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