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— Friedrich Nietzsche






RESUMO

O sistema noradrenérgico é implicado tradicionalmente no
processamento das memdrias emocionais por meio da ativagdo de
receptores ;- ¢ B-adrenérgicos. Embora a hiperativacdo noradrenérgica
possa induzir a formagdo de memdrias inapropriadas que levam ao
desenvolvimento do transtorno do estresse pds-traumatico, a maior parte
dos estudos se limita a investigacdo do papel dessa via sobre as
memoérias de medo “fisiologicas”. Esse trabalho teve como proposta
investigar possiveis divergéncias quanto ao recrutamento de receptores
adrenérgicos durante as fases de estabilizacdo de memdrias de medo, se
estendendo do espectro normal ao disfuncional, que poderiam ser
modeladas em roedores frente a hiperativacdo noradrenérgica em
diferentes condi¢es. O aumento do tdnus noradrenérgico induzido pela
ioimbina potencializou tanto a consolidagdo quanto a reconsolidacdo de
uma memoria de medo contextual fraca. Embora ambos 0s processos
recrutem receptores Bf-adrenérgicos centrais, a participagdo do subtipo o
so foi evidente durante a reconsolidacéo, destacando a natureza distinta
entre as duas fases de estabilizagdo em memorias normais. Frente ao
condicionamento contextual mais intenso, a ioimbina gerou uma
meméria disfuncional acompanhada de generalizacdo do medo, sendo
gue a inducdo desse perfil dependeu exclusivamente da ativagdo de
receptores B-adrenérgicos centrais. Como a generalizacdo do medo é
uma caracteristica evidente do transtorno do estresse pos-traumatico, a
possibilidade de modelar memorias disfuncionais e outras caracteristicas
inapropriadas que teriam mais relevancia para esse transtorno
psiquiatrico foi avaliada. A hiperativagdo noradrenérgica apdés o
condicionamento de medo contextual intenso induziu ndo s6 a
generalizacdo do medo persistente (28 dias), mas também sensibilizacdo
de respostas defensivas, aumento na pressdo arterial, resisténcia a
extingdo, ao efeito antiaversivo de benzodiazepinicos e ao efeito
amnéstico da clonidina e do canabidiol sobre a reconsolidacdo, efeitos
relacionados a superconsolidacdo da memoéria de medo. O efeito de
agentes amnésticos sobre a reconsolidagdo foi recuperado frente a
facilitacdo da labilizagdo da memdria, revertendo a expressdo de medo
generalizada. A inducdo dessa caracteristica disfuncional depende da
ativacdo de receptores B,- ¢ Ps-adrenérgicos presentes no hipocampo
dorsal, embora somente a ativagdo dos receptores [s-adrenérgicos
induza a generalizacdo do medo pelo recrutamento subsequente da via
do O&xido nitrico. Além de expandir o conhecimento acerca da
modulagéo noradrenérgica sobre o processamento de memérias de medo



normais, esses resultados implicam o envolvimento noradrenérgico, com
consequente recrutamento de diferentes subtipos desses receptores no
cérebro, no estabelecimento de memérias disfuncionais, com maior
relevancia translacional no entendimento das memérias traumaticas que
levariam ao surgimento de transtornos psiquiatricos.

Palavras-chave: noradrenalina, generalizacdo do medo, hipocampo
dorsal, transtorno do estresse pds-traumético, consolidagio,
reconsolidac&o.



ABSTRACT

The noradrenergic system is classicaly implicated in emotional
memory processing through the activation of a;- and B-adrenoceptors.
Even though noradrenergic hyperactivation may lead to the formation of
inappropriate  memories that might underlie posttraumatic stress
disorder, most studies investigate the role of this transmission system on
“physiological” fear memories only. The purpose of this study was to
investigate possible divergences related to the recruitment of adrenergic
receptors during stabilization steps of fear memory, extending from
normal to dysfunctional spectrum, which might be modeled in rodents
by noradrenergic hyperactivation under different experimental
conditions. Increased noradrenergic tonus induced by yohimbine
potentiated the consolidation and reconsolidation of a weak contextual
fear memory. Although both processes recruit central p-adrenoceptors,
the involvement of the o; subtype was only detected during
reconsolidation, highlighting the distinct nature of both stabilization
phases of adaptive memories. Under stronger contextual fear
conditioning, yohimbine induced a dysfunctional memory with fear
generalization, a condition that depended exclusively on the activation
of central B-adrenoceptors. As fear generalization is a typical feature of
posttraumatic stress disorder, the possibility of modelling dysfunctional
memories and other inappropriate related features that would be relevant
to this psychiatric condition was evaluated. The noradrenergic
hyperactivation induced after a strong contextual fear conditioning not
only induced persistent fear generalization (28 days), but also caused
sensitization of defensive responses, increased blood pressure and
resistance to extinction, to the antiaversive effect of benzodiazepines
and to the amnesic effect of clonidine and cannabidiol on
reconsolidation, effects that may be linked to fear memory
overconsolidation. The effect of amnesic drugs on reconsolidation was
rescued after the facilitation of memory labilization, reverting the fear
generalization profile. The induction of this dysfunctional feature relies
on the activation of B,- and ps-adrenoceptors in the dorsal hippocampus,
even though only Bs-adrenoceptors induced fear generalization by the
recruitment of the nitric oxide pathway. Besides expanding the
knowledge related to noradrenergic modulation during the processing of
adaptive fear memories, such results implicate the involvement of the
noradrenergic system with consequent recruitment of different
adrenoceptor subtypes in the brain in the establishment of dysfunctional
memories, which present higher translational relevance for the



understanding of traumatic memories that might lead to the development
of psychiatric disorders.

Keywords: noradrenaline, fear generalization, dorsal hippocampus,
post-traumatic stress disorder, consolidation, reconsolidation.
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PREFACIO

Esse trabalho foi desenvolvido a partir de um projeto apresentado
ao Programa de Pés-Graduacdo em Farmacologia, em abril de 2011,
para o ingresso no curso de doutorado. Geralmente, uma tese de
doutorado ndo costuma ser um reflexo fiel da sua proposta inicial. Esse
caso ndo € diferente. Esse trabalho foi desenhado gradualmente,
ganhando uma cara propria e restringindo os assuntos focados conforme
novos resultados eram obtidos. Por conta disso, somado a questdes
didaticas, o texto que segue foi dividido em 5 capitulos, a fim de
facilitar o entendimento e permitir a assimilagdo gradual dos resultados,
da mesma maneira como eles foram obtidos.

O capitulo 1 tem como foco a neurobiologia e dindmica de
formagdo das memorias, e é composta por uma revisdo de conceitos
necessarios para entender o seu processamento. Seu conteldo se estende
desde o histérico de descobertas importantes nesse campo, passando
desde o conhecimento atual sobre as vérias etapas da meméria até o uso
do condicionamento contextual de medo como ferramenta para o estudo
de memorias de carater aversivo em roedores. Esse capitulo tedrico
compbe a base necessaria para 0s 3 capitulos experimentais que o
seguem.

O foco do capitulo 2 é o envolvimento da transmissdo
noradrenérgica nas memorias aversivas, especialmente durante a sua
consolidagdo e reconsolidacdo. Apds uma breve introdugdo tedrica, uma
série de experimentos é exposta, abrangendo a modulacdo
noradrenérgica sobre as memorias de medo de carater normal, bem
como o recrutamento de subtipos de receptores adrenérgicos envolvidos
nesses processos. Por fim, os resultados se estendem a participagcdo
noradrenérgica no desenvolvimento de memoérias aversivas
disfuncionais.

A proposta do capitulo 3 é estender o conhecimento de
caracteristicas disfuncionais que acompanham uma meméria de medo
inapropriada gerada por meio da hiperativacdo noradrenérgica,
embasando a proposta de um modelo para a indugdo de uma meméria
traumatica que se assemelhe mais com aquela associada a alguns
transtornos psiquiatricos do que as comumente utilizadas em condicdes
pré-clinicas.

No capitulo 4 ha o aprofundamento de aspectos neurobiol6gicos
e farmacoldgicos relacionados a apenas uma dessas caracteristicas
disfuncionais, a generalizagdo do medo. Para tanto, 0s
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experimentos compreendem desde a demonstracdo da participagédo
hipocampal até a determinacdo de subtipos especificos de receptores
adrenérgicos envolvidos nessa resposta e algumas das possiveis vias
efetoras, como a do 6xido nitrico.

Por fim, o capitulo 5 compreende consideracdes finais e
perspectivas futuras. Ao final desses cinco capitulos, espera-se que o
leitor consiga compreender ndo apenas 0s assuntos abordados, mas
também a linha de pensamento que norteou o desenvolvimento gradual
do desenho experimental adotado em cada uma das etapas. Ao mesmo
tempo, cada um dos capitulos experimentais pode ser tratado
isoladamente sem comprometer o entendimento, ja que eles apresentam
uma estrutura prépria, com introducéo, discussdo e concluséo.

Embora essa ndo tenha sido a intencdo, “revisitar” a modulagio
do sistema noradrenérgico sobre as memorias pode parecer uma forma
de “requentar” resultados e conclusdes. Contudo, a proposta de
“revisitar” foi, na verdade, uma maneira de rebuscar a importancia dessa
via de transmissdo classica — que pode ser considerada um tema ja
esgotado ou desgastado — no processamento das memdrias de medo,
considerando novos pontos de vista, perspectivas e implica¢fes do
sistema noradrenérgico no estudo das memorias.
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1

O processamento dinamico das memorias

“A memoria ¢ o que resta de algo que acontece e
ndo deixa de acontecer completamente. ”

— Edward de Bono
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uito da identidade individual é construida com base no que

se vive e aprende ao longo do tempo, uma vez que as

memérias podem modelar comportamentos por meio da

criagdo e retencdo de representagfes internas de
experiéncias passadas. Como recordamos diversos eventos de nossas
vidas de maneira vivida, pode-se supor que existam mecanismos
especificos capazes de sinalizar e determinar a relevancia das
informacbes a serem armazenadas em detrimento as demais, uma
caracteristica especialmente evidente no caso das memdrias de contetdo
emocional. Para compreender 0s possiveis motivos por tras disso, €
necessario entender o processo dindmico de formagdo dessas memdrias
e sua manutencao ao longo do tempo.

1.1 A formacao das memdrias: a teoria cléssica da consolidacdo

O aprendizado, por si s6, consiste no processo em que o sujeito €
confrontado com um evento qualquer, permitindo que uma informacao
relacionada seja adquirida, na etapa de aquisicdo da memoria (DUDALI,
2002). Embora uma versdo temporaria dessa memoria — a memoria de
curta duragdo — ja esteja imediatamente disponivel (IZQUIERDO et
al., 1999), etapas determinantes para o0 estabelecimento de uma forma
duradoura e “definitiva” dessa memoria — a memoria de longa duragéo
— acontecem no periodo que segue a aquisicdo (para revisdo, ver
DUDAI, 2004). Para tanto, circuitos especificos de neurdnios ativados
durante a formacdo da memoria sofrem modificacGes e alteracfes
plasticas que sustentam, ao longo do tempo, 0 armazenamento dessas
informac0es. Essas modificacdes requerem o envolvimento complexo e
temporalmente  orquestrado de estruturas cerebrais, sistemas
transmissores e eventos bioquimicos celulares (MCINTYRE,
MCGAUGH, WILLIAMS, 2012; JAROME, THOMAS, LUBIN, 2014).
Como consequéncia, as memorias ndo sdo formadas instantaneamente,
mas estabilizadas gradualmente ao longo do tempo, até que
representacGes duradouras sejam geradas (DUDAI, 2004).

Ha muito tempo ja se observavam evidéncias clinicas de traumas
cerebrais associados a perda de memdrias adquiridas minutos, horas ou
até dias antes do acidente, sugerindo a existéncia de um processamento
gradual da memoria (RIBOT, 1882). Contudo, essa etapa gradual so foi
empiricamente demonstrada em 1900 pelos alemaes Georg Miiller e
Alfons Pilzecker, apds a observagdo, em humanos, de um periodo pés-
aquisicdo — uma ‘janela temporal>’ — em que as memorias eram
sensiveis a interferentes. Para denominar essa etapa gradual de
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estabilizacdo da meméria foi cunhado o termo consolidagéo (do latim
‘consolidare’, tornar concreto). A memodria é, entdo, armazenada como
uma representacdo neural especifica (o chamado “trago de memoria” ou
engrama), que pode ser utilizada posteriormente. Por fim, o acesso a
memaria acontece por meio da evocacdo (DUDAI, 2002), momento em
gue a informagdo armazenada ¢é lembrada (Fig. 1).

Aquisi¢cdo Evocagdo
VN
b
sonsolidacao O
Memoria labil Memoria estavel

Figura 1. Etapas de forma¢do das memorias de longa duragdo. Apds a
aquisicdo, a memoria se encontra l&bil e sensivel a interferentes, sendo
necessaria a sua consolidagdo para estabilizar o traco de memoria e permitir a
sua evocagao posterior.

As bases neuroquimicas da consolidacdo foram elucidadas nos
anos seguintes com o uso de antagonistas de receptores especificos ou
inibidores da transcricdo de RNA e da sintese proteica (FLEXNER,
FLEXNER, ROBERTS, 1967; PALFAI, CORNELL, 1968). Contudo, a
sensibilidade dessa memoéria nova a interferentes — sejam eles
comportamentais ou farmacoldgicos — s6 é evidente dentro de um
periodo limitado de algumas horas apés a sua aquisicdo (IZQUIERDO
et al., 1999). Por conta disso, a consolidacdo pode ser funcionalmente
caracterizada e temporalmente delimitada pelo periodo de tempo, ap6s a
aquisicao, em que o traco de meméria permanece sensivel (ou labil) a
interferentes (DUDAI, 2004). A consolidacdo pode sofrer modulagdo
enddgena (hormdnios do estresse, estado de alerta) ou externa (traumas,
agentes farmacoldgicos, etc.), com impacto direto no trago de meméria
em formacdo (MCGAUGH, 1983; 2000). Apos esse periodo, a memoria
se tornaria resistente (ou “imune”) a interferéncias, garantindo o
estabelecimento da sua forma de longa duracdo. Mesmo que a
consolidagdo ja tenha sido descrita empiricamente ha mais de 110 anos,
a descoberta de vias de transmissdo e etapas bioquimicas recrutadas
durante esse processo aconteceu lentamente nos anos seguintes
(MCGAUGH, 2000). O esclarecimento dos mecanismos fisioldgicos da
consolidacdo da memdria progrediu mais recentemente, e de maneira
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impressionante, em decorréncia do estudo das suas bases celulares e
moleculares.

1.2 A plasticidade neuronal na formacéo das memadrias

Em 1949, quando ainda se sabia pouco sobre a consolidacdo das
memérias, 0 neurocientista canadense Donald Hebb propbs que
poderiam existir mecanismos de modificacBes sinapticas que
sustentariam a sua formacdo. A sua teoria era de que sinapses ativadas
de maneira significativa poderiam ser remodeladas, de forma que a sua
ativacdo geraria respostas de maior magnitude nos neurdnios pos-
sindpticos, um evento que poderia justificar a retengdo das memdrias
(HEBB, 1949). Foi s6 mais de 20 anos depois que um processo de
plasticidade neuronal persistente foi descrito (BLISS, LOMO, 1973),
demonstrando que a estimulacdo elétrica de alta frequéncia em fatias do
cérebro de coelho induzia aumentos sustentados na eficiéncia sinaptica
(i.e., um aumento na resposta sinaptica frente a um estimulo), processo
denominado potencializacdo de longa duragédo (LTP, do inglés ‘long-
term potentiation’).

A LTP foi estudada e caracterizada desde entdo e, por conta de
processos celulares e moleculares analogos a consolidacéo, foi proposta
como o substrato fisiolégico para a formagdo das memdrias algum
tempo mais tarde (BLISS, COLLINGRIDGE, 1993). Apds a
estimulacdo intensa de sinapses especificas frente a informacoes
relevantes, a ativagdo de receptores glutamatérgicos NMDA induz a
LTP (HARRIS, GANONG, COTMAN, 1984; para revisdo, ver
VOLIANSKIS, 2015). O influxo de calcio resultante leva ao
recrutamento de vias intracelulares que induzem a sintese de fatores de
transcricdo e de novas proteinas responsaveis pelo remodelamento
sinaptico, como componentes estruturais e receptores de membrana
(ABRAHAM, WILLIAMS, 2008; BRAMHAM et al., 2008). O
aumento da superficie sinaptica e da densidade de receptores sustenta a
potencializacdo duradoura na eficiéncia sinaptica que caracteriza a LTP,
além das alteracdes pré-sinapticas relacionadas com o aumento na
liberacdo de glutamato frente a estimulacdo (LYNCH, REX, GALL,
2007). Esse processo plastico envolve etapas multiplas ordenadas
sequencial e temporalmente, sendo necessarias algumas horas até que
sejam completadas, de maneira andloga a janela temporal da
consolidagdo (DUDAI, 2004). Adicionalmente, o recrutamento de
receptores especificos e das vias intracelulares necessarias para a
indugdo desses processos plasticos parecem ser comuns ao processo de
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consolidagdo e de LTP, reforcando a ideia de que ambos poderiam
refletir faces distintas de um mesmo evento (BLISS, COLLINGRIDGE,
1993). Embora ainda exista alguma controvérsia sobre a LTP como o
mecanismo fisioldgico que sustentaria as memorias ao longo do tempo,
estudos tém demonstrado, in vivo, uma relacdo direta entre a ocorréncia
do aprendizado e indugdo de LTP, bem como a reversdo da LTP e
consequente perda da meméria relacionada (WHITLOCK et al., 2006).

1.3 Retomando o que foi memorizado: o caso da reconsolidagéo

Com o surgimento da teoria classica da consolidacdo e
esclarecimento da sua dindmica de estabilizagdo, passou a se assumir,
por muito tempo, que as memdrias seriam pouco mutaveis apds o
término dessa etapa (DUDAI, 2004). Quando varios grupos de pesquisa
passaram a reportar resultados discrepantes em memorias previamente
consolidadas, essa teoria comegou a ser avaliada por um ponto de vista
alternativo. Nesses estudos, interferéncias capazes de prejudicar a
consolidacdo de uma meméria também se mostravam efetivos quando
aplicados imediatamente ap6s a sua evocacdo (MISANIN, MILLER,
LEWIS, 1968; SCHNEIDER, SHERMAN, 1968; DEVIETTI,
KIRKPATRICK, 1976; MACTUTUS, RICCIO, FEREK, 1979). Por
conta disso, surgiu a ideia de que a evocacdo de uma memdria formada
previamente — ou seja, inativa — seria capaz de torna-la novamente ativa,
processo que recebeu o nome de reativacdo da memoria.
Supostamente, essa memoria seria novamente estabilizada e mantida em
um estado inativo até um novo evento de evocacao/reativacdo (LEWIS,
1979). Embora esses estudos tenham iniciado uma quebra de
paradigmas, eles ndo causaram muito mais que curiosidade na época,
talvez por conta da visdo vigente sobre a teoria da consolidacdo e a
busca por dissecar as etapas envolvidas nesse processo.

Em 1997, foi demonstrado que o antagonismo de receptores
glutamatérgicos NMDA ap6s a evocagdo de uma memoria aversiva
causava um prejuizo na sua retencdo (PRZYBYSLAWSKI, SARA,
1997). O envolvimento de receptores B-adrenérgicos também foi
descrito nesse processo, bem como a sua natureza gradual, que parecia
cada vez mais semelhante & consolidagdo (PRZYBYSLAWSKI,
ROULLET, SARA, 1999). Por conta disso, o termo reconsolidac¢éo foi
ganhando forga para caracterizar essa nova fase gradual de estabilizacdo
das memorias. A reconsolidacdo s6 ganhou destaque ap6s um estudo
que evidenciou a possibilidade de “apagar’ uma memoria de medo por
meio da inibicdo da sintese proteica em estruturas encefélicas
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relacionadas com o seu processamento (NADER, SCHAFE, LEDOUX,
2000a). Desde entdo, as etapas neuroquimicas e moleculares da
reconsolidagdo vem sendo elucidadas e descritas por diversos grupos de
pesquisa (para revisdo, ver BESNARD, CABOCHE, LAROCHE,
2012).

Uma série de etapas precede e determina se uma memoria
evocada vai sofrer reconsolidacdo (Fig. 2). Inicialmente, frente a
evocacdo, a rede neural que sustenta a memaria é reativada, permitindo
a sua expressdo (LEE, FLAVELL, 2014). A reativacdo desse trago de
meméria pode induzir a sua desestabilizacdo, desencadeada pelo
trafego de receptores glutamatérgicos AMPA (HONG et al., 2013),
além da ativacdo de receptores glutamatérgicos NMDA contendo a
subunidade NR2B (MILTON et al., 2013), receptores canabinoides CB;
e canais de calcio do tipo L (SUZUKI et al., 2008), levando a
degradacdo de proteinas relacionadas a manutencdo dessa memoria
(KAANG, CHOI, 2011). Nesse momento, o traco de meméria labil
requer uma nova onda de sintese proteica durante a etapa de
reconsolidagdo, para que seja novamente estabilizado e armazenado
(NADER, SCHAFE, LEDOUX, 2000a). A reconsolidacdo pode
acontecer sucessivamente e indefinidamente (DUDAI, 2012), embora
ela aconteca menos frequentemente em memarias mais remotas ou de
maior intensidade, talvez porque, nesses casos, elas sejam menos
susceptiveis a labilizacdo (BUSTOS, MALDONADO, MOLINA, 2009;
BUSTOS et al., 2010).

Evocacdo
.
Labilizacdo,
- c dara
leeonsolidacac
Meméria Meméria Mem6éria
estavel labil estavel

Figura 2. A reconsolidagdo como uma nova etapa de estabilizacdo das
memdrias. Frente a evocacdo da memodria, ela é reativada e pode ser
desestabilizada, sendo necessaria a etapa de reconsolidagdo para manté-la em
sua forma estavel.

A existéncia de uma nova etapa de estabilizacdo que mantém a
meméria vulnerdvel apds a sua evocacdo pode parecer sem sentido.
Contudo, a reconsolidacdo apresenta algumas fungdes bioldgicas que
fazem dela um componente essencial no processamento dindmico das
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memérias (DE OLIVEIRA ALVARES et al., 2013; para revisao, ver
DUDAI, 2006; ALBERINI, 2011). A primeira delas é permitir a
modulagdo neuroenddcrina, desencadeada com a lembranca, sobre a
memoéria original, levando ao seu fortalecimento em situacdes em que
ela permanece relevante, o que garante a sua manutencdo ao longo do
tempo (FUKUSHIMA et al., 2014). A lembranca recorrente e a
reconsolidagéo também sdo capazes de manter a precisao das memérias,
reduzindo a possibilidade de perda de detalhes especificos com o passar
do tempo (DE OLIVEIRA ALVARES et al., 2011). Além disso, frente a
pequenas mudangas, é possivel incorporar novas informacdes a memdria
original — a atualizagdo - por mecanismos dependentes da
reconsolidagdo (LEE, 2009; 2010). Por fim, embora ndo seja uma
funcéo bioldgica/fisioldgica propriamente dita, a reconsolidacdo oferece
uma oportunidade para a realizacdo de interferéncias sobre as memérias,
possibilidade que vem ganhando destaque como alternativa para o
controle de memérias disfuncionais que podem originar transtornos
psiquiatricos (SCHILLER et al., 2010; SOETER, KINDT, 2011;
PITMAN, 2011; MILTON, 2013; SCHWABE, NADER, PRUESSNER,
2014). Todos esses motivos fizeram da reconsolidacdo um alvo
frequente de estudos, e a aceitacdo dessa etapa como integral no
processamento das memorias forcou uma mudanca de pensamento,
aceitando que a memoria poderia ser mais maleavel e dinamica do que
inicialmente proposto (MILLER, MATZEL, 2000; NADER, SCHAFE,
LEDOUX, 2000b; DUDAI, EISENBERG, 2004).

O termo adotado, reconsolidacéo, remete muito a ideia de que
essa etapa seria uma repeticdo da consolidagdo, uma simples reprise do
mesmo processo. Embora algumas das caracteristicas da consolidacéo
sejam compartilhadas, como a dependéncia de certas vias intracelulares
(DUVARCI, NADER, LEDOUX, 2008; MAC CALLUM et al., 2014),
sabe-se que varios mecanismos parecem ser divergentes (BESNARD,
CABOCHE, LAROCHE, 2012). Para uma mesma memdria, ja foi
descrito o envolvimento diferencial de estruturas cerebrais (TRONEL,
SARA, 2002; ALBERINI, 2005; TRONSON, TAYLOR, 2007;
MAMIYA et al, 2009) e de vias de neurotransmissdo (DEBIEC,
LEDOUX, 2004; BUCHERELLI et al., 2006), além de divergéncias
celulares e moleculares, como o das regides neuronais que seriam alvos
para alteragdes plésticas (e.g., pré- ou pés-sinapticas; LI et al., 2013a) e
a sintese de fatores de transcricdo e outros genes de expressdo imediata
relacionados ao processamento das memdrias (VON HERTZEN,
GIESE, 2005; LEE, EVERITT, THOMAS, 2004; LEE, HYNDS, 2013).
Em conjunto, esses dados sustentam a ideia de que, mesmo que
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parecidas em alguns aspectos, ambas as etapas de estabilizacdo s&o
independentes e distintas.

1.4 O estudo empirico das memdrias: o condicionamento classico
pavloviano

O russo lvan Pavlov é considerado o pai do estudo das memorias
associativas, embora ele se referisse ao seu trabalho como um estudo
dos “reflexos condicionados”, que seriam nada mais que a expressdo
comportamental da memoria associativa (PAVLOV, 1927). Nos seus
ensaios, Pavlov se baseou em duas premissas: um estimulo
incondicionado (‘US’, do inglés ‘unconditioned stimulus’) seria aquele
naturalmente capaz de induzir uma resposta comportamental especifica
(resposta incondicionada), seja essa resposta positiva (frente a estimulos
apetitivos, por exemplo) ou negativa (frente a estimulos aversivos), ao
passo que um estimulo neutro seria incapaz de causar, por Si SO,
qualquer resposta no individuo avaliado.

No seu experimento com cées, Pavlov demonstrou que a
apresentacdo de estimulos incondicionados associados a estimulos
neutros levavam a formacdo de uma memoria. Frente a diversos eventos
de associacgdo entre esses dois estimulos (pareamento), a memoria seria
estabelecida até um ponto onde a simples apresentacdo do estimulo
neutro seria capaz de induzir respostas comportamentais idénticas
aquelas causadas pelo estimulo incondicionado. Nesse momento, 0
estimulo neutro passa a ser denominado estimulo condicionado (‘CS’,
do inglés ‘conditioned stimulus’), ja que a memoria associativa permite
a evocacdo de respostas condicionadas — idénticas as respostas
incondicionadas originais — frente a esse estimulo, originalmente sem
qualquer valéncia (PAVLOV, 1927). Mesmo que o estudo mais famoso
de Pavlov tenha utilizado US apetitivos, 0 mesmo protocolo pode ser
adaptado para o estudo das memorias de carater negativo, com o uso de
estimulos aversivos.

O entendimento atual sobre as etapas de processamento das
memoérias se deve, em grande parte, ao legado de Pavlov. O fato de que
muitas das memérias corriqueiras sdo baseadas no aprendizado
associativo (AGUADO, 2003), juntamente a fécil transposi¢do do
protocolo de condicionamento classico pavloviano para animais de
laboratério (KRYUKOQV, 2012) e até mesmo humanos (DELGADO,
OLSSON, PHELPS, 2006), fez com que esse tipo de protocolo
comportamental ganhasse destaque. Entre eles, o condicionamento de
medo é um dos mais utilizados no estudo das memorias, oferecendo
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uma base concreta para o entendimento das memorias emocionais de
carater negativo (MAREN, PHAN, LIBERZON, 2013; BRISCIONE,
JOVANOVIC, NORRHOLM, 2014). A adaptacdo desses protocolos é
uma simples transposi¢do dos experimentos de Pavlov para as condi¢des
pré-clinicas, em roedores: como estimulo incondicionado para o estudo
das memorias aversivas, geralmente se utilizam choques elétricos
aplicados nas patas, embora outros, menos comumente, também possam
ser adotados (BLANCHARD et al., 2001; GUITTON, DUDAI, 2004;
CAVALLI, BERTOGLIO, CAROBREZ, 2009; PAVESI, CANTERAS,
CAROBREZ, 2011). O estimulo neutro também pode ser de vérias
modalidades, embora os condicionamentos ao som e ao contexto sejam
0s mais utilizados. Como o estimulo incondicionado e neutro podem ser
processados por vias sensoriais especificas, podendo haver o
envolvimento de estruturas encefalicas diferentes, a escolha de cada uma
das caracteristicas adotadas no procedimento experimental é critica
(LEDOUX, 2000).

As fases de formacdo da memoria sdo facilmente relacionadas as
etapas utilizadas nos protocolos de condicionamento (BOUTON,
MOODY, 2004). Tomando como exemplo o condicionamento de medo
contextual, é possivel tracar um paralelo. Inicialmente, os roedores séo
expostos a uma caixa de choques por um curto periodo de tempo, em
uma sessdo de familiarizacdo, para que ele possa conhecer esse
ambiente e formar uma representacdo espacial relacionada
(“contextualizar”; Fig. 3A), um processo necessario para a formacédo de
memérias contextuais (FANSELOW, 2000). A sessdo de treino consiste
no pareamento entre o(s) choque(s) elétrico(s) aplicado(s) nas patas com
0 contexto (a caixa de choque), que é o estimulo neutro até entdo. Nesse
momento, ocorre a associacdo entre os dois estimulos e aquisicdo da
meméria de medo. Nas horas seguintes, a memaria adquirida permanece
labil, sendo engatilhada a consolidacdo da meméria (Fig. 3B).

Embora a “busca pelo engrama” seja constante, ndo existem
ainda outras medidas, além das comportamentais, para garantir que uma
meméria tenha mesmo sido formada. Na maioria das vezes, a evocagdo
€ a Unica maneira de comprovar a sua existéncia. Para tanto, €
NEecessario re-expor 0s animais ao contexto previamente pareado com os
choques e verificar a ocorréncia de comportamentos relacionados ao
medo. Animais previamente condicionados apresentam reacfes de medo
frente ao contexto pareado (estimulo condicionado), agora com valéncia
negativa. Quando esses animais sdo re-expostos a esse contexto, as
informacOes espaciais sdo recuperadas e a meméria associativa que liga
esse ambiente ao estimulo aversivo prévio é evocada (Fig. 4A),
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Aquisicdo
Consolidagdo

(A) (B) + & »

Figura 3. (A) Familiarizagdo ao contexto e (B) associagcdo com o estimulo
incondicionado. Com a associagdo entre 0s choques elétricos e o contexto, a
memoria aversiva € adquirida e consolidada nas horas seguintes.

permitindo a execucdo de comportamentos de medo — a expressdo da
memoria — apropriados aquela situacdo (LEDOUX, 2000). O
comportamento de congelamento (‘freezing’), definido como a auséncia
total de movimentos do corpo e cabeca, exceto aqueles necessarios para
a respiracdo, é comumente utilizado como medida de medo em ratos
(FANSELOW, 1980), servindo como um indice de formacdo da
meméria de medo. Ainda é possivel testar a especificidade da memoria
associativa ao expor os animais a um ambiente diferente daquele onde
os choques foram aplicados. E natural que uma memoria especifica so
leve a expressdo de medo frente ao contexto previamente associado aos
choques, mas ndo a um contexto novo e neutro (Fig. 4B).

Evocacdo

A

(A)

(B)
E ﬁ
3
Figura 4. Evocacao e verificagdo da especificidade das memdrias de medo.
(A) Ao retornar ao contexto previamente pareado com os choques, a memoria
aversiva € evocada, levando a expressdo de comportamentos de medo. (B) Em

um contexto neutro, essa memoria ndo é evocada, resultando em niveis baixos
de medo.



38

Quando 0s animais Sdo re-expostos ao contexto pareado por
pouco tempo, a memdria é evocada e o animal expressa reacdes de
medo na expectativa de receber um choque (embora este ndo seja
aplicado durante essa sessdo). Durante essa exposicao curta, a memoria
de medo pode ser reativada e labilizada, passando, entdo, pela etapa de
reconsolidagdo para ser mantida (MERLO et al., 2014) (Fig. 5A). A
exposicdo mais prolongada a esse contexto permite que a memoria sofra
extingdo: nesse caso, a expectativa de receber um novo choque nédo é
correspondida com o passar do tempo (i.e., a associacdo do contexto
com o choque se torna obsoleta), havendo a formacdo da memoria de
extincdo no intuito de suprimir a meméria associativa que levava a
expressao do medo (MERLO et al., 2014) (Fig. 5B). Portanto, a duracéo
da exposicdo ao contexto pareado é uma das condicBes limitantes para
determinar a ocorréncia da reconsolidagdo ou extingdo. De maneira
interessante, embora ambos sejam desencadeados frente & evocagdo, 0
resultado comportamental esperado € justamente o0 oposto: a
reconsolidacdo leva a manutencdo da meméria original e expressao de
comportamentos de medo, enquanto a extingdo causa uma supressdo
dessa memoria e atenuacdo nas respostas defensivas frente ao contexto
pareado (EISENHARDT, MENZEL, 2007).

O condicionamento de medo contextual recruta estuturas
encefélicas para a formagdo da memdria associativa, como o cortex pré-
frontal, amigdala e hipocampo (PARE, 2002; KIM, JUNG, 2006). O
hipocampo recebe grande destaque nesse caso, ja que a memoria
contextual depende fortemente da integridade hipocampal para ser
adquirida, consolidada, evocada, reconsolidada e até mesmo extinta
(FANSELOW, 2000). Por conta disso, ndo é incomum se referir a esse
condicionamento como hipocampo-dependente. Muitas estruturas
encefalicas envolvidas no condicionamento contextual em roedores séo
também regides de interesse em humanos, ja que alguns transtornos
psiquiatricos que se relacionam com a formagao exagerada de memarias
de medo parecem ser ligados a atividade disfuncional de regifes
cerebrais homdlogas (MAREN, PHAN, LIBERZON, 2013). Varias vias
de transmissdo modulam o processamento das memorias de medo
contextual em roedores, sendo de destaque a participacdo dos sistemas
noradrenérgico e glicocorticoide, classicamente implicados nesse caso
(ROOZENDAAL, BARSEGYAN, LEE, 2008), além do sistema
endocanabinoide, que mais recentemente vem sendo associado as
memorias emocionais (NEUMEISTER et al., 2015). A funcdo desses
moduladores é constantemente estudada, mas, mesmo no caso dos
sistemas mais cléssicos, o conhecimento sobre os seus mecanismos de
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Evocacao curta (3-5 min)
1 Reativacdo

(A)

Reconsolidagdo
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Evocagdo longa (15-30 min)
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Figura 5. Inducéo da reconsolida¢do ou extincdo da memoéria de medo
contextual. (A) Exposigdes curtas ao contexto pareado permitem a reativagédo
do traco de memoria e subsequente reconsolidacdo para estabilizar e manter a

memoria de medo. (B) Exposi¢Bes mais longas, no entanto, levam a extingéo,
com atenuagdo do medo.

modulagdo sobre a memdria estd longe de se completar. O
aprofundamento desse conhecimento se faz necessario ndo somente para
esclarecer aspectos fisioldgicos, mas também quanto as possiveis
implicacdes dos mesmos na patogénese de transtornos psiquiatricos
(JOHANSEN et al., 2011; KWAPIS, WOOD, 2014). Por conta disso, 0
condicionamento de medo é bastante utilizado ndo apenas para estudo
das bases fisiologicas do processamento das memdrias aversivas, mas
também como uma possivel ferramenta translacional para o
entendimento das bases neurobioldgicas de distirbios emocionais e
cognitivos (MILLER, MCEWEN, 2006; LUYTEN et al., 2011; VAN
ELZAKKER et al., 2014). Vale lembrar que um modelo animal muito
dificilmente vai reproduzir as condi¢cdes clinicas humanas, mas
extrapolacdes nesse sentido sdo frequentes e, algumas vezes, um pouco
exageradas.
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2

A modulacéo noradrenérgica das memorias de medo: uma
questéo de intensidade

“Nada fixa alguma coisa tdo intensamente na memoria
quanto o desejo de esquecer.”

— Michel de Montaigne
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2.1 INTRODUCAO

As memorias emocionais talvez permitam as lembrangas mais
persistentes e vividas dentre todo o conjunto de lembrancgas
armazenadas por nos. As razdes adaptativas para isso sdo bastante
claras, especialmente quando se considera o caso das memorias de
carater negativo, que armazenam informagdes potencialmente relevantes
para o confronto com situacdes de perigo, oferecendo um repertorio de
comportamentos adequados a serem realizados frente a situacoes
idénticas ou similares que voltem a acontecer (para revisao, ver DUDAI,
2009). Por esse motivo, a formacdo das memdrias de medo recruta o
envolvimento de um circuito encefalico complexo, que prioriza a sua
formacgdo. Esse circuito é responsavel pela “cor” dada as mesmas,
atribuida a grande interacdo de estruturas limbicas e a acdo modulatéria
hormonal, que culminam na maior eficiéncia da estabilizacdo desses
tracos, de maneira mais rica e resistente (CAHILL, MCGAUGH, 1996).
Além do hipocampo, que é o responsavel majoritario pela codificacdo e
consolidagdo  dessas memorias (O'KEEFE, NADEL, 1978;
IZQUIERDO, MEDINA, 1997; KNOWLTON, FANSELOW, 1998;
FANSELOW, 2000), a amigdala ganha muito destaque por responder
prontamente a situacBes de estresse, potencializando a formacdo da
meméria diretamente, por meio da conectividade com demais estruturas
encefalicas, ou indiretamente, por induzir a ativacdo do eixo
hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) e a liberacdo de glicocorticoides e
adrenalina (PAZ, PARE, 2013). O cortex pré-frontal tem um papel
modulatoério sobre grande parte das estruturas recrutadas na formacédo
dessas memdrias, exercendo uma funcdo mais refinada de controle
(GILMARTIN, BALDERSTON, HELMSTETTER, 2014), além da sua
implicacdo direta no processamento e armazenamento das memorias
(EINARSSON, NADER, 2012).

Como consequéncia da interposicdo de substratos neurais
responsaveis pelos processos de formagédo de memoria e respostas frente
a situacOes de estresse (RODRIGUES, LEDOUX, SAPOLSKY, 2009),
as memdrias de medo sdo frequentemente experimentadas com alto grau
de detalhamento, pouco comuns & memorias neutras (REISBERG,
HEUER, 2004). Contudo, quase tdo improprio como ndo formar
memérias emocionais potencialmente Uteis seria 0 contrario, como a
formag&o de memorias aversivas exageradas — que também sdo referidas
como memdrias aberrantes, inapropriadas, disfuncionais,
traumaticas ou patoldgicas — em condigGes extremas. Ao contréario das
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memorias de medo “normais” (também denominadas fisiol6gicas ou
adaptativas), as memorias inapropriadas trazem consequéncias
prejudiciais, até mesmo constituindo o cerne de alguns transtornos
psiquiatricos, com a expressao exacerbada de respostas de ansiedade e
medo a niveis patologicos (YEHUDA, JOELS, MORRIS, 2010). No
entanto, os critérios para a classificacdo de uma memodria como
“normal” ou “inapropriada” sdo subjetivos, havendo uma distin¢ao
muito mais didatica que funcional. Além disso, como o estudo empirico
da meméria se faz por meio de modelos animais para a inducdo de
memérias aversivas, € muito mais comum se restringir ao estudo das
memorias normais em condi¢Bes pré-clinicas, somente havendo o
aprofundamento de memorias de carater inapropriado em pacientes
psiquiatricos (PITMAN et al., 2012). Para que essa distincdo se torne
mais clara, ainda € necessario um entendimento aprofundado das
fronteiras entre ambos os processos, bem como a determinacdo das vias
de transmissdo e mecanismos responsaveis pela transicdo entre as duas
situagdes. Mesmo assim, estima-se que a principal razdo para a
formagdo das memorias inapropriadas sejam disfungdes em substratos
neurais e vias de transmissdo responsaveis pela modulacdo das
memérias emocionais (ELZINGA, BREMNER, 2002).

O sistema noradrenérgico é comumente associado as memdrias
de medo (KOBAYASHI, YASOSHIMA, 2001; VAN STEGEREN,
2008). Além da sua funcdo modulatéria sobre memorias aversivas de
carater adaptativo, que vem sendo explorada em condigdes pré-clinicas
ha muito tempo (RANDT et al.,, 1971; KNYAZEV, NIKIFOROV,
1976; MCCARTY, GOLD, 1981), cada vez mais evidéncias indicam a
participacdo dessa via na formagdo de memorias traumaticas e
transtornos psiquiatricos (SOUTHWICK et al., 1999; O'DONNELL,
HEGADOREN, COUPLAND, 2004; STRAWN, GERACIOTI, 2008),
tornando o sistema noradrenérgico um forte candidato a direcionar as
memérias de medo para formas inapropriadas.

2.1.1 A modulacdo noradrenérgica sobre as memdrias emocionais

A participacdo dessa via de transmissdo na formacdo de
memérias foi proposta nos anos 70, quando o pesquisador Seymour
Kety sugeriu que a ativacdo noradrenérgica em algumas estruturas
cerebrais poderia aumentar a frequéncia de disparos em neur6nios
ativados seletivamente durante eventos relevantes, especialmente
aqueles carregados de valéncia emocional. Kety sugeriu ainda que a
noradrenalina ndo so exerceria esse efeito agudo, mas poderia agir
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induzindo uma “facilitagdo persistente” nesses terminais sinapticos,
potencializando a formacéo da memoria (KETY, 1972). Posteriormente,
estudos comprovaram modulagdo noradrenérgica no fortalecimento da
LTP (HARLEY, 1987; 1991), achados que reforcaram a entdo chamada
“hipotese de Kety” para modula¢do noradrenérgica da memoria.

O sistema noradrenérgico permite a modulacdo complexa de
funcbes emocionais e  cognitivas por meio do  eixo
simpatoadrenomedular/locus coeruleus (SAM/LC). Eventos carregados
emocionalmente estimulam a medula adrenal (Fig. 6A), causando a
liberacdo de adrenalina na corrente sanguinea (DE DIEGO, GANDIA,
GARCIA, 2008). Embora as catecolaminas sejam incapazes de
atravessar a barreira hematoencefalica, a ativacdo de receptores [-
adrenérgicos presentes em aferentes do nervo vago modula a atividade
do sistema nervoso central (LIANG et al., 1986; CHEN, WILLIAMS,
2012; SHEN et al., 2012b). A estimulacdo vagal ativa o nucleo do trato
solitario, uma estrutura bulbar com projecdes excitatdrias para o locus
coeruleus (LC). Esse ultimo nucleo do tronco cerebral concentra
neurbnios noradrenérgicos que enviam projecbes e fornecem
noradrenalina para a maioria das estruturas encefalicas que constituem a
circuitaria do processamento de memdrias aversivas (SARA, 2009).
Uma vez ativado, o LC permite a liberagdo de noradrenalina em centros
autondmicos mesencefalicos, que completam um circuito de
retroativacdo do eixo SAM por modulacédo periférica da medula adrenal
(MCGAUGH, 2000). E importante ressaltar que o recrutamento do eixo
SAM/LC ndo necessariamente obedece a essa sequéncia de ativacao,
podendo ser ativado em paralelo: o LC, por exemplo, apresenta
atividade constitutiva e também é estimulado diretamente por eventos
aversivos (Fig. 6B). A modulagdo periférica promovida pelo SAM,
contudo, permite o ajuste e potencializacdo da sua atividade nessas
ocasifes, adaptando o recrutamento adrenérgico de acordo com a
situacdo (SARA, BOURET, 2012). Dessa forma, a importancia da
experiéncia, refletida diretamente no perfil de ativacdo neuro-hormonal,
é capaz de moldar a intensidade e o carater da memoéria em formacao,
tornando-as mais intensas, vividas e persistentes (VAN STEGEREN,
2008; JOELS, FERNANDEZ, ROOZENDAAL, 2011; MCGAUGH,
2000; DUDAL, 2004).
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Figura 6. O eixo simpatoadrenomedular/locus coeruleus. Frente a um evento
aversivo, hd a ativagdo da (A) medula adrenal por meio de estruturas
encefélicas, além do (B) aumento da atividade do locus coeruleus. As setas
pretas, continuas ou pontilhadas, indicam conex8es diretas ou indiretas,
respectivamente. BHE, Barreira hematoencefalica; B, receptores B-adrenérgicos;
NTS, nucleo do trato solitério; LC, locus coeruleus; CA, centros autondmicos.
(Adaptado de MCGAUGH, 2000).

2.1.2 Os receptores adrenérgicos no processamento das memdarias

Os receptores adrenérgicos sdo ativados pela adrenalina e
noradrenalina, embora o tbnus noradrenérgico no sistema nervoso
central seja basicamente definido pela Gltima (BYLUND, 2007). Desde
gue a existéncia dos receptores adrenérgicos foi sugerida por Raymond
Perry Ahlquist (1948), houve uma classificacdo ao longo dos anos com
base em diferengas quanto a afinidade por agonistas e antagonistas, além
desses receptores serem produtos de genes distintos (AHLQUIST,
1980). Atualmente, eles sdo classificados, de maneira geral, em B, a; €
ay (Fig. 7).
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Figura 7. Classificacéo dos subtipos de receptores adrenérgicos e principais
vias de transducédo. (Adaptado de BYLUND, 2007).

Classicamente, todos os receptores B-adrenérgicos sdo acoplados
a proteinas G estimulatérias (Gs), aumentando a atividade da adenil
ciclase e a concentracdo de AMPc. Os receptores a;-adrenérgicos séo
acoplados a proteinas G estimulatorias do tipo q (Gg), permitindo a
ativacdo da fosfolipase C e aumento de célcio intracelular. Ja os
receptores op-adrenérgicos sdo mais distintos que os demais: eles se
acoplam a proteinas G inibitorias (G;), reduzindo a atividade da adenil
ciclase e a concentracdo de AMPc, com acdo inibitéria (BYLUND,
2007). Embora os receptores ap-adrenérgicos possam ser expressos em
membranas pés-sinapticas, a sua distribuicdo majoritaria é pré-sinaptica
como autoceptores (i.e., expressdo significativa no locus coeruleus),
com funcdo autorregulatoria pronunciada sobre a liberacdo de
noradrenalina no cérebro, havendo redugdo na sintese e liberacdo desse
transmissor frente a sua ativacdo (STARKE, 2001).

Todos esses subtipos de receptores adrenérgicos sdo expressos —
mesmo que em densidades diferentes — em &reas cerebrais relacionadas
com as memorias (ALEXANDER, DAVIS, LEFKOWITZ, 1975;
RAINBOW, BIEGON, 1983; RAINBOW, PARSONS, WOLFE, 1984;
MCCUNE, VOIGT, HILL, 1993; NICHOLAS, HOKFELT,
PIERIBONE, 1996). Por isso, além de promover o recrutamento de
respostas defensivas imediatas, no intuito de lidar propriamente com
eventos aversivos (i.e., as reagBes classicas de “luta ou fuga”), a
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transmissdo adrenérgica também permite a modulacdo direta sobre as
etapas de estabilizacdo da memoria. As evidéncias que demonstram a
acdo modulatéria da noradrenalina sobre a memoria, regulando a sua
intensidade e persisténcia, s6 aumentam com o passar dos anos (GOLD,
VAN BUSKIRK, 1975; 1978a; 1978b; MCGAUGH, 1983; 2000).

O papel modulatério da noradrenalina sobre as memorias
emocionais € geralmente atribuido a ativagdo de receptores p-
adrenérgicos. A participacdo deles é extensamente descrita na literatura,
seja durante a consolidacdo (CAHILL et al., 1994; SARA, ROULLET,
PRZYBYSLAWSKI, 1999; MCGAUGH, ROOZENDAAL, 2002; VAN
STEGEREN, EVERAERD, GOOREN, 2002; JI, WANG, LI, 2003;
TRONEL, FEENSTRA, SARA, 2004; MILTON, LEE, EVERITT,
2008; KROON, CAROBREZ, 2009; GUZMAN-RAMOS et al., 2012;
OUYANG et al., 2013), ou reconsolidagdo (PRZYBYSLAWSKI,
ROULLET, SARA, 1999; DEBIEC, BUSH, LEDOUX, 2011,
ACHTERBERG, TREZZA, VANDERSCHUREN, 2012; SCHWABE,
NADER, PRUESSNER, 2013). Em paralelo aos resultados
comportamentais, a ativagdo desses receptores também potencializa a
LTP (GOLD, VAN BUSKIRK, 1975; BRAMHAM, BACHER-
SVENDSEN, SARVEY, 1997; MONDACA et al., 2004; KOROL,
GOLD, 2008). A modulagdo noradrenérgica pode ser justificada, nesses
casos, pela facilitagdo da ocorréncia das alteragdes plasticas consequente
da estimulacdo da sintese proteica induzida pela ativacdo de receptores
[B-adrenérgicos em estruturas-alvo para o processamento da memoria
(STRAUBE, FREY, 2003; GELINAS, NGUYEN, 2005).

Contudo, a acdo noradrenérgica ndo se restringe ao recrutamento
de receptores B. Os receptores as-adrenérgicos também sdo amplamente
expressos no sistema nervoso central (RAINBOW, BIEGON, 1983;
NICHOLAS, HOKFELT, PIERIBONE, 1996), podendo ser envolvidos
no processamento cognitivo e emocional (RASKIND et al., 2000).
Esses receptores parecem ter um papel importante nos efeitos
neuroendocrinos do estresse (VAN DE KAR, BLAIR, 1999), ja que um
aumento na sua expressdo & observado no hipocampo apés situacoes
aversivas (CAMPEAU et al., 2010). No entanto, a participacdo desses
receptores na consolidagao/reconsolidacdo das memorias de medo ainda
ndo foi muito explorada. Embora o envolvimento de receptores -
adrenérgicos na inducdo da LTP ja tenha sido demonstrado
(PUSSINEN, SIRVIO, 1998), poucos estudos sustentam a sua
participacdo nas etapas de estabilizacdo de memdrias espaciais
(PUUMALA et al., 1998) ou emocionais (FERRY, ROOZENDAAL,
MCGAUGH, 1999; BERNARDI, LATTAL, 2010; LAZZARO et al.,



49

2010). Uma vez que os receptores B- e az-adrenérgicos recrutam vias de
sinalizacdo distintas (BYLUND, 2007) e sdo expressos de maneira
heterogénea em estruturas cerebrais relacionadas com a consolidagéo e
reconsolidacdo (NICHOLAS, HOKFELT, PIERIBONE, 1996), a
participacdo diferencial desses receptores durante essas fases de
estabilizacdo poderia ser esperada. Esta é uma premissa consistente com
as evidéncias atuais apontando diferencas entre essas etapas da memoria
(DUDAI, EISENBERG, 2004; LEE, EVERITT, THOMAS, 2004,
BESNARD, CABOCHE, LAROCHE, 2012). No entanto, nenhum
estudo investigou a possibilidade de um recrutamento diferencial de
receptores adrenérgicos nessas fases da memoria até 0 momento.

O papel dos receptores ap-adrenérgicos na meméria é muito
menos claro, uma vez que seu efeito é indireto por modular a liberagéo
da noradrenalina. De maneira geral, a ativacdo desses receptores
prejudica o processamento da memoria (GOZZANI, I1ZQUIERDO,
1976; GAMACHE, PITMAN, NADER, 2012), enquanto o seu blogueio
o facilita (HAAPALINNA, SIRVIO, LAMMINTAUSTA, 1998;
O'CARROLL et al., 1999b; SOETER, KINDT, 2012), no caso da
administracdo sistémica de drogas que modulem a atividade desses
receptores. Frente a interferéncia especifica em estruturas cerebrais, os
efeitos sdo menos claros (GIBBS, SUMMERS, 2003; FERRY et al.,
2014), j& que eles dependem diretamente da localizagdo preferencial
desses receptores na estrutura-alvo (e.g., no cortex pré-frontal parece
haver uma alta densidade desses receptores em superficies pos-
sindpticas; FUSTER, 2008). A maior contribuicdo desses receptores €
por representarem um alvo interessante no estudo de particularidades
dessa via de transmissdo, ja que é possivel aumentar ou reduzir o tbnus
noradrenérgico com o uso de ligantes seletivos.

A ioimbina, por exemplo, é um antagonista de receptores a,-
adrenérgicos que impede a sua acao inibitoria, aumentando os disparos
de neurdnios do locus coeruleus (IVANOV, ASTON-JONES, 1995) e a
liberacdo de noradrenalina em diversas regies do cérebro
(ABERCROMBIE, KELLER, ZIGMOND, 1988; CRESPI, 2009).
Mesmo em humanos, a administragdo dessa droga induz alteragdes
relacionadas a ativagdo noradrenérgica (O'CARROLL et al., 1999a;
SOETER, KINDT, 2012), razdo pela qual ela é utilizada, com
frequéncia, para induzir estados de hiperatividade noradrenérgica. Além
disso, como a ioimbina ¢ um agente simpatomimético indireto, o
neurotransmissor endogeno acaba sendo o responsavel final pelos
efeitos induzidos. De um ponto de vista fisiol6gico, esse mecanismo de
acdo é vantajoso ja que o transmissor apresenta um perfil muito
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particular de ligacdo e ativacdo de receptores adrenérgicos (ZHANG,
OUYANG, THOMAS, 2004). Essa condi¢do dificilmente seria
alcangada com o uso de agonistas sintéticos, mais potentes e seletivos
para subtipos especificos de receptores adrenérgicos, que causariam
manipulagdes mais “artificiais” dificilmente alcancadas
fisiologicamente.

2.2 HIPOTESE E OBJETIVOS

A hipotese dessa etapa do trabalho é que a potencializacdo do
sistema noradrenérgico levaria a facilitacdo da consolidacdo e
reconsolidagdo de uma memoria de medo contextual, podendo haver
diferencas quanto ao recrutamento de subtipos de receptores
adrenérgicos nessas duas situacOes, tanto para a formagdo de memérias
de medo adaptativas quanto inapropriadas.

2.2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral foi avaliar o efeito da ioimbina sobre as fases de
estabilizacdo da memodria de medo contextual, definindo o papel de
receptores oy- ¢ P-adrenérgicos nas memorias de medo normais e
inapropriadas.

2.2.1.1 Objetivos especificos

= Caracterizar o efeito da ioimbina sobre a consolidacdo e
reconsolidagdo da memdria de medo contextual;

= Avaliar o efeito do agonista de receptores o,-adrenérgicos,
clonidina, sobre a consolidacdo e reconsolidacdo da meméria de
medo contextual;

= Investigar o possivel recrutamento diferencial de receptores ay- e
B-adrenérgicos para a facilitacdo da consolidacdo e
reconsolidacdo da memdria de medo contextual adaptativa;

= Avaliar a capacidade de interferéncias sequenciais sobre as etapas
de estabilizacdo da memdria de medo contextual em gerar
memoérias inapropriadas e determinar requisitos para inducdo da
generalizagdo do medo;

= Investigar o possivel recrutamento diferencial de receptores o;- e
B-adrenérgicos para a inducdo da generalizacdo do medo.
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2.3 MATERIAIS E METODOS
2.3.1 Animais

Foram utilizados 586 ratos (Rattus norvergicus) Wistar machos,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina, com 3 a 4 meses de idade e peso entre 270 e 350 g. Durante o
periodo de permanéncia no biotério, eles foram alojados em gaiolas
plasticas padrdo (36 x 30 x 15 cm), contendo até cinco ratos cada. Os
animais tiveram acesso a agua e comida ad libitum e a temperatura
ambiente foi mantida em 22 + 1 °C, com ciclo de luz claro/escuro de 12
h (inicio as 07:00 h). O trabalho foi realizado mediante aprovacdo do
comité de ética para 0 uso de animais da Universidade Federal de Santa
Catarina (17/CEUA/PRPE/2011-PP660).

2.3.2 Drogas

Cloridrato de ioimbina (10l; 1,0 mg/kg; Tocris, EUA), bitartarato
de adrenalina (ADR; 0,1 mg/kg; Sigma-Aldrich, EUA), cloridrato de
clonidina (CLO; 0,1 ou 0,3 mg/kg; Sigma-Aldrich, EUA), cloridrato de
propranolol (PROP; 10 mg/kg; Sigma-Aldrich, EUA), nadolol (NAD:;
10 mg/kg; Sigma-Aldrich, EUA) e cloridrato de prazosin (PRAZ; 0,5
mg/kg; Sigma-Aldrich, EUA) foram dissolvidos em solucdo salina
fisiolégica (NaCl 0,9%) e administrados sistemicamente (i.p.) no
volume de 1,0 ml/kg. Quando mais de um tratamento foi realizado
sistemicamente, a administracdo das drogas foi realizada em um
intervalo de tempo de 10 min a fim de minimizar a possibilidade de
interacBes quimicas ou farmacocinéticas entre elas.

A dose de ioimbina foi selecionada com base em experimentos
preliminares, onde doses entre 0,5 e 2,5 mg/kg foram triadas, e tambhém
com base em trabalhos que demonstraram o papel facilitatério dessa
droga na extingdo da memdria (MORRIS, BOUTON, 2007) e inducéo
da LTP in vivo (MONDACA et al., 2004). A dose de adrenalina
utilizada foi triada na faixa de 0,01 a 1,0 mg/kg, com base em estudos
gue demonstram seu efeito em potencializar a consolidagdo da memdria
de medo (GOLD, VAN BUSKIRK, 1975). As doses de prazosin,
propranolol e nadolol foram selecionadas com base em experimentos
prévios e estudos que evidenciaram a capacidade dessas drogas em
prevenir o efeito comportamental e cardiovascular de agonistas seletivos
de receptores ay- e p-adrenérgicos (DO-MONTE, ALLENSWORTH,
CAROBREZ, 2010; DO-MONTE et al., 2010). A faixa de doses de
clonidina foi selecionada com base em estudos que demonstraram o seu
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efeito em reduzir a liberagdo de noradrenalina no cérebro
(ABERCROMBIE, KELLER, ZIGMOND, 1988) e prejudicar a LTP in
vivo (MONDACA et al., 2004).

2.3.3 Condicionamento de medo contextual

O condicionamento de medo contextual foi realizado em uma
caixa retangular (35 x 20 x 30 cm), com paredes laterais de aluminio e
uma parede frontal e teto com abertura feitos de acrilico, designado
doravante de Contexto A. O piso gradeado, feito de barras de ago
inoxidavel (3 mm de didmetro, espacadas 9 mm cada), é conectado a um
gerador de choques elétricos (Insight, Ribeirdo Preto, Brasil),
permitindo a aplicacdo de choques elétricos nas patas dos animais. Uma
segunda caixa (30 x 30 x 30 cm), designada Contexto B, feita de vidro e
com uma tampa gradeada e completamente transparente, foi utilizada
para verificar a ocorréncia de generalizacdo do medo em um contexto
neutro, ja que esse ambiente apresenta pistas contextuais tdo diferentes
quanto possivel quando comparado ao Contexto A.

Os experimentos comportamentais foram realizados com
luminosidade de 70 lux e ocorreram entre as 13:00 e 17:00 h. Cada
animal foi colocado no Contexto A, sendo permitida a exploracéo livre
(3 min), durante uma sessdo inicial de familiarizacdo. No dia seguinte, 0
rato foi colocado novamente no Contexto A para a sessao de treino (ou
pareamento), durante a qual ele recebeu, apds 30 s iniciais (periodo pré-
choque), um choque elétrico nas patas (0,7 mA, 60 Hz, por 3 s), no
denominado treino fraco. O animal permaneceu na caixa por 30 s
adicionais (periodo pés-choque) antes de retornar a caixa-moradia. Em
algumas situagGes, 0s animais receberam, durante a sessdo de
condicionamento, ndo um, mas trés choques elétricos nas patas (de
mesma intensidade, com intervalo de 30 s entre cada choque), no
denominado treino forte. Os protocolos de treino foram adotados com
base em estudos piloto.

Um dia apds a sessdo de treino, os animais foram re-expostos ao
Contexto A (3 min), sem a apresentacdo de choques, para a evocacdo e
avaliacdo da retencdo da memoria (Teste A). Um dia depois, 0s animais
foram expostos ao Contexto B (3 min), a fim de avaliar a especificidade
do protocolo de condicionamento utilizado frente a um contexto neutro
(Teste B). Para avaliar a consolidagcdo da memoria, interferéncias foram
realizadas apds a sessdo de treino. Quando o objetivo era avaliar a etapa
de reconsolidacdo, uma sessao de reativacdo da memoria foi adicionada
um dia apds a sessdo de treino, situacdo na qual os animais foram re-
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expostos ao Contexto A (3 min), sem a apresentacdo de choques, para a
evocacdo e reativacdo da memoria de medo, com interferéncias
realizadas imediatamente apés. A sessdo de reativacdo foi omitida do
protocolo adotado para avaliar a consolidagdo. As sessfes foram
espacadas entre si por um periodo de 24 h. Em alguns casos, para avaliar
a duracdo e persisténcia da memoria de medo, cada sesséo de teste foi
repetida 7 dias apds o treino. VariagBes no protocolo geral, condigdes
controle e detalhes especificos serdo devidamente apontados durante a
descricdo dos resultados.

O tempo de congelamento foi quantificado (em segundos) a cada
minuto usando um crondmetro e foi expresso como porcentagem de
tempo de congelamento total de cada sessdo. Os experimentos foram
gravados por uma camera de video acoplada a um aparelho de DVD,
permitindo a avaliacdo dos comportamentos realizados pelos animais. O
experimentador permanecia na antessala, acompanhando o
comportamento do animal por meio da visualizagdo pelo monitor. A
limpeza dos contextos foi feita com solucdo de etanol 10% (v/v) apds
cada uma das sessdes experimentais realizadas.

2.3.4 Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE) tem uma plataforma central e
quatro bragos, sendo dois abertos (50 x 10 c¢cm) e dois fechados por
paredes (50 x 10 x 40 cm), dispostos de maneira oposta. Cada brago
aberto € circundado por um anteparo de acrilico (1 ¢cm de altura). Os
animais foram submetidos a sessdes de teste (5 min), que ocorreram
entre as 13:00 e 17:00 h, em sala com temperatura controlada, entre 22 e
24 °C, e iluminada com uma lampada incandescente (100 W), com
intensidade de 40 lux. Eles foram colocados na plataforma central,
voltados para um dos bragos fechados. Os experimentos foram gravados
por uma camera de video acoplada a um aparelho de DVD, permitindo a
avaliacdo posterior dos comportamentos realizados pelo animal. O
experimentador  permanecia na antessala acompanhando o
comportamento do animal por meio da visualizacdo pelo monitor. Ao
final de cada sessdo, a limpeza do LCE foi feita com solucédo de etanol
10% (v/v).

Os parametros comportamentais analisados durante o teste foram:
numero de entradas nos bracos fechados (EBF) e abertos, considerados
apenas quando os animais colocavam as quatro patas nesses bracos;
tempo de permanéncia nos bracos abertos e fechados, quantificado
desde a entrada do roedor em um braco até que uma pata fosse colocada
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em outra parte do LCE e; frequéncia de posturas de avaliacdo de risco
(PAR), representados pelos comportamentos de estiramento, que
consiste em colocar pelo menos uma pata em um dos bracos abertos e,
em seguida, voltar a posicao original (centro ou brago fechado). Com
base nesses pardmetros, foi calculada a porcentagem de tempo nos
bracos abertos {%TBA; [(tempo nos bracos abertos/300)x100]} e
porcentagem de entrada nos bracos abertos {%EBA; [entradas nos
bracos abertos/total de entradas nos bracos abertos e fechados)]x100]}.

2.3.5 Anélises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da
média (EPM). Apds assegurar a distribuicdo normal das amostras, 0s
dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) de uma ou
duas vias. Quando re-exposi¢des ao mesmo contexto foram realizadas,
ANOVA de medidas repetidas foi adotada. Sempre ap6s essas analises,
foi utilizado o teste post-hoc de Newman-Keuls, com valor de
significancia estatistica de P < 0,05, para determinar as diferencas entre
0s grupos. O teste “t” de Student foi adotado para a comparagéo de dois
grupos independentes, quando necessario. Os resultados foram
analisados utilizando o Statistica® 7 (StatSoft Inc., EUA) e foram
representados em gréficos confeccionados com o GraphPad Prism® 5
(GraphPad Prism, EUA). Quando necessario, 0s graficos acompanham
esquemas que indicam o protocolo experimental adotado e momentos da
administracdo de drogas.

2.4 RESULTADOS
2.4.1 A ioimbina facilita a consolidacdo da memaoria de medo

Para investigar se a ioimbina potencializa a consolidacdo da
memoéria, 22 ratos foram alocados em grupos independentes (n=10-
12/grupo) com base no tratamento sistémico com veiculo ou ioimbina
(1,0 mg/kg) realizado imediatamente apds a sessdo de treino fraco.

A ANOVA de medidas repetidas indicou um efeito do tratamento
(F120 = 35,9; P = 0,00001) durante o Teste A. Houve um aumento
significativo no tempo de congelamento nos Testes A; e A, no grupo
tratado com ioimbina (Fig. 8), sugerindo que a consolidacdo da
meméria de medo foi potencializada, mantendo-se por uma semana. No
Teste B, a ANOVA de medidas repetidas demonstrou um efeito do
tratamento (Fy,0 = 7,4; P = 0,01) e re-exposi¢do ao contexto B (Fyy =
14,3; P = 0,001). Embora nenhuma diferenca significativa tenha sido
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observada durante o Teste B;, 0 grupo tratado com ioimbina apresentou
um aumento significativo no tempo de congelamento durante o Teste
B,, uma semana depois. Esse resultado indica uma redugdo na
capacidade de restringir a expressdo de medo frente ao contexto
apropriado ao longo do tempo, como consequéncia da potencializacao
da memodria induzida pela ioimbina.
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Figura 8. A ioimbina potencializa a consolidacdo da meméria. Veiculo
(VEI) ou ioimbina (10I; 1,0 mg/kg, i.p.) foram administrados logo apds a sessdo
de treino fraco do condicionamento contextual. A seta indica 0 momento do
tratamento. Valores sdo expressos como média + EPM da porcentagem de
congelamento frente ao contexto pareado (Testes A; e A,) ou neutro (Testes B,
e B,). * indica uma diferencga significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo
controle (ANOVA com medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc de
Newman-Keuls).

A ioimbina é uma droga classicamente ansiogénica (MATTILA,
SEPPALA, MATTILA, 1988; ZHENG, RINAMAN, 2013). A fim de
verificar se o efeito ansiogénico é evidente nas condicGes experimentais
e na dose adotada, 16 ratos foram distribuidos em 2 grupos (n=8/grupo)
gue receberam veiculo ou ioimbina (1,0 mg/kg) por via sistémica 30
min antes de serem expostos ao LCE. Animais tratados com ioimbina
apresentaram uma reducdo na %TBA (ty4= 4,9; P = 0,04) e %EBA (t14 =
6,06; P = 0,03), caracterizando um efeito ansiogénico (Fig. 9), sem
qualquer alteracdo quanto as PAR (ty4 = 0,08; P = 0,77). Nao houve
alteragdo quanto as EBF (t;4 = 0,38; P = 0,54), indicando atividade
exploratdria geral normal.
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Figura 9. A ioimbina tem efeito tipo-ansiogénico no labirinto em cruz
elevado. Veiculo (VEI) ou ioimbina (101; 1,0 mg/kg, i.p.) foram administrados
30 min antes do teste. Valores sdo expressos como média + EPM da (A)
porcentagem de tempo nos bracos abertos (%TBA), (B) porcentagem de
entradas nos bragos abertos (YEBA), (C) nimero de posturas de avaliagdo de
risco (PAR) e (D) nimero de entradas nos bracos fechados (EBF). * indica uma
diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo controle (teste “t” de
Student para grupos independentes).

Como o efeito ansiogénico de drogas pode funcionar, per se,
como um estimulo incondicionado na formagdo de memorias aversivas
(GUITTON, DUDAI, 2004; CAVALLI, BERTOGLIO, CAROBREZ,
2009), essa poderia ser uma interpretacdo alternativa para os resultados
anteriores (e.g., uma simples potencializacdo das respostas defensivas).
Para investigar essa possibilidade, 18 animais foram separados em 2
grupos (n=8-10/grupo) que receberam veiculo ou ioimbina (1,0 mg/kg)
imediatamente ap6s a exposi¢do ao Contexto A, sem a aplicacdo de
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choques nas patas (sessdo “sem pareamento”, a0 invés da sessdo do
treino fraco). Ambos 0s grupos se comportaram de maneira similar
durante os Testes A e B (Tab. 1), sugerindo que, nas condicfes
adotadas, a ioimbina ndo foi capaz de agir como um estimulo
incondicionado e induzir o condicionamento contextual por si so.

Tabela 1. A ioimbina ndo age como um estimulo incondicionado.

Veiculo (n=10) loimbina (n=8)  Andlise estatistica

Teste A 21,2+5,.2 16,5+ 2,7 t16 = 0,54; P =0,47
Teste B 11,8+23 140+24 ti6 = 0,45; P=0,51

Veiculo ou ioimbina (1,0 mg/kg, i.p.) foram administrados imediatamente apds
a sessdo “sem pareamento” no Contexto A (sessdo idéntica ao treino fraco, mas
com a omissdo do choque elétrico). Os dados sdo representados como média +
EPM da porcentagem de congelamento frente ao contexto A (Teste A) ou B
(Teste B) (teste “t” de Student para grupos independentes).

Como os niveis de congelamento observados frente ao Contexto
A sdo semelhantes em animais sem pareamento ou quando apenas 1
choque foi aplicado, ndo existem evidéncias comportamentais de que
essa meméria foi evocada e expressa frente a re-exposicdo ao Contexto
A, podendo-se argumentar que ndo houve, de fato, a formagdo de um
traco de memoria. Por conta disso, o desempenho dos animais que
receberam 0 ou 1 choques, tratados com veiculo ou ioimbina,
encontrados nos experimentos anteriores durante a re-exposicdo ao
Contexto A foi comparado (Tab. 2). A ANOVA de duas vias indicou
um efeito do tratamento (Fy35 = 14,7; P = 0,0005), nimero de choques
(F13s = 31,1; P = 0,000003) e uma interago entre esses fatores (Fy 3 =
22,3; P =0,00004). Nenhuma diferenca significativa foi observada entre
0s grupos tratados com veiculo que receberam ou ndo choques nas
patas. Como a ioimbina s6 foi capaz de aumentar o tempo de
congelamento no grupo pareado com choque, esse resultado sugere que
um traco de memoria contextual de medo pode causar alteragdes
comportamentais sutis — e até mesmo indetectaveis — que poderiam
alcancar diferencas significativas frente a sua potencializagdo. Nesse
sentido, € provavel que outros comportamentos além do congelamento,
como a vocalizacdo ultrassénica emitida por roedores em situacdes
aversivas (WOHR, BORTA, SCHWARTING, 2005), sejam evidentes
em animais que receberam um choque, embora essa possibilidade ndo
tenha sido avaliada.
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Tabela 2. O pareamento com um choque leva a formacdo de um
traco de memdria que pode ser potencializado pela ioimbina.

Teste A
Numero de choques Veiculo loimbina
0 212+5.2 165+28
1 25,7147 70,7 £6,7*

Veiculo ou ioimbina (1,0 mg/kg, i.p.) foram administrados imediatamente apds
a sessdo “sem pareamento” no Contexto A ou com 0 treino fraco do
condicionamento contextual. Os dados sdo representados como média + EPM
da porcentagem de congelamento frente ao contexto A (Teste A). * indica uma
diferenca significativa (P < 0,05) em relacdo ao respectivo grupo controle
(ANOVA de duas vias seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).

Como a consolidagdo da memdria é gradual e leva algumas horas
(DUDALI, 2004), 20 ratos foram alocados em 2 grupos (n=10/grupo) que
receberam veiculo ou ioimbina (1,0 mg/kg) 6 h ap6s a sessdo de treino
fraco para investigar se essa droga causou uma interferéncia especifica
sobre essa etapa de estabilizacdo da memdria. Ambos os grupos se
comportaram de maneira similar durante os Testes A e B (Tab. 3),
indicando que o efeito da ioimbina é restrito a janela de consolidacdo da
memoria.

Tabela 3. A ioimbina ndo apresenta efeito quando administrada 6 h
apos o treino.

Veiculo (n=10) loimbina (n=10) Analise estatistica

Teste A 26,0+1,3 249+19 t;s = 0,20; P = 0,66
Teste B 116+ 0,6 12,4+0,9 t;5 = 0,54, P =0,47

Veiculo ou ioimbina (1,0 mg/kg, i.p.) foram administrados 6 h apds a sessdo de
treino fraco do condicionamento contextual. Os dados sdo representados como
média + EPM da porcentagem de congelamento frente ao contexto pareado
(Teste A) ou neutro (Teste B) (Teste “t” de Student para grupos independentes).

2.4.2 A ioimbina facilita a reconsolidacdo da memoria de medo

Para investigar se a ioimbina também potencializa a
reconsolidagéo do tragco de memoria, 19 ratos foram alocados em grupos
independentes (n=9-10/grupo) com base no tratamento sistémico com
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veiculo ou ioimbina (1,0 mg/kg) realizado imediatamente ap6s a sessao
de reativacdo da memoria.

A ANOVA de medidas repetidas indicou um efeito do tratamento
(F117=13,9; P = 0,001) e re-exposi¢do ao Contexto A (Fp3,=11,4; P =
0,0001), além de uma interacdo entre esses fatores (Fp3, = 11,7; P =
0,0001) durante as exposi¢fes ao Contexto A. Embora ambos 0s grupos
tenham apresentado niveis baixos e compardveis de congelamento
durante a sessdo de reativacao, o grupo tratado com ioimbina apresentou
um aumento significativo nesse parametro nos Testes A; e A, (Fig. 10),
sugerindo que a reconsolidacdo da meméria de medo foi potencializada,
com efeito duradouro. Todos os grupos apresentaram niveis baixos de
congelamento durante os Testes B; e B, (tratamento: Fy,7 = 1,5; P =
0,23; re-exposicdo ao Contexto B: Fy37=3,0; P =0,1).
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Figura 10. A ioimbina potencializa a reconsolidacdo da memoria. Veiculo
(VEI) ou ioimbina (101; 1,0 mg/kg, i.p.) foram administrados logo ap6s a sessdo
de reativagdo da memoria de medo contextual. A seta indica 0 momento do
tratamento. Valores sdo expressos como média + EPM da porcentagem de
congelamento frente ao contexto pareado (Reativagdo, Testes A; e A,) ou
neutro (Testes B; e B,). * indica uma diferenca significativa (P < 0,05) em
relacdo ao grupo controle (ANOVA com medidas repetidas seguida pelo teste
post-hoc de Newman-Keuls).

Uma vez que a evocacgdo — que inclui a reativacdo e labilizagdo
do traco de memdria como etapa inicial — é necessaria para desencadear
a reconsolidacdo (ALBERINI, 2011), um experimento controle foi
realizado para investigar a especificidade do efeito da ioimbina sobre
essa etapa da meméria. Para isso, 15 animais foram alocados em 2
grupos (n=7-8/grupo) com base no tratamento sistémico com veiculo ou
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ioimbina (1,0 mg/kg) administrados imediatamente apds a exposicado ao
Contexto B, a fim de omitir a reativagdo da memoria (sessdo “sem
reativagdo”). Ambos 0S grupos se comportaram de maneira similar
durante as exposi¢des aos Contextos A e B (Tab. 4), sugerindo que o
efeito da ioimbina depende da evocacdo prévia da memoria, i.e., um
efeito direto sobre a reconsolidacéo.

Tabela 4. O efeito da ioimbina sobre a reconsolidacdo da memoria
depende da sua evocacao/reativacdo prévia.

V((;IE%O Io(lgn:tg)n a Analise estatistica

Sem reativagao 13,0+£2,3 135+14 t3=0,80; P=0,38
Teste A 26,8 +0,9 254+18 t3=0,43;P=0,52
Teste B 143+23 159+09 t53=0,47;P=0,50

Veiculo ou ioimbina (1,0 mg/kg, i.p.) foram administrados imediatamente apds
uma sessao “sem reativacdo” da memoria de medo contextual, no Contexto B.
Os dados sdo representados como média + EPM da porcentagem de
congelamento frente ao contexto pareado (Teste A) ou neutro (sessdo “sem
reativacao” e Teste B) (Teste “t” de Student para grupos independentes).

Assim como a consolidacdo, a etapa de reconsolidacdo
compartilha a sua natureza gradual, sendo delimitada temporalmente em
uma janela de algumas horas (DUDAI, 2004; ALBERINI, LEDOUX,
2013). Para investigar se a facilitagdo da memoria de medo induzida
pela ioimbina foi especifica por modulacdo da reconsolidacdo, 20
animais foram alocados em 2 grupos (n=10/grupo) com base nho
tratamento sistémico com veiculo ou ioimbina (1,0 mg/kg) realizado 6 h
apos a sessdo de reativacdo da memoéria. Ambos 0s grupos se
comportaram de maneira similar durante a sessdo de reativacdo, Testes
A e B (Tab. 5), indicando a omissdo do efeito da ioimbina quando a
administracdo é realizada fora da janela temporal de reconsolidacdo da
memoria.
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Tabela 5. A ioimbina néo apresenta efeito quando administrada 6 h
apos a reativacdo da memdria.

\(/ﬁlzclucg;) Iczlnn:l;g;a Analise estatistica
Reativacado 245+21 248+11 ®F;15=0,30;P=0,59
Teste A 230+11 248+13 bF]_’]_g =0,60; P=0,44
Teste B 10,3+0,9 9,7+1,0 ‘t,g=0,15; P = 0,70

Veiculo ou ioimbina (1,0 mg/kg, i.p.) foram administrados por 6 h apds a sesséo
de reativagdo da memdria de medo contextual. Os dados sdo representados
como média £+ EPM da porcentagem de congelamento frente ao contexto
pareado (Reativacdo e Teste A) ou neutro (Testes B) (ANOVA com medidas
repetidas para os fatores *tratamento e "re-exposicdo ao contexto A ou “Teste “t”
de Student para grupos independentes).

2.4.3 A ativacdo de receptores ay-adrenérgicos prejudica as fases de
estabilizacdo da memdria de medo

Como contraprova de que os efeitos causados pela ioimbina
foram mediados pelo antagonismo de receptores ap-adrenérgicos, 0s
préximos experimentos visaram verificar a habilidade da clonidina, um
agonista seletivo desses receptores, em prejudicar a meméria de medo
contextual. Para tanto, 53 animais foram divididos em 6 grupos (n=8-
10/grupo) com base no tratamento sistémico com veiculo ou clonidina
(0,1 ou 0,3 mg/kg) realizado imediatamente ap6s a sessdo de treino
(para inferéncias sobre a consolidacdo) ou reativacdo (para inferéncias
sobre a reconsolidagdo). Nesse caso foi utilizado o treino forte, com 3
choques (0,7 mA, 60 Hz, por 3 s), para induzir a formagdo de uma
meméria de medo robusta. Nessa condicdo, a expressdo substancial de
congelamento frente ao contexto A facilitaria a observacdo de efeitos
prejudiciais sobre o processamento da memoria.

Para o protocolo de consolidacdo, a ANOVA de uma via indicou
um efeito do tratamento durante o Teste A (F,24 = 6,3; P = 0,006), sem
qualquer diferenca significativa durante o Teste B (Fp24 = 0,24; P =
0,78). Apenas a maior dose de clonidina reduziu o tempo de
congelamento durante o Teste A de maneira significativa (Fig. 11),
indicando um prejuizo na consolidacdo da memoria.
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Figura 11. A clonidina prejudica a consolidagdo da memoria. Veiculo (VEI)
ou clonidina (CLO; 0,1 ou 0,3 mg/kg, i.p.) foram administrados logo apds a
sessdo de treino forte do condicionamento contextual. A seta indica 0 momento
do tratamento. Valores sdo expressos como média + EPM da porcentagem de
congelamento frente ao contexto pareado (Teste A) ou neutro (Teste B). *
indica uma diferenga significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo controle
(ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).

Para o protocolo de reconsolidacdo, a ANOVA de medidas
repetidas indicou um efeito do tratamento (F, 23 = 10,7; P = 0,0005) e re-
exposicao ao mesmo contexto (F; .3 = 38,9; P = 0,000002), além de uma
interacdo entre esses fatores (F,,3 = 17,8; P = 0,00002) durante as
exposicbes ao Contexto A. Embora todos 0s grupos apresentem um
perfil similar de congelamento durante a sessdo de reativacdo, a maior
dose de clonidina reduziu essa resposta durante o Teste A (Fig. 12),
indicando um prejuizo na reconsolidacdo da memoria. Adicionalmente,
nenhuma diferenga significativa foi observada durante o Teste B nesse
caso (F.3 = 0,32; P = 0,72). Portanto, a ativagdo de receptores ap-
adrenérgicos prejudica as duas etapas de estabilizacdo da memoria,
supostamente por reduzir o tdnus noradrenérgico.
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Figura 12. A clonidina prejudica a reconsolidagdo da memoria. Veiculo
(VEI) ou clonidina (CLO; 0,1 ou 0,3 mg/kg, i.p.) foram administrados logo ap6s
a sessdo de reativacdo da memoria de medo contextual. A seta indica o
momento do tratamento. Valores sdo expressos como média + EPM da
porcentagem de congelamento frente ao contexto pareado (Reativacdo, Teste A)
ou neutro (Teste B). * indica uma diferenga significativa (P < 0,05) em relacéo
ao grupo controle (ANOVA com medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc
de Newman-Keuls).

Uma vez que a clonidina pode alterar as respostas locomotoras e
emocionais, 0 que comprometeria a interpretacdo dos resultados prévios,
18 ratos foram alocados em 2 grupos (n=9/grupo) com base no
tratamento sistémico com veiculo ou a dose efetiva de clonidina (0,3
mg/kg) realizado 24 h antes da exposicdo no LCE. O teste sé foi
realizado no dia seguinte a fim de verificar a ocorréncia de efeitos
locomotores e/ou emocionais duradouros que pudessem justificar as
alteracBes comportamentais observadas no experimento anterior,
coincidindo com o momento em que 0s animais foram expostos ao
Contexto A (24 h apds o tratamento). A dose selecionada ndo causou
alteracBes locomotoras e/ou emocionais evidentes no LCE que
pudessem justificar os efeitos observados em testes realizados no dia
seguinte (Tab. 6).
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Tabela 6. A clonidina nédo interfere com a ansiedade e a atividade
exploratdria geral no labirinto em cruz elevado.

V(?]lgg;o CI?:;gl)na Andlise estatistica

%TBA 14,7+33 125+21 t16 =0,30; P =0,59
%EBA 344+29 323+14 t16=0,39; P=0,54
PAR 43+04 46+04 t16 =0,33; P =0,57
EBF 6,4+0,7 7,1+05 t16 =0,60; P =0,45

Veiculo ou clonidina (0,3 mg/kg, i.p.) foram administrados e os grupos foram
testados no labirinto em cruz elevado 24 h ap6s, coincidindo com o momento
em que seu efeito sobre a consolidagdo/reconsolidacdo foram investigados nos
experimentos anteriores. % TBA, porcentagem de tempo nos bracos abertos;
%EBA, porcentagem de entradas nos bragos abertos; PAR, nimero de posturas
de avaliagdo de risco e; EBF, nimero de entradas nos bracos fechados. Os
dados sdo representados como média £ EPM (Teste “t” de Student para grupos
independentes).

2.4.4 Existe um recrutamento diferencial dos receptores a;- e B-
adrenérgicos durante a consolidacdo e reconsolidacdo de uma
memoria adaptativa

O efeito da ioimbina em facilitar a consolidacéo e reconsolidagao
pode ser atribuido a capacidade do antagonismo de receptores oy-
adrenérgicos em aumentar a liberacdo de noradrenalina no cérebro. Se
essa premissa for verdadeira, o efeito final supostamente resultaria da
ativagdo de diferentes subtipos de receptores adrenérgicos, sendo
possivel prevenir esse efeito com antagonistas seletivos. Como tanto
receptores oy- e P-adrenérgicos podem modular o processamento de
memérias emocionais, a contribuicdo relativa desses receptores para o
efeito da ioimbina foi investigada utilizando o antagonista seletivo de
receptores oy prazosin (0,5 mg/kg) ou o antagonista nédo-seletivo de
receptores P propranolol (10 mg/kg). Para tanto, 108 ratos foram
alocados em 12 grupos (n=8-11/grupo) de acordo com o pré-tratamento
sisttmico (veiculo, prazosin ou propranolol) realizado imediatamente
apos a sessao de treino fraco (para inferéncias sobre a consolidagdo) ou
reativagdo (para inferéncias sobre a reconsolidacdo), e o tratamento
(veiculo ou 1,0 mg/kg de ioimbina) realizado 10 min depois.

Para a consolidacdo, a ANOVA de duas vias indicou um efeito
significativo do pré-tratamento (F,4s = 10,3; P = 0,0002) e tratamento
(F14g = 67,5; P = 0,0000001), bem como uma interacdo entre esses
fatores (F,4s = 11,62; P = 0,00008) durante a re-exposi¢do ao Contexto
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A. A ioimbina aumentou a expressdo de congelamento nos animais pré-
tratados com veiculo ou prazosin durante o Teste A (Fig. 13). No
entanto, esse efeito foi prevenido pelo pré-tratamento com propranolol,
guando comparado ao respectivo controle ou ao grupo veiculo-ioimbina.
Um padréo parecido foi observado durante o Teste B, onde a ANOVA
de duas vias evidenciou um efeito significativo do tratamento (F,4s =
18,1; P = 0,0001). Animais tratados com ioimbina apresentaram um
aumento no tempo de congelamento durante a exposicdo ao contexto
neutro quando comparados ao respectivo grupo controle. Novamente, o
pré-tratamento com propranolol, mas ndo com prazosin, foi capaz de
prevenir esse efeito. Em conjunto, esses resultados reforgam que o efeito
facilitatorio da ioimbina sobre a consolidagdo da meméria acontece por
uma potencializacdo noradrenérgica, e parece ser mediado
preferencialmente por receptores B-adrenérgicos. Além disso, 0s
resultados sugerem que o proprio aumento da expressao de medo frente
ao contexto neutro também depende de mecanismos semelhantes
durante a consolidacdo da memoria.
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Figura 13. Os receptores B-adrenérgicos sdo necessarios para o efeito da
ioimbina sobre a consolidagdo da memoria. Veiculo (VEI), o antagonista oy
prazosin (PRAZ; 0,5 mg/kg) ou o antagonista 3 propranolol (PROP; 10 mg/kg)
foram administrados por via sistémica (i.p.) logo ap6s a sessao de treino fraco
do condicionamento contextual, seguido, 10 min apds, pela administracdo de
veiculo ou ioimbina (IOI; 1,0 mg/kg). As setas indicam o momento dos
tratamentos. Valores sdo expressos como média £+ EPM da porcentagem de
congelamento frente ao contexto pareado (Teste A) ou neutro (Teste B). *
indica uma diferenca significativa (P < 0,05) em relacdo ao respectivo grupo
controle e # indica uma diferenca significativa em relagdo ao grupo VEI-10I
(ANOVA de duas vias seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).
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No protocolo de reconsolidagdo, a ANOVA de duas vias com
repeticdo indicou um efeito significativo do pré-tratamento (F, 45 = 5,02;
P = 0,01), tratamento (Fy4 = 19,9; P = 0,00005) e re-exposi¢do ao
mesmo contexto (Fy 45 = 46,8; P = 0,0000001), bem como uma interagéo
entre todos esses fatores (F,4 = 12,2; P = 0,00005) durante as
exposicdes ao Contexto A. Todos os animais apresentaram niveis baixos
de congelamento frente a sessdo de reativacdo (Fig. 14). O grupo que
recebeu ioimbina e foi pré-tratado com veiculo expressou maior tempo
de congelamento que o respectivo controle durante o Teste A. No
entanto, esse efeito foi atenuado nos grupos pré-tratados com prazosin
ou propranolol, com reducdo no tempo de congelamento quando
comparado ao grupo veiculo-ioimbina. Esse resultado confirma a
potencializacdo noradrenérgica como mecanismo final para a facilitacdo
da reconsolidacdo induzida pela ioimbina, além de indicar que tanto os
receptores a;- quanto B-adrenérgicos parecem ser recrutados nesse caso.
Durante o Teste B, nenhum efeito significativo foi observado (pré-
tratamento: F, 45 = 0,52; P = 0,59 ; tratamento: F; 45 = 0,48; P = 0,32).
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Figura 14. A ativacdo de receptores a;- e B-adrenérgicos é necessaria para o
efeito da ioimbina sobre a reconsolidacdo da meméria. Veiculo (VEI), o
antagonista o, prazosin (PRAZ; 0,5 mg/kg) ou o antagonista  propranolol
(PROP; 10 mg/kg) foram administrados por via sistémica (i.p.) logo apos a
sessdo de reativagdo da memoria de medo contextual, seguido, 10 min apos,
pela administracdo de veiculo ou ioimbina (I0I; 1,0 mg/kg). As setas indicam o
momento dos tratamentos. Valores sdo expressos como média + EPM da
porcentagem de congelamento frente ao contexto pareado (Reativacdo e Teste
A) ou neutro (Teste B). * indica uma diferenca significativa (P < 0,05) em
relacdo ao respectivo grupo controle e # indica uma diferenga significativa em
relacdo ao grupo VEI-10I (ANOVA de duas vias com ou sem repeti¢do seguida
pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).
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Os receptores ap-adrenérgicos também Sd30  expressos
perifericamente, como na medula adrenal, onde exercem controle sobre
a liberagdo de adrenalina (BYLUND, 2007). Embora a adrenalina néo
atravesse a barreira hematoencefalica, a sua acéo periférica, por ativacéo
de receptores B-adrenérgicos presentes em terminacfes do nervo vago,
causa a estimulacdo do locus coeruleus (CHEN, WILLIAMS, 2012). Se
0s resultados acima demonstrados dependerem principalmente da
ativacdo dessa via, o pré-tratamento com nadolol, um antagonista néo-
seletivo de receptores B-adrenérgicos que ndo atravessa a barreira
hematoencefalica (CRUICKSHANK, PRICHARD, 1987), por conta do
seu carater altamente hidrofilico, seria capaz de prevenir os efeitos da
ioimbina. Para testar essa possibilidade, 114 animais foram divididos em
12 grupos (n=8-11/grupo) com base no pré-tratamento sistémico com
veiculo ou nadolol (10 mg/kg) realizado imediatamente ap6s a sessao de
treino fraco (para inferéncias sobre a consolidacdo) ou reativacdo (para
inferéncias sobre a reconsolidacdo) e o tratamento, 10 min depois, com
veiculo, ioimbina (1,0 mg/kg) ou adrenalina (0,1 mg/kg). A adrenalina
foi utilizada como controle positivo de modulagdo periférica sobre as
memorias.

Para o protocolo de consolidacdo, a ANOVA de duas vias
indicou um efeito geral do pré-tratamento (Fy s, = 17,6; P = 0,0001),
tratamento (F,s, = 40,5; P = 0,0000001) e uma interacdo entre esses
fatores (F,s, = 14,8; P = 0,00001) durante o Teste A. Tanto a ioimbina
guanto a adrenalina foram capazes de aumentar o tempo de
congelamento durante o Teste A, mas o nadolol s6 preveniu o efeito
induzido pela adrenalina (Tab. 7). Durante o Teste B, a ANOVA de
duas vias apontou um efeito do tratamento (F,s, = 7,8; P = 0,001), com
aumento do tempo de congelamento apenas nos grupos tratados com
ioimbina, de maneira independente dos pré-tratamentos.
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Tabela 7. O efeito da ioimbina na consolidacio depende da ativagéo
central de receptores p-adrenérgicos.

Teste A Teste B

VEI - VEI (n=8) 25,1+28 94+17
VEI - 101 (n=11) 732+7,1* 18,6 + 2,6*
VEI — ADR (n=10) 77,5 +5,6* 132+2,0

NAD - VEI (n=9) 272+16 96+14
NAD - 101 (n=10) 68,0 +1,9* 15,3+ 1,8*
NAD - ADR (n=10) 30,4+54 106 +1,3

Veiculo (VEI) ou o antagonista B com ac&o restrita a periferia nadolol (NAD;
10 mg/kg) foram administrados por via sistémica (i.p.) imediatamente apds a
sessdo de treino fraco do condicionamento contextual, seguida pela
administracdo de veiculo, ioimbina (101; 1,0 mg/kg) ou adrenalina (ADR; 0,1
mg/kg) 10 min apds. Os dados sdo representados como média + EPM da
porcentagem de congelamento frente ao contexto pareado (Teste A) ou neutro
(Teste B). * indica uma diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo ao
respectivo grupo controle (ANOVA de duas vias seguida pelo teste post-hoc de
Newman-Keuls).

Para a reconsolidacdo, a ANOVA de duas vias com repeticdo
indicou um efeito geral do pré-tratamento (Fys0 = 24,5; P = 0,00001),
tratamento (F,5 = 31,6; P = 0,0000001) e re-exposi¢cbes a0 mesmo
contexto (Fy 50 = 249,6; P = 0,0000001), bem como uma interagéo entre
todos esses fatores (F,50 = 29,4; P = 0,0000001) durante as exposi¢des
ao Contexto A. Embora todos os grupos tenham apresentado niveis
similares de congelamento durante a reativacdo, tanto a ioimbina quanto
a adrenalina aumentaram o tempo de congelamento durante o Teste A, e
0 nadolol, novamente, preveniu apenas o efeito induzido pela adrenalina
(Tab. 8). Durante o Teste B, nenhuma diferenca significativa foi
observada (pré-tratamento: F;so = 0,01; P = 0,92; tratamento: F,g5 =
2,92; P = 0,06), embora uma tendéncia em aumentar o congelamento
frente ao contexto neutro tenha sido observada nos grupos tratados com
ioimbina. De maneira geral, esses resultados sugerem que o efeito
mediado pela ioimbina resulta de um blogueio de receptores ap-
adrenérgicos localizados no sistema nervoso central, com pouca
contribuicdo daqueles expressos na periferia.
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Tabela 8. O efeito da ioimbina na reconsolidacdo depende da
ativaciio central de receptores f-adrenérgicos.

Reativacéo Teste A Teste B

VEI_VEI (n=8)  235%28 24421 10,008
VEI- 101 (n=9) 240+14 552+56%  13,4+24
VEI-ADR (n=11) 228+09 708+29*  112+15
NAD—VEI (n=9) 21,309 21,1%172 105+ 0,6
NAD- IOl (n=9) 254+22 514+20%  13,3+0,7
NAD - ADR (n=10) 213+27 285+25 105+09

Veiculo (VEI) ou 0 antagonista B com agdo restrita a periferia nadolol (NAD;
10 mg/kg) foram administrados por via sistémica (i.p.) imediatamente ap6s a
sessdo de reativagdo da meméria de medo contextual, seguida pela
administracdo de veiculo, ioimbina (101; 1,0 mg/kg) ou adrenalina (ADR; 0,1
mg/kg) 10 min apds. Os dados sdo representados como média + EPM da
porcentagem de congelamento frente ao contexto pareado (Reativacdo, Teste A)
ou neutro (Teste B). * indica uma diferenca significativa (P < 0,05) em relacéo
ao respectivo grupo controle (ANOVA de duas vias com ou sem repeti¢do
seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).

2.4.5 A facilitacdo noradrenérgica repetida da memoéria de medo
pode causar generalizacao

Experimentos anteriores demonstraram que o tratamento com
ioimbina pode causar certo grau de generalizacdo de medo (ver Fig. 8 e
13 e Tab. 7). Para determinar os fatores que levariam a inducéo dessa
caracteristica inapropriada e avaliar a capacidade da ioimbina em
reforcar sequencialmente a consolidacdo e reconsolidacdo de um traco
de memoria contextual de medo, 22 ratos foram separados em 2 grupos
(n=10-12/grupo) que receberam veiculo ou ioimbina (1,0 mg/kg)
imediatamente apés a sessdo de treino fraco e reativagdo da memoria.

A ANOVA de medidas repetidas indicou um efeito do tratamento
durante as exposicOes ao Contexto A (Fy 7 = 104,8; P = 0,0000001). O
grupo tratado com ioimbina apresentou maior tempo de congelamento
durante a sessdo de reativacdo (Fig. 15), demonstrando a facilitacdo da
consolidagdo. Com a segunda administragdo da droga, houve uma
tendéncia (P = 0,10) em aumentar ainda mais 0 congelamento durante
0s Testes A; e A,. A apresentacdo de um nivel “teto” de congelamento
(~ 85%) apds o primeiro tratamento pode ter tornado pouco provavel
gue uma segunda inje¢do induzisse qualquer aumento significativo. A
possibilidade de que aumentos adicionais no congelamento néo
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aconteceram por conta disso é uma hipdtese a ser testada mais adiante.
De maneira importante, a dupla administragdo de ioimbina também
causou um aumento significativo e duradouro do congelamento frente
ao contexto neutro. A ANOVA de medidas repetidas indicou um efeito
do tratamento durante a exposi¢cdo ao Contexto B (Fyi7 = 55,4; P =
0,000001), sendo que os animais tratados com ioimbina apresentaram
niveis de congelamento mais altos durante os Testes B; e By,
caracterizando a generalizagdo do medo.
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Figura 15. A potencializacdo sequencial da consolidacdo e reconsolidagéo
da memoria induz generalizagdo do medo. Veiculo (VEI) ou iocimbina (10l;
1,0 mg/kg, i.p.) foram administrados logo apds a sessdo de treino fraco do
condicionamento contextual e reativacdo dessa memoria. As setas indicam o
momento dos tratamentos. Valores sdo expressos como média + EPM da
porcentagem de congelamento frente ao contexto pareado (Reativagdo, Teste A;
e A,) ou neutro (Teste B; e B,). * indica uma diferenca significativa (P < 0,05)
em relacdo ao grupo controle (ANOVA com medidas repetidas seguida pelo
teste post-hoc de Newman-Keuls).

No experimento anterior, a segunda administracdo de ioimbina
(ap6s a reativacdo da memoria) induziu a generalizacdo do medo, mas
ndo foi capaz de aumentar a expressdo de congelamento frente ao
Contexto A, supostamente por ter sido atingido um nivel maximo da
resposta condicionada. Para investigar essa possibilidade, 20 animais
foram divididos em 2 grupos (n=10/grupo) que receberam veiculo ou
ioimbina (1,0 mg/kg) imediatamente ap6s duas sessfes consecutivas de
reativacdo da memodria, realizadas em um intervalo de 24 h. A ANOVA
de medidas repetidas indicou um efeito do tratamento (F; 5= 48,4; P =
0,000002) e re-exposigdo a Contexto A (Fzs4 = 55,9; P = 0,0000001),
bem como uma interacdo entre esses fatores (Fsss = 52,5; P =
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0,0000001). Ambos o0s grupos apresentaram niveis similares de
congelamento durante a primeira sessdo de reativacdo, mas o grupo
posteriormente tratado com ioimbina expressou mais comportamento de
congelamento durante a segunda sessdo de reativacdo que 0 grupo
controle (Fig. 16). Na exposicao subsequente ao Contexto A (Teste Ay),
um aumento adicional no congelamento foi observado no grupo tratado
guando comparado ao expresso no dia anterior no mesmo grupo, sendo
gue esse aumento perdurou até o Teste A, uma semana depois.
Portanto, quando o nivel méximo de congelamento ndo é alcangado,
uma segunda potencializacdo da reconsolidacdo com a administragdo de
ioimbina pode intensificar, ainda mais, a expressdao da resposta
condicionada. Adicionalmente, a ANOVA de medidas repetidas indicou
um efeito da re-exposi¢do ao Contexto B (Fy 15 = 50,1; P = 0,000001),
relacionado ao aumento sutil na resposta defensiva ao longo do tempo,
mas sem qualquer diferenca quanto ao tratamento (Fy3 = 0,17; P =
0,68).
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Figura 16. A potencializagdo consecutiva da reconsolidacdo da memoéria
aumenta a expressdo de congelamento frente ao contexto pareado. Veiculo
(VEI) ou ioimbina (10I; 1,0 mg/kg, i.p.) foram administrados logo apds cada
uma das duas sessdes de reativagdo da memdria de medo contextual. As setas
indicam o0 momento dos tratamentos. Valores sdo expressos como média + EPM
da porcentagem de congelamento frente ao contexto pareado (Reativagdes,
Teste A; e A,) ou neutro (Teste B, e B,). * indica uma diferenca significativa (P
< 0,05) em relagdo ao grupo controle e # indica uma diferenca significativa em
relacdo a0 mesmo grupo, durante a segunda reativagdo (ANOVA com medidas
repetidas seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).
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No experimento anterior, ndo houve inducdo da generalizagdo do
medo, mesmo com duas injecbes de ioimbina apOs as sessbes de
reativacdo. Para investigar se esse resultado deriva de uma diferenca
qualitativa entre a consolidacdo e reconsolidagéo (i.e., a generalizacao
do medo sO seria induzida quando existe a potencializacdo da
consolidacdo da memdria) ou quantitativa (i.e., ap6s atingir o nivel
“teto” de congelamento, uma potencializacdo adicional, em qualquer
uma das etapas de estabilizacdo da meméria, resultaria em generalizagdo
do medo), 18 animais foram divididos em 2 grupos (n=9/grupo) que
receberam veiculo ou ioimbina (1,0 mg/kg) imediatamente apds trés
sessdes consecutivas de reativacdo da memoria, realizadas em um
intervalo de 24 h cada. A ANOVA de medidas repetidas indicou um
efeito do tratamento (F;16 = 421,6; P = 0,0000001) e re-exposi¢éo ao
Contexto A (F464 = 123,9; P = 0,0000001), bem como uma interacdo
entre esses fatores (Fse4 = 106,8; P = 0,0000001). Ambos 0s grupos
apresentaram niveis similares de congelamento durante a primeira
sessdo de reativagdo, mas 0 grupo posteriormente tratado com iocimbina
expressou mais congelamento durante a segunda e terceira sessdes de
reativacdo em compara¢do ao grupo controle, com aumento gradual
nessa resposta ao longo delas (Fig. 17). No dia seguinte, durante o Teste
A;, nenhum aumento adicional no tempo de congelamento foi
observado no grupo que recebeu a terceira inje¢cdo de ioimbina,
indicando que o nivel maximo desse comportamento foi atingido. Esse
grupo continuou apresentando niveis de congelamento proximos ao
maximo, quando comparados ao grupo controle, durante os Testes A; e
A,. Adicionalmente, a administracdo tripla de ioimbina foi capaz de
induzir um aumento duradouro na resposta de medo frente ao contexto
neutro (Testes B; e By). A ANOVA de medidas repetidas indicou um
efeito do tratamento (F; 16 = 108,5; P = 0,0000001) e re-exposi¢Ges ao
Contexto B (Fy 16 = 4,75; P = 0,04), indicando um aumento na resposta
defensiva ao longo do periodo de teste. Esse resultado sugere que a
generalizacdo do medo é um fendmeno relacionado quantitativamente
aos niveis de resposta condicionada, independente do efeito especifico
da ioimbina sobre uma das fases de estabilizacdo da memoria.
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Figura 17. Apos atingir niveis maximos de congelamento, a potencializacao
da reconsolidagédo da memoria induz generalizagdo do medo. Veiculo (VEI)
ou ioimbina (101; 1,0 mg/kg, i.p.) foram administrados logo ap6s cada uma das
trés sessdes de reativacdo da memoria de medo contextual. As setas indicam o
momento dos tratamentos. Valores sdo expressos como média + EPM da
porcentagem de congelamento frente ao contexto pareado (Reativacdes, Teste
A; e Ay) ou neutro (Teste B; e B,). * indica uma diferenca significativa (P <
0,05) em relagdo ao grupo controle e # indica uma diferenca significativa em
relacdo ao mesmo grupo, durante a segunda reativagdo (ANOVA com medidas
repetidas seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).

% Tempo de congelamento

2.4.6 A generalizacdo do medo requer a ativacdo de receptores p-
adrenérgicos

Seguindo a premissa de que a generalizacdo do medo depende
guantitativamente dos niveis de congelamento, seria possivel induzir
esse perfil comportamental frente a uma Unica administracdo da droga
em um desses momentos, utilizando o protocolo de treino forte, com 3
choques. Como existem diferencas quanto ao recrutamento de
receptores adrenérgicos durante a potencializacdo de memorias de medo
menos intensas, pode-se pensar que 0 mesmo poderia acontecer para a
inducdo da generalizacdo do medo e geracdo dessa memoria
inapropriada. Para avaliar essa possibilidade, 104 animais foram
divididos em 12 grupos (n=8-10/grupo) de acordo com o pré-tratamento
sistémico (veiculo, 0,5 mg/kg de prazosin ou 10 mg/kg de propranolol)
realizado imediatamente ap0s a sessdo de treino forte (para inferéncias
sobre a consolidagcdo) ou reativacdo (para inferéncias sobre a
reconsolidacdo) e o tratamento administrado 10 min depois (veiculo ou
1,0 mg/kg de ioimbina).
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No protocolo de consolidagdo, todos 0s grupos apresentaram
niveis semelhantes de congelamento durante o Teste A (pré-tratamento:
F,4s=0,20; P = 0,81; tratamento: F, 43 = 0,06; P = 0,79), indicando que
0 nivel méximo de congelamento foi alcangado. Durante o Teste B, a
ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo do pré-tratamento
(Fp48 = 4,13; P = 0,02) e tratamento (Fy4s = 19,5; P = 0,00006), bem
como uma interagdo entre esses fatores (F,q4s = 8,43; P = 0,0007). A
ioimbina aumentou a expressdo de congelamento nos animais pré-
tratados com veiculo ou prazosin quando comparado aos respectivos
controles durante o Teste B (Fig. 18). O pré-tratamento com propranolol
preveniu esse efeito quando comparado ao respectivo controle ou ao
grupo veiculo-ioimbina, um resultado que sugere a participacdo de
receptores B-adrenérgicos para a inducdo da generalizacdo do medo
durante a consolidacdo da memoria.
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Figura 18. A generalizagdo do medo induzida pela ioimbina durante a
consolidacdo de uma memdria intensa requer a ativagdo de receptores B-
adrenérgicos. Veiculo (VEI), o antagonista o, prazosin (PRAZ; 0,5 mg/kg) ou
o antagonista 3 propranolol (PROP; 10 mg/kg) foram administrados por via
sistémica (i.p.) logo ap6s a sessdo de treino forte do condicionamento
contextual, seguido, 10 min ap6s, pela administracdo de veiculo ou ioimbina
(I0I; 1,0 mg/kg). As setas indicam 0 momento dos tratamentos. Valores séo
expressos como média + EPM da porcentagem de congelamento frente ao
contexto pareado (Teste A) ou neutro (Teste B). * indica uma diferenca
significativa (P < 0,05) em relagdo ao respectivo grupo controle e # indica uma
diferenca significativa em relagdo ao grupo VEI-IOI (ANOVA de duas vias
seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).

No protocolo de reconsolidacdo, todos 0s grupos apresentaram
niveis semelhantes de congelamento frente ao Contexto A (pré-
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tratamento: F, 44 = 0,23; P = 0,79; tratamento: F; 44 = 0,27; P = 0,60; re-
exposicdo ao mesmo contexto: Fy 44 = 0,54; P = 0,20), indicando que o
nivel maximo de congelamento foi alcancado. Durante o Teste B, a
ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo do pré-tratamento
(Fz.44=17,9; P = 0,000002) e tratamento (Fy 44 = 44,4; P = 0,0000001),
bem como uma interacéo entre esses fatores (F, 44 = 15,6; P = 0,00001).
A ioimbina aumentou a expressdo de congelamento nos animais pré-
tratados com veiculo ou prazosin quando comparado aos respectivos
controles durante o Teste B (Fig. 19). O pré-tratamento com propranolol
preveniu esse efeito quando comparado ao respectivo controle ou ao
grupo veiculo-ioimbina. Dessa forma, embora a consolidacdo e
reconsolidagcdo apresentem um perfil diferencial de recrutamento de
receptores adrenérgicos para a potencializacdo de uma memdria de
medo de cardter normal, a inducdo da memobria inapropriada e
generalizagdo do medo parecem ser exclusivamente consequéncia da
ativacdo de receptores p-adrenérgicos em qualquer uma dessas etapas de
estabilizacéo.
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Figura 19. A generalizacdo do medo induzida pela ioimbina durante a
reconsolidagdo de uma memoria intensa requer a ativacao de receptores f-
adrenérgicos. Veiculo (VEI), o antagonista a; prazosin (PRAZ; 0,5 mg/kg) ou
o antagonista 3 propranolol (PROP; 10 mg/kg) foram administrados por via
sistémica (i.p.) logo ap6s a sessdo de reativacdo da memdria de medo
contextual, seguido, 10 min ap6s, pela administragdo de veiculo ou iocimbina
(101; 1,0 mg/kg). As setas indicam o momento dos tratamentos. Valores séo
expressos como média + EPM da porcentagem de congelamento frente ao
contexto pareado (Reativacdo e Teste A) ou neutro (Teste B). * indica uma
diferenca significativa (P < 0,05) em relacdo ao respectivo grupo controle e #
indica uma diferenga significativa em relagcdo ao grupo VEI-IOI (ANOVA de
duas vias com ou sem repeticdo seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).
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2.5 DISCUSSAO

2.5.1 A modulagdo noradrenérgica sobre as etapas de estabilizacéo
de memorias aversivas normais

O protocolo de treino fraco induziu niveis baixos de respostas
defensivas, uma condicdo adequada quando se busca maximizar a
possibilidade de facilitar a formacdo de uma memoria através de
manipulacGes farmacoldgicas e/ou comportamentais, como descrito por
outros grupos de pesquisa (MALDONADO, MARTIJENA, MOLINA,
2011). A administracdo de ioimbina apds o pareamento de um choque
com o Contexto A aumentou a expressao de congelamento durante a re-
exposicdo a esse contexto por até uma semana, indicando um efeito
facilitatorio sobre a consolidagdo da memoria. Em acordo com esse
resultado, outros estudos demonstraram que o estresse de imobilizacéo,
um procedimento que induz o aumento na liberacéo de noradrenalina no
cérebro de ratos (TANAKA et al., 1982), potencializa a formagéo da
meméria de medo contextual (MALDONADO, MARTIJENA,
MOLINA, 2011). A aplicacdo de choques elétricos, por si so, ja é
suficiente para aumentar a liberagdo de noradrenalina no cérebro
(GOLD, WELSH, 1987), reforcando a participacdo dessa via na
formacdo das memorias aversivas. Nesse sentido, a administracdo de
adrenalina, que facilita a transmissdo noradrenérgica central por
mecanismos periféricos (GOLD, VAN BUSKIRK, 1978; CHEN,
WILLIAMS, 2012; GOLD, 2014), tambhém potencializa a consolidacdo
de memorias emocionais em roedores (GOLD, VAN BUSKIRK, 1975;
GOLD, VAN BUSKIRK, HAYCOCK, 1977) e humanos (CAHILL,
ALKIRE, 2003). De maneira importante, a administracdo sistémica de
ioimbina ou adrenalina facilitam a inducdo e manutencdo da LTP no
hipocampo (GOLD, DELANOY, MERRIN, 1984; MONDACA et al.,
2004; KOROL, GOLD, 2008). Como os eventos plasticos sdo
modulados positivamente pela atividade noradrenérgica (HARLEY,
1991), pode-se sugerir que o efeito induzido pela ioimbina e adrenalina
seja, pelo menos em parte, atribuido a esse mecanismo.

Na dose utilizada, a ioimbina intensificou a expressdo de
respostas defensivas incondicionadas, como a esquiva inibitéria avaliada
no LCE. Classicamente, a mesma faixa de dose também aumenta as
respostas defensivas expressas em outros testes comportamentais
(MATTILA, SEPPALA, MATTILA, 1988; ZHENG, RINAMAN,
2013), motivo que faz da ioimbina um agente ansiogénico padrdo. Por
conta disso, ndo se pode deixar de pensar que o0 aumento nho
congelamento observado durante o Teste A, realizado 24 h apds a
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administragdo dessa droga, poderia ser alternativamente interpretado
como um efeito ansiogénico prolongado, que causaria um aumento na
resposta defensiva frente ao contexto. Contudo, uma vez que
concentragdes significativas de ioimbina sé persistem no cérebro de
ratos por até 8 h (HUBBARD et al., 1988), essa é uma possibilidade
pouco provavel. Além disso, ja que a ioimbina ndo foi capaz de agir
como um estimulo incondicionado per se na inducdo da memdria de
medo contextual nas condi¢des adotadas, é reforcado que o efeito da
droga se deve a acdo especifica na consolidagdo da meméria.

A ioimbina também potencializou a reconsolidacdo da meméria
de medo contextual, efeito que ndo foi observado quando a
administracdo foi realizada imediatamente ap6s a exposicdo a um
contexto neutro, incapaz de induzir a reativacdo da memoria de medo.
Esse resultado reforca o papel da transmissdo noradrenérgica na
reconsolidacdo das memoérias de medo (PRZYBYSLAWSKI,
ROULLET, SARA 1999; DEBIEC, BUSH, LEDOUX, 2011). A
ioimbina também potencializa a extingdo de memérias de medo (CAIN,
BLOUIN, BARAD, 2004; MORRIS, BOUTON, 2007). No entanto,
enquanto a reconsolidacdo do traco de memoria sob o efeito da ioimbina
aumenta a expressao da resposta defensiva por potencializar a memoria
original, a potencializacdo da memoria de extingdo frente & reativacdo
da memoria por periodos mais longos causaria uma atenuacdo da
resposta de medo. Dessa forma, ambos os resultados, mesmo que
comportamentalmente opostos, sustentam o papel da transmissdo
noradrenérgica na potencializacdo das memérias. Justamente por
também facilitar a extin¢do, a ioimbina tem sido proposta como um
adjuvante farmacoldgico para o processo de terapia de exposicao,
utilizado em transtornos psiquiatricos associados a memarias aversivas
aberrantes (CAIN, MAYNARD, KEHNE, 2012; HOLMES, QUIRK,
2010; FITZGERALD, SEEMANN, MAREN, 2014; HOFMANN,
FANG, GUTNER, 2014; MCGUIRE, LEWIN, STORCH, 2014;
MILAD, ROSENBAUM, SIMON, 2014), motivo pelo qual ela vem
sendo testada em humanos em estudos controlados (POWERS et al.,
2009; MEYERBROEKER et al., 2012; SMITS et al., 2014). Contudo,
com base nos resultados apresentados, pode-se concluir que o uso da
ioimbina deveria ser realizado com cautela — ou até mesmo
reconsiderado — j& que pequenas variagdes no protocolo de reativacdo da
meméria poderiam levar a facilitacdo da reconsolidacdo e aumento do
medo ao invés de potencializar a sua extingdo.

Embora a consolidagdo e reconsolidagdo sejam processos
distintos, a susceptibilidade de ambos a modula¢des noradrenérgicas



78

parece ser bastante restrita a uma janela temporal estreita (ROULLET,
SARA, 1998; TRONEL, FEENSTRA, SARA, 2004). De fato, o efeito
da ioimbina sobre a consolidagdo e reconsolidacdo ndo foi observado
qguando a administracdo foi realizada 6 h depois da sessdo de treino ou
de reativacdo da memoria, respectivamente. Esses resultados indicam
que o efeito dessa droga é especifico sobre as etapas de estabilizacdo.
Adicionalmente, como ndo houve alteragdes no congelamento durante o
Teste A, realizado 18 h ap6s o tratamento com a droga (6 h ap6s o
treino; Tab. 3), também se descarta a possibilidade de que um efeito
ansiogénico residual pudesse justificar o aumento observado nas
respostas defensivas.

De maneira oposta & ioimbina, a ativacdo de receptores ap-
adrenérgicos com clonidina prejudicou a consolidacdo e reconsolidacéo
de uma memoria de medo contextual de maneira dependente da dose. O
efeito amnéstico da clonidina é descrito na literatura (GOZZANI,
IZQUIERDO, 1976; GALEOTTI, BARTOLINI, GHELARDINI, 2004;
GAMACHE, PITMAN, NADER, 2012), provavelmente relacionado a
sua capacidade de reduzir a estimulagdo do locus coeruleus, a atividade
noradrenérgica central e a inducdo/manutencdo da LTP
(ABERCROMBIE, KELLER, ZIGMOND, 1988; RASMUSSEN,
JACOBS, 1988; DEBOCK et al., 2003; MONDACA et al., 2004; LI et
al., 2013b). A acdo dessa droga ndo pode ser atribuida a efeitos
antiaversivos ou locomotores residuais, ja que nenhuma alteracdo foi
observada no LCE. Além disso, mesmo que a clonidina apresentasse
efeito sedativo na dose utilizada, as alteragdes observadas no
congelamento ndo poderiam ser associadas a isso, ja que a sedacdo
causaria aumento na imobilidade, e ndo a reducdo, como demonstrado.
De maneira geral, esses resultados reforcam a ideia de que o efeito
facilitatorio induzido pela ioimbina nas etapas de processamento da
memoria avaliadas se deu pelo antagonismo de receptores ap-
adrenérgicos.

Além da acdo da ioimbina sobre os receptores o,-adrenérgicos,
alguns outros efeitos sdo descritos pela sua acdo em receptores de outras
vias de transmissdo monoaminérgica, como receptores dopaminérgicos
do tipo D, ou serotoninérgicos do tipo 5-HT1a (HOLMES, QUIRK,
2010). Alguns efeitos da ioimbina sobre a memdria, inclusive, parecem
ser mediados por outras a¢fes que ndo pela modulagdo de receptores a,-
adrenérgicos (DAVIS et al., 2008). Caso os efeitos observados no
protocolo adotado fossem derivados da acéo da ioimbina em receptores
ap, COM consequente aumento na liberagdo de noradrenalina no cérebro,
seria esperado o recrutamento de receptores adrenérgicos pés-sinapticos,
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como os do tipo o ¢ B, mediando os seus efeitos finais sobre a memoria.
De fato, o efeito da ioimbina sobre a consolidacdo foi prevenido pelo
antagonismo de receptores [B-adrenérgicos centrais com propranolol.
Esse resultado é consistente com estudos que demonstram que a
consolidagdo da memoria pode ser modulada pela ativacdo desses
receptores no cérebro (SARA, ROULLET, PRZYBYSLAWSKI, 1999),
particularmente no hipocampo, amigdala e cdrtex pré-frontal (TRONEL,
FEENSTRA, SARA, 2004; FURINI et al., 2010; GUZMAN-RAMOS et
al., 2012). De maneira analoga, apenas o propranolol preveniu o
aumento na resposta defensiva frente ao contexto neutro induzido pela
ioimbina (i.e., a generalizacdo do medo), um resultado que condiz com o
observado em humanos (SOETER, KINDT, 2012), sugerindo um papel
importante dos receptores p-adrenérgicos nesse tipo de resposta
inapropriada. Classicamente, a ativacdo desses receptores facilita a
formag&o das memarias por induzir a sintese proteica necesséaria para as
alteragdes plasticas necessarias para a consolidacdo (GELINAS,
NGUYEN, 2005; LEMON et al, 2009; O'DELL et al, 2010;
MONCADA et al., 2011; HAGENA, MANAHAN-VAUGHAN, 2012;
HANSEN, MANAHAN-VAUGHAN, 2014). Como a reconsolidagdo
também depende da sintese proteica (NADER, SCHAFE, LEDOUX,
2000a), a participacdo dos receptores B-adrenérgicos centrais nessa fase
de memoria também seria esperada, como demonstrada em outros
estudos (PRZYBYSLAWSKI, ROULLET, SARA, 1999; MILTON,
LEE, EVERITT, 2008). No presente trabalho, o propranolol preveniu o
efeito da ioimbina sobre a reconsolidagdo, confirmando a participacéo
central desses receptores nesse caso. Ja o nadolol foi incapaz de prevenir
o efeito da ioimbina nas duas etapas de estabilizacéo, reforgando a ideia
de que existe pouca contribuicdo de receptores B-adrenérgicos
periféricos na promoc¢do dos efeitos induzidos pela ioimbina. De
maneira importante, a mesma dose de nadolol utilizada foi eficiente em
prevenir os efeitos da adrenalina sobre ambas as etapas de estabilizagdo
da meméria, confirmando o seu mecanismo de acdo via ativacdo de
receptores PB-adrenérgicos periféricos (CHEN, WILLIAMS, 2012) e
comprovando a eficacia dessa dose do antagonista em prevenir efeitos
periféricos nas nossas condigcdes experimentais.

O efeito da ioimbina sobre a reconsolidacdo foi prevenido pelo
prazosin, um antagonista seletivo de receptores os-adrenérgicos,
resultado que se alinha com evidéncias do envolvimento desses
receptores na reconsolidacdo da memoria do condicionamento de
preferéncia induzido pela cocaina (BERNARDI, LATTAL, 2010) ou do
condicionamento olfatério (DO-MONTE et al., 2013). Contudo, o
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antagonismo de receptores as-adrenérgicos foi incapaz de prevenir o
efeito da ioimbina sobre a consolidacio da memdria de medo
contextual. Mesmo que apenas uma dose de prazosin tenha sido
utilizada, é importante ressaltar que a mesma dose foi suficiente para
prevenir o efeito da ioimbina sobre a reconsolidacdo. Isso demonstra,
pela primeira vez, que as diferencas mecanisticas entre a consolidacao e
reconsolidagdo das memdrias se estendem ao recrutamento de receptores
adrenérgicos. Como tanto os receptores a;- e B-adrenérgicos sdo
expressos em regides cerebrais interconectadas e relacionadas ao
aprendizado e meméria (RAINBOW, BIEGON, 1983; SUMMERS et
al., 1995; NICHOLAS, HOKFELT, PIERIBONE, 1996; HILLMAN et
al., 2005), o recrutamento dessas regides poderia ser responsavel pelo
efeito observado sobre a memoria. Além do fato dessas regides cerebrais
receberem aferentes heterogéneos do locus coeruleus (i.e., ndo serem
expostas as mesmas concentrages de noradrenalina; VAN
VELDHUIZEN, FEENSTRA, BOER, 1994), o recrutamento delas
também parece ser diferencial durante a consolidacdo e reconsolidacao
de um mesmo tipo de memoéria (TAUBENFELDT et al., 2001,
GARCIA-DELATORRE et al., 2010). O cértex pré-frontal, por
exemplo, pode estar envolvido de maneira divergente durante essas
etapas de estabilizagdo de acordo com o nivel de alerta/estresse induzido
pela tarefa a ser executada (MAROUN, AKIRAV, 2009). De maneira
consonante, a expressdo de receptores a;-adrenérgicos parece ser muito
maior no cdrtex pré-frontal em comparagdo ao hipocampo e amigdala
(RAINBOW, BIEGON, 1983; NICHOLAS, HOKFELT, PIERIBONE,
1996). Embora a participacdo do cortex pré-frontal no condicionamento
de medo contextual seja descrita (STERN et al., 2014), o envolvimento
de receptores aj-adrenérgicos nessa estrutura ainda ndo é bem
estabelecido para esse tipo de memoria.

Como um todo, pode-se sugerir que a facilitacdo induzida pela
ioimbina na consolidagcdo e reconsolidacdo da memdria de medo
contextual de carater adaptativo recruta um padrdo ligeiramente
diferente de ativacdo de subtipos de receptores adrenérgicos que pode
refletir uma diferenca nas suas expressdes relativas em diferentes
estruturas do cérebro. Adicionalmente, como os efeitos da ioimbina séo
prevenidos com o uso de antagonistas seletivos de receptores a; e f-
adrenérgicos, pode-se assumir que seu efeito é, de maneira geral,
relacionado a um aumento no ténus noradrenérgico central. Por conta
disso, de agora em diante, a administracdo de ioimbina e consequente
potencializacdo (i.e., hiperativacdo) do sistema noradrenérgico serdo
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termos intercambiaveis e utilizados de maneira subentendida ao longo
do texto.

2.5.2 A modulagdo noradrenérgica na formacdo de memodrias
inapropriadas

O tratamento sequencial com ioimbina durante a consolidacédo e
reconsolidacdo da memoria permitiu que um nivel maximo do
comportamento de congelamento fosse alcancado frente ao contexto
pareado, com a generalizacdo dessa resposta de medo mesmo a um
contexto neutro. Esse efeito parece resultar de uma interferéncia
“exagerada” no processamento da memoria de medo induzida pela
hiperativacdo adrenérgica. A generalizagdo do medo é uma das
caracteristicas claramente evidentes no transtorno do estresse pds-
traumatico (KLEIM, EHLERS, 2008; JOVANOVIC et al., 2009;
FLEURKENS, RINCK, VAN MINNEN, 2011; JOVANOVIC et al.,
2012; KOSTEK et al., 2014; NORRHOLM et al., 2014; LEVY-GIGI et
al., 2015), que é associado ao funcionamento anormal e exagerado das
vias noradrenérgicas (PITMAN, 1989; YEHUDA, MCFARLANE,
SHALEV, 1998; O'DONNELL, HEGADOREN, COUPLAND, 2004).
Além disso, pacientes acometidos por esse transtorno também
apresentam outras caracteristicas anormais relacionadas a memoria
traumatica, como um prejuizo no processo de extingdo (CAIN,
MAYNARD, KEHNE, 2012). Em humanos saudaveis, a hiperativacio
noradrenérgica induzida pela ioimbina durante a consolidagdo de uma
memoria aversiva causa prejuizos na extingdo (SOETER, KINDT,
2012), um padrdo parecido com o observado em ratos frente a ativacdo
de receptores B-adrenérgicos da amigdala durante a reconsolidacdo de
uma memoria de medo (DEBIEC, BUSH, LEDOUX, 2011). Como essa
e outras caracteristicas inapropriadas parecem ser relacionadas a
potencializacdo noradrenérgica das memorias de medo, uma abordagem
aprofundada de outras caracteristicas disfuncionais, além da
generalizacdo do medo, sera realizada subsequentemente.

A generalizacdo do medo, por si sO, € um processo que acontece
naturalmente com as memdrias contextuais com o passar do tempo.
Supostamente, isso resultaria da dindmica relacionada ao processamento
das memorias remotas: ao longo do tempo, aconteceria a redistribuicao
do engrama de estruturas como o0 hipocampo para outras regibes
corticais (WILTGEN, SILVA, 2007). Como o hipocampo ¢
especializado no processamento contextual e possui uma densidade alta
de neurbnios envolvidos com o processamento espacial, seu
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envolvimento mais proeminente na sustentacdo de memdrias recentes
garante a especificidade de seu conteldo (MIZUMORI et al., 1999;
KNIERIM, LEE, HARGREAVES, 2006). Ao passo que o hipocampo se
torna menos envolvido com a manutencdo das memorias remotas, €
natural imaginar que muito da especificidade original se perca,
aumentando o grau de generalizacdo ao longo do tempo (DUDAI,
2004). Obviamente, essa é apenas uma das teorias correntes para
explicar a generalizacdo das memorias dependente do tempo. Mesmo
que certo grau de perda de especificidade aconteca naturalmente,
interferéncias agudas que induzam essa caracteristica, a curto prazo,
devem ser interpretadas de uma maneira diferenciada, ja que elas se
aproximariam muito mais de um processamento inapropriado e
disfuncional das memdrias de medo. A inducdo dessa caracteristica nas
nossas condi¢des poderia fornecer informagdes importantes sobre o
processamento das memdrias de medo inapropriadas, como as
envolvidas em transtornos psiquiatricos (PITMAN, 1989). Por conta
disso, mesmo que tenha sido observado um aumento na expressédo do
comportamento de medo frente ao contexto neutro durante os Testes B;
e B, em alguns casos, pouca atencdo foi dada nessas situagdes quando o
aumento acontecia tanto no grupo tratado quanto controle, ja que ele
possivelmente se relacionaria ao aumento esperado na expressdo do
medo ao longo do tempo.

A administracdo consecutiva de ioimbina em sessdes distintas de
reativagdo da memoria aumentou cumulativamente o congelamento
frente ao contexto pareado. Esse resultado reforca a premissa de que
uma memoria aversiva constantemente reprocessada em condicdes de
tonus noradrenérgico elevado poderia ser gradualmente potencializada e
tornar-se persistente, uma das hipGteses sugeridas para a génese e
manutencdo das memorias traumaticas (DEBIEC, 2012). No entanto,
como a generalizacdo do medo ndo foi observada nessa situacdo,
poderia surgir o argumento de que essa caracteristica inapropriada
resultaria exclusivamente da potencializacdo da consolidacdo da
meméria. Como a administracdo de ioimbina em uma terceira reativacéo
da memobria (i.e., apds atingir um nivel méximo possivel do
comportamento  condicionado) causou um perfil evidente de
generalizacdo do medo, essa alteracdo comportamental parece ndo ser
associada a diferengas qualitativas entre consolidacdo e reconsolidacao.
Ao invés disso, a generalizagdo do medo parece ser quantitativamente
relacionada ao processo de condicionamento de medo e consequente
expressdo de congelamento. Quando o comportamento de congelamento
alcanga niveis maximos frente ao contexto pareado aos choques,
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assumindo um padrdo assintético, qualquer potencializagéo
noradrenérgica subsequente — seja na consolidacéo ou reconsolidacdo da
meméria de medo — resultaria na incapacidade de restringir as reacdes
de medo ao contexto apropriado, na denominada “teoria assintdtica da
generalizagdo do medo”, como proposta com base nesses resultados
(Fig. 20). A natureza quantitativa do perfil necessario para a indugéo
dessa caracteristica inapropriada é sustentada por evidéncias de outros
estudos que demonstram que a generalizacdo do medo frente a pistas
contextuais e sonoras s6 é induzida ap6s a potencializagdo da meméria
de medo que induz a expressdo de niveis maximos de congelamento
(KAOUANE et al., 2012).

Contexto pareado

Contexto neutro

Resposta de congelamento

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
o
1
1

- .
Potencializagdo noradrenérgica

Figura 20. A teoria assintética da generalizacdo do medo. Em situagfes em
que o comportamento de congelamento alcanga niveis “teto” frente ao contexto
pareado, seja por meio do uso de um treino forte ou potencializagdo prévia da
memoria, a estimulagdo noradrenérgica subsequente seria suficiente para
induzir generalizagdo do medo.

Indo ao encontro da teoria assintética da generalizacdo do medo,
qguando um protocolo de condicionamento contextual de medo com
treino forte foi utilizado, uma Unica injecdo de ioimbina, seja na
consolidacdo ou reconsolidacdo da memoria, bastou para induzir
generalizagdo do medo. Em ambos os casos, apenas o propranolol foi
capaz de prevenir essa alteracdo comportamental inapropriada. Esse
resultado € intrigante quando se leva em conta as diferencas quanto ao
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recrutamento de receptores adrenérgicos nessas duas etapas de
estabilizacdo de uma memoria aversiva normal. De alguma forma,
mesmo havendo essas divergéncias que ressaltam as diferencas entre as
duas etapas, 0 mecanismo de indugdo da generalizagcdo do medo parece
convergir para a ativagdo de receptores p-adrenérgicos. Novamente, vale
lembrar que apenas uma dose de prazosin foi utilizada; como a
utilizacdo de um treino mais intenso pode acarretar em uma liberagédo
mais acentuada de noradrenalina no cérebro (GOLD, VAN BUSKIRK,
1978; TSUDA et al., 1986; NATELSON et al., 1987), uma dose maior
do antagonista poderia ser necessaria para evitar o seu deslocamento
pela competicdo com o transmissor, disponivel em concentragdes
maiores. Alternativamente, o uso de antagonistas mais potentes e
seletivos para receptores oj-adrenérgicos — que, consequentemente,
necessitariam de doses menores para antagonizar esses receptores com
um risco reduzido de produzir efeitos inespecificos — ajudaria a
esclarecer esse aspecto. Dessa forma, mesmo que as evidéncias apontem
para um recrutamento preferencial de receptores [B-adrenérgicos no
desenvolvimento da generalizacdo do medo, ndo se deve descartar a
participacdo de outros receptores noradrenérgicos sem alguma cautela.
Atualmente, poucos sdo os estudos que direcionam a atencdo para o
surgimento dessa resposta disfuncional e, quando o fazem, esforgos
maiores sdo  direcionados & caracterizagdo das  respostas
comportamentais, e ndo ao entendimento dos mecanismos
neurobioldgicos e farmacolégicos relacionados a sua indugdo, o que
torna o conhecimento bastante escasso nesse sentido.

Um resultado inesperado foi que tanto o propranolol quanto o
prazosin, em doses relativamente elevadas e capazes de prejudicar
etapas do processamento da memdria em outras condigBes (DO-
MONTE, ALLENSWORTH, CAROBREZ, 2010; DO-MONTE et al.,
2010; 2013), ndo prejudicaram a consolidacdo e/ou reconsolidacdo da
meméria de medo contextual. Embora muitos estudos pré-clinicos
apontem para 0 uso em potencial desses agentes no controle de
memérias disfuncionais (DEBIEC, LEDOUX, 2004; BERNARDI,
LATTAL, BERGER, 2006; FRICKS-GLEASON, MARSHALL, 2008;
ROBINSON, ARMSON, FRANKLIN, 2011; VETERE et al., 2013), os
resultados sdo mistos e discrepantes (COHEN et al., 2011; FONT,
CUNNINGHAM, 2012; TAHERIAN et al., 2014), sugerindo uma
eficacia limitada desses agentes (MURAVIEVA, ALBERINI, 2010),
mesmo de uma maneira translacional. Em humanos, essas divergéncias
também podem ser observadas com o uso de antagonistas de receptores
B-adrenérgicos durante as etapas de estabilizagdo da memoria
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(O'CARROLL et al., 1999a; STEIN et al., 2007; DONOVAN 2010;
SCHWABE et al., 2012; LONERGAN et al., 2013; BRUNET et al.,
2014; SPRING et al., 2014). Dentre as teorias para explicar essas
divergéncias, talvez a mais interessante aborda a possibilidade de
mecanismos de transducdo redundantes frente a ativagdo
catecolaminérgica. Os sistemas noradrenérgico e dopaminérgico, por
exemplo, apresentam convergéncias que se estendem desde a via de
sintese dos transmissores por uma rota comum até a similaridade entre
0s receptores, havendo, mesmo que de maneira sutil, uma certa
atividade cruzada entre esses sistemas (ZHANG, OUYANG, THOMAS,
2004). Foi demonstrado que, ao menos para a consolidagdo da memoria,
a ativacdo de receptores Bp-adrenérgicos e dopaminérgicos do tipo Ds na
amigdala ativam uma mesma via de transducéo de sinal intracelular (i.e.,
uma via ‘“redundante”) recrutada para a codificagio do engrama
(OUYANG et al., 2012). Frente a estimulos de alta intensidade — como
o treino forte adotado neste trabalho — haveria um aumento fasico e de
alta magnitude na liberacdo de catecolaminas, que levaria a formacéao da
memoria, facilitando o seu estabelecimento. Portanto, mesmo que uma
dessas vias de transmissdo seja blogueada com antagonistas seletivos, a
potencializacdo da memdria ainda seria evidente, ja que a via de
transducgdo de sinal redundante seria recrutada através da ativacdo de
receptores da outra via catecolaminérgica. Dessa forma, o antagonismo
isolado de receptores adrenérgicos (ou a omissdo da expressdo desses
receptores por manipulacdo genética) ndo seria suficiente para atenuar
uma memodria intensa, sendo necessario, nesse caso, 0 blogueio de
ambos os sistemas. Ao contrario disso, a potencializacéo isolada de cada
um desses sistemas bastaria para fortalecer memorias de menores
intensidades (OUYANG et al., 2012). Talvez por isso tenha sido
possivel, nesse trabalho, bloquear os efeitos facilitatérios induzidos pela
ioimbina, que potencializa a transmissdo noradrenérgica de uma maneira
mais pontual, sem qualquer efeito dos antagonistas adrenérgicos, por si
s6, nas memdrias aversivas de maior intensidade.

2.6 CONCLUSOES

A hiperativagdo noradrenérgica induzida pela administracdo
sisttmica de ioimbina permite que um traco de memdria de medo
contextual seja consolidado e reconsolidado de uma maneira mais
intensa e duradoura, com aumentos expressivos na resposta de medo
frente ao contexto pareado, um efeito oposto daqueles obtidos com a
administragdo de clonidina. Em uma memoria de carater normal, a



86

potencializacdo noradrenérgica dessas duas etapas depende do
recrutamento diferencial dos receptores ;- e B-adrenérgicos no cérebro,
implicando, pela primeira vez, que a natureza distinta entre esses
processos de estabilizacdo da meméria abrange até mesmo o perfil de
ativacdo de receptores noradrenérgicos.

A administracdo sequencial de ioimbina durante a consolidagdo
e/lou reconsolidacdo de uma memoria normal permite o seu
fortalecimento até alcancar niveis inapropriados, apresentando
generalizagdo do medo. A capacidade em induzir essa memdria
disfuncional é diretamente relacionada a intensidade da memdria de
medo, sendo somente induzida em situagdes em que 0os comportamentos
defensivos ja alcancaram um patamar méximo frente ao contexto
pareado. Embora a generalizacdo possa ser induzida tanto por
interferéncias noradrenérgicas sobre a consolidacdo ou reconsolidagdo
de uma memdria intensa, o desenvolvimento dessa caracteristica parece
depender exclusivamente da ativagdo de receptores B-adrenérgicos, ao
contrario do observado anteriormente em memorias fisiolégicas.
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3

Modelando memorias inapropriadas com a hiperativacédo
noradreneérgica

“A utilidade de todas as paixées consiste em fortalecer e
fazer durar na alma pensamentos que sdo bons que

ela conserve, assim como todo o mal que podem

causar consiste em fortalecer e conservar

esses pensamentos mais do

que o necessario.”

— René Descartes
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3.1 INTRODUCAO

O transtorno do estresse pds-traumatico (PTSD, do inglés ‘post-
traumatic stress disorder’) se desenvolve em uma parcela das pessoas
expostas a um evento traumdtico de grande severidade, havendo a
formagdo de uma meméria disfuncional (PITMAN, 1989; BRACHA,
2006). Os pacientes acometidos expressam formas inadequadas de
respostas de ansiedade e medo nao somente frente a pistas associadas ao
evento traumatico, mas mesmo em situagdes que ndo oferecem risco ou
sem relacdo com esse evento, caracterizando generalizacdo do medo
(JOVANOVIC et al., 2012; NORRHOLM et al., 2014). Além disso, os
pacientes sdo frequentemente perturbados por evocagOes espontaneas
relacionadas ao trauma (memorias intrusivas ou ‘flashbacks’),
caracteristicas que parecem se relacionar a intensidade com a qual a
meméria do evento traumatico foi codificada (EHLERS, HACKMANN,
MICHAEL, 2004). Como a hiperatividade noradrenérgica é observada
nesses pacientes em diversos momentos (SOUTHWICK et al., 1999;
O'DONNELL, HEGADOREN, COUPLAND, 2004; KRYSTAL,
NEUMEISTER, 2009), a modulacdo dessa via na formacdo da memdria
traumatica é considerada um dos possiveis mecanismos para 0
desenvolvimento desse transtorno.

3.1.1 Disfuncdo noradrenérgica no PTSD

Embora ndo se possa afirmar se a hiperativagdo noradrenérgica é
uma consequéncia ou um fator de risco para o surgimento do PTSD
(YEHUDA, LEDOUX, 2007), certos estudos apontam a sua importancia
para a instalagdo desse transtorno: pacientes que apresentaram alteragdes
autonémicas simpaticas diretamente relacionadas a uma hiperatividade
simpatica logo ap6s a ocorréncia de um evento traumatico, um momento
critico para a consolidacdo da memoria aversiva, tiveram maior
probabilidade de desenvolver essa doenca (SHALEV et al., 1998;
YEHUDA, MCFARLANE, SHALEV, 1998). Varias alteracdes que
poderiam justificar a hiperativacdo noradrenérgica vém sendo descritas
nesses pacientes. Por exemplo, uma menor atividade das enzimas que
degradam catecolaminas poderia contribuir com o aumento no tonus
noradrenérgico (NORRHOLM et al., 2013), existindo, inclusive, uma
correlagdo entre 0s niveis centrais de ativagdo noradrenérgica e a
severidade de sintomas (GERACIOTI et al., 2001). Apds a lembranca
do evento traumético sdo observados aumentos significativos nas
concentragdes de metabdlitos de catecolaminas na urina e concentragdes
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elevadas de noradrenalina no fluido cerebroespinhal (GERACIOTI et
al., 2008), indicando que 0 aumento no tonus simpéatico pode derivar de
uma hiper-reatividade do sistema, indicando um papel importante de
alteracGes no sistema de autocontrole sobre a liberagdo da noradrenalina.

De fato, ha uma reducdo no controle inibitdrio mediado pelos
receptores o,-adrenérgicos em plaquetas de pacientes com PTSD
(PERRY, GILLER, SOUTHWICK, 1987). Sabe-se que variacfes nos
genes que codificam alguns subtipos de receptores o,-adrenérgicos séo
mais prevalentes nesses pacientes, além de facilitarem a formacgéo de
memérias aversivas em roedores (DE QUERVAIN et al., 2007).
Adicionalmente, humanos saudaveis que possuem essa variante genética
tem um recrutamento mais proeminente de estruturas encefalicas
envolvidas no processamento das memarias emocionais (RASCH et al.,
2009; COUSIIN et al., 2010). Como consequéncia de alteragdes na
atividade ou eficiéncia desses receptores, h4 uma reducdo no ténus
inibitério que exercem e aumento na liberacdo de noradrenalina no
cérebro (LIBERZON et al., 1999). Em acordo com esses estudos,
grande parte dos pacientes com PTSD apresenta ataques de panico,
ocorréncia de memodrias intrusivas e aumento na atividade autondmica
simpética ap6s a administracdo de ioimbina (SOUTHWICK et al., 1993;
MORGAN et al., 1995). Além de reforcar a participacdo do sistema
noradrenérgico na fisiopatologia desse transtorno, esses dados ligam a
hiper-reatividade noradrenérgica a possiveis alteracdes nos receptores
op-adrenérgicos.

Uma das teorias propostas para explicar a ocorréncia do PTSD
seria.  a consolidacdo exagerada da memoéria de medo
(‘overconsolidation’ ou superconsolidagdo), permitindo a instalacao de
uma forma inadequada dessa memoria, mais persistente e menos
susceptivel a extincdo (PITMAN, 1989; BRACHA, 2006). Uma causa
provavel para isso seria 0 desajuste em sistemas neuroenddcrinos
envolvidos no controle das respostas de estresse observados no PTSD,
como o descrito no sistema noradrenérgico (SOUTHWICK et al., 1999;
O'DONNELL, HEGADOREN, COUPLAND, 2004; KRYSTAL,
NEUMEISTER, 2009). Embora altera¢cbes em outros sistemas, como o
glicocorticoide e endocanabinoide, também possam ser relacionadas ao
desenvolvimento e manutencdo do transtorno (YEHUDA et al., 2013;
ZOLADZ, DIAMOND, 2013), acredita-se que a via final dependa do
recrutamento de vias noradrenérgicas (PITMAN, 1989), sendo que esse
sistema talvez represente uma figura central na triade de interacéo
noradrenérgica-endocanabinoide-glicocorticoide  proposta para a
fisiopatologia do PTSD. Por conta disso, alteragdes noradrenérgicas sao



91

até mesmo consideradas como biomarcadores para essa doenca
(KIBLER et al., 2014). No entanto, a premissa de que a
superconsolidacdo de uma memdria — especialmente dependente do
sistema noradrenérgico — levaria ao desenvolvimento de caracteristicas
anormais comuns ao PTSD é pouco visada no contexto pré-clinico.

Em vista da participacdo noradrenérgica no desenvolvimento do
PTSD, agentes adrenérgicos sdo frequentemente investigados como
alvos terapéuticos em potencial (STRAWN, GERACIOTI, 2008;
LIPOV, KELZENBERG, 2012). Antagonistas de receptores p-
adrenérgicos, por exemplo, teriam a vantagem de reduzir tanto os
sintomas somaticos quanto os psicoldgicos (GILES, 2005;
TOLLENAAR et al., 2009; DONOVAN, 2010). Mais recentemente, 0s
efeitos do uso de antagonistas oj-adrenérgicos também vém sendo
investigados (DE JONG et al., 2010; SALVIATI et al., 2013; WRITER,
MEYER, SCHILLERSTROM, 2014). Mas além do tratamento
paliativo, uma das estratégias sob investigacdo seriam métodos para
desacoplar, atenuar ou mesmo “apagar” a valéncia negativa associada a
memoria traumatica que mantém o PTSD (CAIN, MAYNARD,
KEHNE, 2012; DEBIEC, 2012; STECKLER, RISBROUGH, 2012;
PARSONS, RESSLER, 2013), por meio de interferéncias na etapa de
reconsolidagdo (DIERGAARDE, SCHOFFELMEER, DE VRIES, 2008;
PITMAN, 2011). Nesse sentido, varias drogas sdo capazes de prejudicar
a reconsolidacdo de memdrias de medo condicionado de maneira
duradoura em animais de laboratério (PRZYBYSLAWSKI, ROULLET,
SARA, 1999; BUSTOS et al., 2010; GAMACHE, PITMAN, NADER,
2012; STERN et al., 2012) e humanos saudaveis (SCHWABE et al.,
2012; BRUNET et al., 2014). Contudo, mesmo que esses agentes
apresentem perfis interessantes em condi¢Bes pré-clinicas, muitas vezes
ndo hd a translacdo desses resultados para a clinica (NESTLER,
HYMAN, 2010; TOTH, CICCHETTI, 2011; COHEN, MATAR,
ZOHAR, 2014; DASKALAKIS, YEHUDA, DIAMOND, 2013).
Considerando que as memorias inapropriadas parecem Sser menos
sensiveis a intervencdes (SOETER, KINDT, 2013), a falta de protocolos
experimentais simples que possam modelar o perfil de alteracBes
relacionadas as memorias disfuncionais do PTSD de uma maneira mais
completa acaba atrasando os avangos com potencial translacional.
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3.1.2 O desafio de modelar memorias traumaticas: o abismo entre o
fisioldgico e o disfuncional

Embora o PTSD seja uma doenca complexa, testes
comportamentais e modelos animais podem auxiliar no entendimento da
dindmica e neurobiologia das memdrias aversivas, como 0 caso dos
protocolos de condicionamento de medo (MAREN, PHAN,
LIBERZON, 2013; BRISCIONE, JOVANOVIC, NORRHOLM, 2014).
No entanto, um obstaculo a extrapolacdo de resultados obtidos em
roedores & condicdo clinoca é que, na maioria dos casos, as memdarias
aversivas modeladas em condigdes experimentais abrangem tdo e
somente aquelas compreendidas na faixa fisiol6gica e adaptativa do
aprendizado, que ndo necessariamente teriam uma relacdo direta com as
memorias traumaticas envolvidas no PTSD. A memdria traumética
desses pacientes, por sua vez, se estende a aspectos patolégicos e
aberrantes, como a generalizacdo do medo frente a situacfes que nédo
remetam ao trauma, resisténcia da memoria traumatica a estratégias para
a reducdo da sua magnitude (i.e., inducdo da extin¢cdo ou o0 uso de
agentes amnésticos), entre outros (FANSELOW, PONNUSAMY, 2008;
NESTLER; HYMAN, 2010). Essas caracteristicas ndo sdo observadas
rotineiramente em testes comportamentais, o0 que inviabiliza — além de
tornar simplista — a visdo de que eles possam constituir “modelos de
PTSD” (YEHUDA, ANTELMAN, 1993; SIEGMUND, WOTJAK,
2006).

Mesmo que alguns agentes estressores, como a imobilizagdo
(MALDONADO, MARTIJENA, MOLINA, 2011), confronto com
predadores (CORLEY, CARUSO, TAKAHASHI, 2011) ou “lembretes”
sequenciais de eventos aversivos (OLSON et al., 2011), possam ser
utilizados para potencializar o condicionamento aversivo e simular
algumas caracteristicas de memorias patoldgicas, existe uma busca
constante por novas formas de modelar memorias aversivas que se
afastariam ao méaximo da faixa adaptativa (MILLER, MCEWEN, 2006;
COHEN, RICHTER-LEVIN, 2009; PITMAN et al, 2012). Uma
alternativa para modelar esse tipo de memoéria ¢ a simulacdo de
caracteristicas fisiopatologicas do PTSD - como as alteraghes
neuroenddcrinas — que podem ser relacionadas com a superconsolidagéo
da memdria traumatica e surgimento de caracteristicas inapropriadas
(FANSELOW, PONNUSAMY, 2008; PITMAN et al, 2012;
DASKALAKIS, YEHUDA, DIAMOND, 2013). Ferramentas
farmacol6gicas que simulam a hiper-reatividade noradrenérgica, por
exemplo, poderiam oferecer vantagens quanto ao modelamento de
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memoérias tipo-PTSD: as alteragdes em receptores ap-adrenérgicos
descritas nesses pacientes, associadas ao perfil de simulacdo da
hiperatividade noradrenérgica induzido pela ioimbina fazem dessa droga
uma boa escolha no modelamento de memorias inapropriadas em
condigdes pré-clinicas. Experimentos apresentados no capitulo anterior
mostraram que a administracdo da ioimbina em momentos criticos para
a consolidacdo de uma memoria de medo contextual de alta intensidade
— “mimetizando” o que é observado na clinica — causou generalizacdo
do medo. Esse resultado indica que, nessas condigdes, poderia haver a
inducdo de outras caracteristicas disfuncionais, permitindo refinar o
modelamento de memarias de medo inapropriadas.

3.2 HIPOTESE E OBJETIVOS

Levando em conta a importancia fisiopatoldgica da hiperativacdo
noradrenérgica no estabelecimento da meméria traumética no PTSD, a
hipotese dessa etapa do trabalho é que a potencializacdo do sistema
noradrenérgico durante a consolidacdo de uma memoéria de medo
contextual intensa modelaria  caracteristicas comportamentais
inapropriadas associadas a uma memoria patolégica, com relevancia
translacional para a pesquisa pré-clinica a ponto de permitir uma busca
mais eficiente por interven¢des com potencial terapéutico.

3.2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral foi avaliar a capacidade da potencializagdo da
consolidagdo da memoria induzida pela ioimbina em gerar
comportamentos e caracteristicas inapropriadas.

3.2.1.1 Objetivos especificos

= Caracterizar o efeito da ioimbina sobre a etapa de consolidacdo
na inducdo da generalizagdo do medo;

= Awvaliar a duracdo do perfil de generaliza¢cdo do medo induzido
pela ioimbina;

= Investigar a ocorréncia de prejuizos na extingdo da memoria de
medo inapropriada modelada com a ioimbina;

= Auvaliar a resisténcia ao efeito antiaversivo do midazolam frente
as respostas defensivas decorrentes da memoria inapropriada;

= Avaliar a susceptibilidade de labilizacdo da memoria exagerada
frente a sua reativacdo e possibilidade de prejudicar a sua
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reconsolidacdo com agentes amnésticos efetivos para memarias
normais;

= Determinar a contribuicdo de receptores [-adrenérgicos
localizados no sistema nervoso central e na periferia para a
geracdo da memoria de medo inapropriada;

= Avaliar alteragBes cardiovasculares associadas a memoria
inapropriada;

= Verificar a ocorréncia de sensibilizacdo das respostas defensivas
em decorréncia da formacdo da memoria inapropriada.

3.3 MATERIAIS E METODOS
3.3.1 Animais

Foram utilizados 464 ratos (Rattus norvergicus) Wistar machos,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina, com 3 a 4 meses de idade e peso entre 270 e 350 g. Os animais
foram mantidos em condi¢Bes idénticas as descritas anteriormente
(secdo 2.3.1, pag. 51), com aprovacdo do comité de ética para o uso de
animais da  Universidade  Federal de Santa  Catarina
(17/CEUA/PRPE/2011-PP660).

3.3.2 Drogas

Cloridrato de ioimbina (I10l; 1,0 mg/kg; Tocris, EUA), cloridrato
de clonidina (CLO; 0,3 mg/kg; Sigma-Aldrich, EUA), cloridrato de
propranolol (PROP; 10 mg/kg; Sigma-Aldrich, EUA), nadolol (NAD;
10 mg/kg; Sigma-Aldrich, EUA), midazolam (MDZ; 0,5 mg/kg;
Cristalia, Brasil) e D-cicloserina (DCS; 15 mg/kg; Sigma-Aldrich,
EUA) foram dissolvidos em solucdo salina fisiolégica (NaCl 0,9%).
Canabidiol (CBD; 10 mg/kg; THC-Pharma, Alemanha) foi dissolvido
em solugéo salina com 5% de Tween 80 (Sigma-Aldrich, EUA). Todas
as solucbes foram administradas sistemicamente (i.p.) em um volume de
1,0 ml/kg.

A selecdo das doses dessas drogas foi baseada nos resultados de
etapas anteriores. A dose antiaversiva do midazolam foi selecionada
com base em estudos no LCE (GAZARINI et al., 2010). A dose de D-
cicloserina foi a mesma capaz de facilitar a labilizagdo de memérias
emocionais intensas, sem interferir na evocagdo ou expressdo da
memoria de medo contextual (BUSTOS et al.,, 2010). A dose de
canabidiol capaz de prejudicar a reconsolidacdo da meméria foi
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escolhida a partir de um trabalho prévio do nosso grupo de pesquisa
(STERN et al., 2012).

3.3.3 Condicionamento de medo contextual

O condicionamento de medo contextual foi realizado como
descrito anteriormente (secdo 2.3.3, pag. 52). A maior diferenca se deu
com relagdo a sessdo de treino: na maioria dos casos, foi utilizado o
treino forte, com trés choques elétricos nas patas (0,7 mA, 60 Hz, por
3's, com 30 s de intervalo entre os choques),. Em algumas situagdes, os
animais passaram pelo treino fraco, com a aplicacdo de apenas um
choque elétrico nas patas (de mesma intensidade).

Como experimentos prévios demonstraram que a generalizacao
do medo pode acontecer frente a potencializacdo da consolidacdo ou da
reconsolidacdo da meméria intensa, e que ambos dependem dos mesmos
mecanismos adrenérgicos, a estimulacdo noradrenérgica foi realizada
sempre apds a sessdo de treino, a fim de simplificar a realizacdo dos
experimentos. A re-exposi¢do ao Contexto A (Teste A) e exposicdo ao
Contexto B (Teste B) foram realizadas nos dias subsequentes. Quando o
objetivo foi avaliar as interferéncias sobre a etapa de reconsolidacéo
e/ou expressdo da memoria, uma sessdo de reativacdo da meméria (re-
exposicdo ao Contexto A por 3 min) foi adicionada um dia ap6s a sesséo
de treino. A extincdo da memdria foi induzida pela exposi¢do dos
animais ao Contexto A por um periodo mais longo (15 min). De maneira
geral, todas as sessdes foram espacadas entre si por um periodo de 24 h.
No entanto, para avaliar a duracdo e persisténcia da memoéria de medo,
cada sessdo de teste foi repetida 7, 14, 21 e/ou 28 dias apds o treino.
VariagOes no protocolo geral, condi¢Bes controle e detalhes especificos
serdo apontados durante a descri¢do dos resultados pertinentes.

Além da porcentagem de tempo de congelamento, foi utilizado o
indice de extincdo, que representa a porcentagem de reducdo no
comportamento de congelamento entre os primeiros e Gltimos 3 min da
sessdo de extingdo, que foi calculado pela expressdo: [(tempo de
congelamento durante os 3 min iniciais da sessao de extingcdo - tempo de
congelamento durante os 3 min finais da sessdo de extingdo)/tempo de
congelamento durante os 3 min iniciais da sessdo de extingéo].

3.3.4 Labirinto em cruz elevado

O protocolo experimental utilizado foi 0 mesmo descrito na secdo
2.3.4 (padg. 53), com a diferenca de que uma lampada fluorescente
vermelha (14 W) foi utilizada para a iluminacdo, oferecendo uma
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condicdo menos aversiva (VIOLLE et al., 2009) que otimizasse 0
protocolo para a detecgdo de comportamentos tipo-ansiogénicos.

3.3.5 Pletismografia caudal para medida indireta da presséo
sistdlica

Os animais foram ambientados em uma sala com temperatura
controlada (~ 28 °C) por 2 h. Cada rato foi colocado individualmente em
uma cadmara de contengdo e um oclusor (‘tail-cuff”) foi posicionado na
porcdo proximal da cauda. A fim de obter medidas precisas, 0s ratos
permaneceram imobilizados durante toda a sessdo. O oclusor foi inflado
até cessar o fluxo sanguineo local e o sensor integrado detectou o
retorno do fluxo a cada ciclo de deflagdo por meio de um amplificador
(ML125/R NIBP Controller, ADInstruments, Australia) acoplado a um
sistema de aquisicdo de dados (PowerLab® PL3508, ADInstruments,
Australia). Apds um periodo de estabilizagdo na cAmara de contencgdo (5
min), a sessdo de testes foi composta por uma média de 3 a 5 repeticdes
do ciclo de inflacdo/deflacdo. Os registros foram analisados com o
software LabChart® 7 (MLS060/7, ADInstruments, Australia). A média
dos valores obtidos foi calculada e utilizada como uma medida Unica
para cada animal.

3.3.6 Anélises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da
média (EPM). Quando os dados ndo seguiam distribuicdo normal
(sessdo de extingdo), os valores foram transformados (1/x) a fim de
assegurar a uniformidade. Os dados foram submetidos a ANOVA de
uma ou duas vias. Durante a sessdo se extin¢ao (dividida em blocos) ou
guando re-exposi¢fes ao mesmo contexto foram realizadas, foi adotada
a ANOVA de medidas repetidas. Sempre apds essas analises, foi
utilizado o teste post-hoc de Newman-Keuls, com valor de significancia
estatistica de P < 0,05, para determinar as diferengas entre os grupos. O
teste “t” de Student foi adotado para a comparagdo de dois grupos
independentes, quando necessario. Os resultados foram analisados
utilizando o Statistica® 7 (StatSoft Inc., EUA) e foram representados em
graficos confeccionados com o GraphPad Prism® 5 (GraphPad Prism,
EUA). Todos os graficos sdo acompanhados por esquemas que indicam
0 protocolo experimental adotado e momentos da administracdo de
drogas.
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3.4 RESULTADOS

3.4.1 A estimulacdo noradrenérgica restrita a janela de consolidacéo
induz a generalizagdo do medo

Para confirmar se a generalizagio do medo induzida pela
estimulacdo noradrenérgica se deve a uma interferéncia especifica na
consolidagcdo da meméria de medo contextual, 36 ratos foram alocados
em 4 grupos (n=8-10/grupo) com base no tratamento sistémico (veiculo
ou ioimbina 1,0 mg/kg) e no momento em que ele foi realizado (logo
apos o a sessao de treino forte ou 6 h apos).

A ANOVA de duas vias indicou um efeito do tratamento (Fj 3, =
55,2; P = 0,0000001), momento de injecdo (Fy13, = 32,9; P = 0,000002)
e uma interacdo significativa entre esses fatores (Fi3, = 46,0; P =
0,0000001) durante o Teste B. Os animais que receberam ioimbina
imediatamente ap6s a sessdo de treino, mas ndo 6 h apos, apresentaram
aumento do tempo de congelamento durante o Teste B (Fig. 21),
caracterizando generalizacdo do medo. Todos 0S grupos apresentaram
niveis comparaveis de congelamento durante o Teste A (tratamento:
Fi132 = 0,41; P = 0,52; momento de injecdo: F;y3 = 0,63; P = 0,43),
supostamente por alcancar o nivel maximo dessa resposta condicionada.

A fim de confirmar que o treino com 3 choques seria suficiente
para alcangar niveis maximos de congelamento durante o Teste A, 30
ratos foram alocados em 3 grupos (n=10/grupo), com base no nimero de
choques aplicados durante a sessdo de treino (1, 3 ou 5). A ANOVA de
uma via indicou um efeito significativo durante o Teste A (F,,7 = 31,8;
P = 0,0000001). O grupo que recebeu um unico choque apresentou
menos congelamento quando comparado aos grupos que receberam 3 ou
5 choques, ao mesmo tempo que nenhuma diferenca significativa foi
observada entre os Ultimos grupos (Tab. 9), sugerindo que a resposta
condicionada atingiu um nivel assintético. Nessas condicdes, todos os
grupos apresentaram niveis comparaveis de congelamento durante a
exposicao ao Contexto B (F,,7=1,7; P = 0,20).
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Figura 21. A potencializagdo noradrenérgica dentro da janela de
consolidagdo causa generalizagcdo do medo. Veiculo (VEI) ou ioimbina (101,
1,0 mg/kg, i.p.) foram administrados logo apds a sessdo de treino forte do
condicionamento contextual (0 h) ou 6 h apds. As setas indicam 0 momento do
tratamento. Valores sdo expressos como média + EPM da porcentagem de
congelamento frente ao contexto pareado (Teste A) ou neutro (Teste B). *
indica uma diferenga significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo controle
(ANOVA de duas vias seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).

Tabela 9. O treino com 3 choques leva a expressdo maxima de
congelamento no contexto pareado.

1 choque 3 choques 5 choques

(n=10) (n=10) (n=10)
Teste A 28,3 £5,7* 73,245 75,3+ 3,7
Teste B 10,2+ 3,0 185+25 19,3+54

Grupos foram treinados com 1, 3 ou 5 choques (0,7 mA, 60 Hz, 3s) no Contexto
A. Os dados sdo representados como média £+ EPM da porcentagem de
congelamento frente ao contexto pareado (Teste A) ou neutro (Teste B). *
indica uma diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo que recebeu 3
ou 5 chogques (ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Newman-
Keuls).

3.4.2 A generalizacdo do medo tem perfil duradouro

A fim de avaliar a durabilidade da generalizacdo do medo, 39
ratos foram alocados em 4 grupos (n=9-10/grupo), com base no
tratamento sistémico com veiculo ou ioimbina (1,0 mg/kg) feito logo
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apos a sessdo de treino forte e o intervalo entre o condicionamento e a
realizacdo dos testes (14 ou 28 dias ap0s).

A ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo do
tratamento (F; 35 = 88,03; P = 0,0000001), mas ndo do momento do teste
(F135=0,41; P = 0,52), durante o Teste B, sendo que ambos 0s grupos
tratados com ioimbina expressaram mais congelamento que o0s
respectivos controles (Fig. 22). No entanto, todos o0s grupos
apresentaram niveis similares de congelamento durante o Teste A
(tratamento: Fy35=2,12; P = 0,15; momento dos testes: F;35=3,12; P =
0,09).
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Figura 22. A generalizacdo do medo induzida pela ioimbina é de longa
duracdo. Veiculo (VEI) ou ioimbina (10l; 1,0 mg/kg, i.p.) foram administrados
por via sistémica (i.p.) logo apds a sesséo de treino forte do condicionamento
contextual. A seta indica 0 momento do tratamento. Valores sdo expressos
como média + EPM da porcentagem de congelamento frente ao contexto
pareado (Teste A) ou neutro (Teste B) 14 ou 28 dias apds o treino. * indica uma
diferenca significativa (P < 0,05) em relacdo ao grupo controle (ANOVA de
duas vias seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).

Esse resultado indica que a generalizacdo do medo é uma
caracteristica duradoura associada & memoria aversiva. No entanto,
COmo a exposicdo ao contexto neutro sempre se deu um dia apo6s a re-
exposicdo ao contexto pareado, pode-se sugerir que a aumento no
congelamento frente ao Contexto B tenha sido causado por uma
sensibilizacdo resultante da exposicdo prévia ao Contexto A, que é
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capaz de evocar respostas defensivas importantes. Para descartar essa
possibilidade, 20 ratos foram alocados em 2 grupos (n=10/grupo), com
base no tratamento sisttmico com veiculo ou ioimbina (1,0 mg/kg)
realizado logo ap0s a sessdo de treino forte. No entanto, 0s animais s6
passaram pelo Teste B, 28 dias apds o condicionamento, um periodo de
tempo consideravelmente distante do evento estressor. Mesmo na
auséncia da exposicdo prévia ao Contexto A, a generalizacdo do medo
permaneceu evidente nos animais tratados com ioimbina (Tab. 10).

Tabela 10. A generalizacdo do medo ndo depende da exposicdo
prévia ao contexto pareado.

\(/rflzcluol;) I(?nn;?(')r)la Andlise estatistica
(ngé?a'i) 140+18  441+27*  t;3=833; P =0,0000001

Veiculo ou ioimbina (1,0 mg/kg, i.p.) foram administrados logo apds a sesséo
de treino forte do condicionamento contextual. Valores sdo expressos como
média + EPM da porcentagem de congelamento frente ao contexto neutro
(Teste B, 28 dias apds o treino). * indica uma diferenca significativa (P < 0,05)
em relagdo ao grupo controle (teste “t” de Student para grupos independentes).

Por fim, considerando a dindmica temporal envolvida nos
processos de generalizacdo do medo e na intengdo de verificar a
persisténcia dessa caracteristica ao longo do tempo, 20 ratos foram
distribuidos em grupos (n=10/grupo) que receberam veiculo ou ioimbina
(1,0 mg/kg) por via sisttmica imediatamente ap6s a sessdo de treino
forte. Os grupos foram re-expostos ao Contexto A 1, 7, 14, 21 e 28 dias
apos o condicionamento, e ao Contexto B sempre 1 dia apds cada Teste
A.

A ANOVA de medidas repetidas indicou um efeito significativo
do tratamento (Fy 15 = 21,25; P = 0,0002) e da repeti¢do dos testes (F4 7,
= 29,21; P = 0,0000001), bem como uma interacdo desses fatores (Fj 7,
= 19,97; P = 0,0000001). De maneira interessante, apenas 0 grupo
controle apresentou uma reducdo substancial no tempo de congelamento
nos Testes A realizados 21 e 28 dias apds o condicionamento (Fig.
23A). Embora as re-exposic¢Ges ao contexto pareado tenham sido curtas,
é possivel que esse resultado reflita a extingdo da meméria de medo ao
longo dessas exposicOes repetidas. Como os niveis de congelamento
permaneceram inalterados no grupo tratado com ioimbina, esse
resultado pode ser um indicativo de que essa memoria é menos sensivel
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a extingdo. Com relacdo aos Testes B, a ANOVA de medidas repetidas
indicou um efeito significativo do tratamento (Fyi3 = 95,7; P =
0,0000001) e da repeticdo dos testes (F;7, = 14,2; P = 0,0000001)
durante as exposi¢fes ao Contexto B. O grupo tratado com ioimbina
apresentou indices de congelamento maiores que 0 grupo controle
durante todos os Testes B realizados (Fig. 23B). No entanto, ambos 0s
grupos apresentaram um aumento gradual na expressdo de
congelamento durante os Testes B, com diferenca significativa
alcancada 22 ou 29 dias ap6s o condicionamento, condizendo com a
perda da especifidade das memdrias com o passar do tempo
(WILTGEN, SILVA, 2007).
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Figura 23. A generalizagdo do medo persiste por, no minimo, 29 dias.
Veiculo (VEI) ou ioimbina (I0I; 1,0 mg/kg, i.p.) foram administrados logo ap6s
a sessdo de treino forte do condicionamento contextual. A seta indica o
momento do tratamento. Valores sdo expressos como média + EPM da
porcentagem de congelamento frente ao (A) contexto pareado (Teste A) ou (B)
neutro (Teste B) testados sequencialmente a cada 7 dias depois do treino, por 28
dias. * indica uma diferenga significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo
controle no mesmo periodo, * indica uma diferenca significativa em relacéo ao
préprio grupo durante o primeiro teste (ANOVA de medidas repetidas seguida
pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).
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3.4.3 A memoria inapropriada é mais resistente a extingédo

Para verificar se a memoria inapropriada € menos susceptivel a
extingdo, 22 ratos foram alocados em 2 grupos (n=11/grupo) com base
no tratamento sistémico com veiculo ou ioimbina (1,0 mg/kg) realizado
imediatamente ap0s a sessdo de treino forte. O perfil comportamental foi
confirmado com a realizagdo dos Testes A; e Bj, seguido por uma
sessdo de extingdo (15 min) no dia seguinte. A retencdo da meméria de
extingcdo e seus efeitos sobre a generalizacdo do medo foram avaliados
por uma segunda exposicdo aos contextos, denominadas Testes A; e B,.

O grupo tratado com ioimbina apresentou mais congelamento
durante o Teste B; quando comparado ao controle (t, = 26,7; P =
0,00005), com niveis de congelamento comparaveis ao controle durante
0 Teste A; (to = 0,0003; P = 0,98); Fig. 24A). Durante a sessdo de
extingdo, a ANOVA de medidas repetidas indicou um efeito
significativo para os fatores tratamento (Fy = 18,3; P = 0,0003) e
‘blocos de extingdo’ (Fsg = 37,7; P = 0,0000001), bem como uma
interacdo entre esses fatores (F4g0 = 4,2; P = 0,004). Ambos 0s grupos
apresentaram menos congelamento do segundo ao quinto bloco de 3-
min de extin¢do quando comparado ao primeiro, mas a taxa de aquisi¢do
dessa memdria foi significativamente menor no grupo tratado com
ioimbina a partir do terceiro bloco de extingdo (Fig. 24B). Além disso,
animais que receberam ioimbina apresentaram mais congelamento que
o0s controles durante os Testes A, (o = 22,2; P = 0,0001) e B, (ty =
10,05; P = 0,005; Fig. 24C).

Quando os Testes Aj/A, e B,/B, foram comparados (antes/apos a
sessdo de extingdo; Fig. 24A e 24C), a ANOVA de medidas repetidas
demonstrou um efeito significativo para o tratamento (Teste A: Fy0 =
14,5; P = 0,001; Teste B: F; 5= 28,13; P = 0,00003) e reteste (Teste A:
F1,20 = 151,4,97; P = 0,0000001; Teste B: F1’20 =6,86; P = 0,01), bem
como uma interagdo entre esses fatores (Teste A: Fi0 = 24,2; P =
0,00008; Teste B: F1,0 = 4,17; P = 0,05). Apos a sessdo de extingéo,
ambos 0s grupos apresentaram niveis menores de congelamento frente
ao contexto pareado (Teste A,) quando comparados a exposicao nesse
mesmo contexto antes da extingdo (Teste A;). Mesmo assim, a resposta
condicionada sé foi virtualmente “eliminada” no grupo controle, i.e., 0
grupo tratado com ioimbina ndo foi capaz de reter a memdria de
extincdo tdo bem. Também houve uma reducdo do congelamento no
grupo tratado com ioimbina durante o Teste B, quando comparado ao
Teste B;, embora ele tenha permanecido maior que o observado no
grupo controle.
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Figura 24. A memoria inapropriada é mais resistente a extin¢édo. Veiculo
(VEI) ou ioimbina (10I; 1,0 mg/kg, i.p.) foram administrados logo ap6s a sessdo
de treino forte do condicionamento contextual. (A) O comportamento frente aos
contextos pareado (Teste A;) e neutro (Teste B;) foi verificado nos dias
subsequentes. (B) No dia seguinte, 0s animais passaram por uma sessdo de
extingdo (15 min) no contexto A, seguido (C) por novos testes nos contextos
pareado (Teste A,) e neutro (Teste B,) nos dias seguintes. A seta indica o
momento do tratamento. Valores sdo expressos como média + EPM da
porcentagem de congelamento. * indica uma diferenga significativa (P < 0,05)
em relagéo ao grupo controle, # indica uma diferenca significativa em relagéo
ao proprio grupo durante o primeiro bloco da extingdo, + indica uma diferenca
significativa com relagdo ao controle no mesmo respectivo bloco da sessdo de
extin¢do e o indica uma diferenca significativa quando comparado ao respectivo
grupo durante o Teste A; ou B; (ANOVA de medidas repetidas seguida pelo
teste post-hoc de Newman-Keuls ou teste “t” de Student para grupos
independentes).

Como a memoéria facilitada pela ioimbina pode ter sido
superconsolidada, o prejuizo na extingdo pode ser resultado da menor
susceptibilidade de labilizagdo frente a reativacdo induzida pela sesséo
de extincdo, como ja observado em outros estudos (AKIRAV et al.,
2009). Para verificar essa possibilidade, 19 ratos foram alocados em 2
grupos (n=9-10/grupo) com base no tratamento sistémico com veiculo
ou ioimbina (1,0 mg/kg) realizado imediatamente apds a sessdo de
treino forte. O protocolo de extingdo se deu como no caso anterior, mas
ambos 0s grupos receberam D-cicloserina (15 mg/kg), um agonista
parcial de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, 30 min antes da
sessdo de extingéo.
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O grupo tratado com ioimbina apresentou mais congelamento
durante o Teste B; quando comparado ao controle (t;; = 90,7; P =
0,0000001), e congelamento comparavel ao controle durante o Teste A;
(t;7 = 0,002; P = 0,97; Fig. 25A). Durante a sessdo de extingdo, a
ANOVA de medidas repetidas indicou um efeito significativo para o
fator ‘blocos de extingdo’ (F46s = 7,32; P = 0,00006) e uma tendéncia
relacionada ao tratamento (F,;; = 3,7; P = 0,07), bem como uma
interacdo entre esses fatores (F4¢8 = 2,53; P = 0,05). Ambos 0s grupos
apresentaram menos congelamento do segundo ao quinto bloco de 3-
min de extingdo quando comparados ao primeiro, alcancando niveis
similares de extincdo (Fig. 25B). Mesmo que a extingdo tenha sido
facilitada pela D-cicloserina, os animais tratados com ioimbina
continuaram apresentando mais congelamento que o grupo controle
durante os Testes A, (t;; = 31,6; P = 0,00003) e B, (t;;7 = 40,4; P =
0,0001; Fig. 25C).

Quando os Testes A;/A; e B1/B, foram comparados (Fig. 25A e
25C), a ANOVA de medidas repetidas demonstrou um efeito
significativo para o tratamento (Teste A: Fy47,=7,2; P = 0,01; Teste B:
F117 = 120,6; P = 0,0000001) e reteste (Teste A: Fy17 = 295,5; P =
0,0000001; Teste B: F; 37 = 25,1; P = 0,0001), bem como uma interacéo
entre esses fatores (Teste A: F;17 = 18,4; P = 0,0005; Teste B: Fy 47 =
13,1; P = 0,002) tanto para o Contexto A quanto B. Ambos os grupos
apresentaram niveis menores de congelamento frente ao contexto
pareado depois da sessdo de extingdo (Teste Ap) que antes (Teste Ay),
embora, novamente, o grupo tratado com ioimbina ndo tenha sido capaz
de reter a memoria de extingdo tdo bem, mesmo com a administracéo de
D-cicloserina. Também houve uma redugdo significativa do
congelamento no grupo tratado com ioimbina durante o Teste B, quando
comparado ao Teste B;, embora eles tenham se mantido com niveis
maiores que o0s observados no grupo controle. Dessa forma, o
tratamento com D-cicloserina ndo foi capaz de superar a resisténcia a
extincdo da meméria inapropriada, que se manteve menos sensivel a
essa intervencdo comportamental.



105
v

A—A3US— A -—> B — — A — A — B
Fam. Treino Teste A; Teste B; Extingdo Teste A, Teste B,
g (A) g (B) o g (C) i
= VEI - DCS
g %0 ggo 101 - DCS g % [ VEI-DCs
© o ] 3 101-DCS
K & T 60
2 60 < 60 # = o
8 * 8 8
L)
- 30 T30 s34 o O
o o [e]
o a Q.
€ = £
e 0 Teste A {Teste B; = 1° 2° 3° 4° go° e 0 Teste A,Teste B,
R S R

" Blocos de 3-min
Figura 25. A D-cicloserina facilita a extingdo da memoéria, mas néo reverte
a generalizacdo do medo. Veiculo (VEI) ou ioimbina (10I; 1,0 mg/kg, i.p.)
foram administrados logo ap6s a sessdo de treino forte do condicionamento
contextual. (A) O comportamento frente aos contextos pareado (Teste A,) e
neutro (Teste B,) foi verificado nos dias subsequentes. (B) No dia seguinte,
todos os animais receberam uma injecdo de D-cicloserina (15 mg/kg) 30 min
antes da sessdo de extin¢do (15 min) no contexto A, seguido (C) por novos
testes nos contextos pareado (Teste A,) e neutro (Teste B,) nos dias seguintes.
As setas indicam o momento dos tratamentos. Valores sdo expressos como
média + EPM da porcentagem de congelamento. * indica uma diferenga
significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo controle, # indica uma diferenca
significativa em relagdo ao préprio grupo durante o primeiro bloco da exting&o,
o indica uma diferenga significativa quando comparado ao respectivo grupo
durante o Teste A; ou B; (ANOVA de medidas repetidas seguida pelo teste
post-hoc de Newman-Keuls ou teste “t” de Student para grupos independentes).

Por fim, o indice de extingdo foi utilizado para estimar a
eficiéncia da aquisi¢do da extin¢do, de acordo com a redugdo no tempo
de congelamento observado durante os 15 min de exposicdo ao
Contexto A e, por isso, foi calculado e comparado entre os quatro
grupos experimentais dos dois experimentos anteriores. A ANOVA de
duas vias indicou um efeito significativo para o tratamento ap6s o
condicionamento (Fy3; = 27,3; P = 0,0000001) e tratamento antes da
extingdo (F,3; = 44,8; P = 0,0000001). A D-cicloserina, por si sd,
aumentou a eficiéncia da extingdo no grupo pré-tratado com veiculo
(Tab. 11). Embora a ioimbina tenha reduzido a eficicia da extin¢do, a
D-cicloserina conseguiu recuperar esse indice a niveis similares ao do
grupo controle. Dessa forma, embora a D-cicloserina seja capaz de
facilitar a aquisicdo da exting¢do, o grupo tratado com ioimbina parece
ser incapaz de reter essa memoria de maneira adequada, jA que a
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facilitacdo da extingdo nao refletiu em niveis menores de congelamento
nos testes subsequentes.

Tabela 11. A D-cicloserina facilita a aquisicdo da memoria de
extincdo.

Pés-treino Veiculo loimbina
Pré- Veiculo D-cicloserina | Veiculo D-cicloserina
extingao (n=11) (n=9) (n=10) (n=10)
indicede | 0,70+ . 0,48 + u
extingio 0,01 0,85+ 0,02 0,04 0,72 +0,03

Os dados séo referentes a sessdo de extincdo ilustrada nas figuras 27 e 28. O
indice de extincéo foi calculado conforme descrito na metodologia, variando de
0,0 a 1,0, sendo que valores maiores indicam uma maior eficiéncia na aquisicéo
da extingdo. Os dados sdo representados como média £+ EPM. * indica uma
diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo veiculo-veiculo, # indica
uma diferenca significativa em relagdo ao grupo ioimbina-veiculo (ANOVA de
duas vias seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).

3.4.4 A memoria inapropriada é resistente ao efeito antiaversivo do
midazolam

Tradicionalmente, a terapéutica do PTSD se sustenta com 0 uso
de agentes que reduzam as respostas de medo e ansiedade, ndo pondo
um fim na memdria traumatica. A eficiéncia desse tipo de intervengédo
nem sempre alcanca niveis desejados e sdo poucos os farmacos
realmente Gteis (RASKIND, 2009). Mesmo os benzodiazepinicos, que
sdo drogas de primeira escolha para o tratamento de varios transtornos
de ansiedade, ndo apresentam eficacia significativa em pacientes com
PTSD (HAWKINS et al., 2013; ROSEN et al., 2013). Para investigar se
o efeito antiaversivo dessa classe de farmacos estaria reduzido em
animais sujeitos ao protocolo de generalizagdo do medo, 36 ratos foram
alocados em 4 grupos (n=8-10/grupo) de acordo com o pré-tratamento,
realizado imediatamente apds a sessdo de treino forte, com veiculo ou
ioimbina (1,0 mg/kg) e o tratamento realizado no dia seguinte, 30 min
antes da re-exposicao ao Contexto A (sessdo de reativacdo), com veiculo
ou o benzodiazepinico midazolam (0,5 mg/kg).

A ANOVA de duas vias com repeticdo indicou um efeito
significativo para os fatores pré-tratamento (Fy3, = 6,36; P = 0,01),
tratamento (Fy 3, =7,12; P = 0,01) e re-exposi¢do ao Contexto A (Fy 3, =
8,57; P = 0,006), bem como uma interacéo entre todos os fatores (F; 3, =
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9,34; P = 0,004) frente ao contexto pareado. O midazolam reduziu o
tempo de congelamento no grupo pré-tratado com veiculo durante a
sessdo de reativagdo da memédria (Fig. 26), confirmando o seu efeito
antiaversivo. Animais tratados com ioimbina, no entanto, se mostraram
resistentes a acdo dessa mesma dose de midazolam. Todos 0s grupos
mantiveram 0s mesmos niveis de congelamento durante o Teste A,
indicando que o efeito do benzodiazepinico ndo teve qualquer efeito
duradouro sobre a memoria de medo. A ANOVA de duas vias indicou
um efeito significativo quanto ao fator pré-tratamento durante o Teste B
(F132 = 67,6; P = 0,0000001), sendo que a generalizagdo do medo foi
mantida nos grupos pré-tratados com ioimbina, independente da
administragdo prévia do midazolam.
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Figura 26. A memdria inapropriada torna os animais resistentes ao efeito
antiaversivo do midazolam. Veiculo (VEI) ou icimbina (101; 1,0 mg/kg, i.p.)
foram administrados logo ap6s a sessdo de treino forte do condicionamento
contextual. No dia seguinte, os animais receberam uma inje¢do de veiculo ou
midazolam (MDZ; 0,5 mg/kg, i.p.) 30 min antes da sessdo de
evocagao/reativagdo da memoria no contexto A. Os Testes A e B aconteceram
nos dias seguintes. As setas indicam o momento dos tratamentos. Valores sdo
expressos como média + EPM da porcentagem de congelamento frente ao
contexto pareado (Reativacdo, Teste A) ou neutro (Teste B). * indica uma
diferenca significativa (P < 0,05) em relacdo ao grupo controle (ANOVA de
duas vias com ou sem repeti¢cdo seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).

345 A memdria trauméatica induzida pela hiperativagéo
noradrenérgica é menos susceptivel a labilizacao

Para investigar se a memdria de medo superconsolidada seria
resistente aos efeitos amnésticos visando prejudicar a etapa de
reconsolidacdo, 58 animais foram distribuidos em 6 grupos (n=9-
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10/grupo), com base no tratamento sistémico realizado imediatamente
apos a sessdo de treino forte com veiculo ou ioimbina (1,0 mg/kg) e o
tratamento realizado imediatamente ap6s a sessdo de reativacdo da
meméria no dia seguinte, com veiculo, o agonista de receptores ay-
adrenérgicos clonidina (0,3 mg/kg) ou o fitocanabinoide canabidiol (10
mg/kg).

A ANOVA de medidas repetidas mostrou um efeito significativo
do pré-tratamento (Fys, = 34,8; P = 0,0000001), tratamento (F,s, =
11,2; P = 0,00009) e re-exposi¢des ao Contexto A (Fys, = 113,6; P =
0,0000001), além de uma interacéo entre todos os fatores (F,s, = 24,4; P
= 0,0000001). Embora nenhuma diferenca tenha sido observada durante
a sessdo de reativacdo, tanto o canabidiol quanto a clonidina reduziram o
tempo de congelamento durante o Teste A nos animais pré-tratados com
veiculo (Fig. 27), indicando um prejuizo na reconsolidagdo. Esse efeito,
contudo, ndo foi evidente nos animais que receberam ioimbina
previamente. No Teste B, a ANOVA de duas vias indicou um efeito
significativo do pré-tratamento (Fys, = 235,2,2; P = 0,0000001), sendo
gue todos os animais que receberam ioimbina congelaram mais que 0s
controles, indicando generalizacio do medo, independente do
tratamento com os agentes amnésticos.

A resisténcia ao efeito amnéstico pode indicar de que essa
meméria superconsolidada ndo seria facilmente labilizada frente & sua
reativacdo, como observado nas memarias mais proximas do perfil do
PTSD (SOETER, KINDT, 2013). Como a D-cicloserina favorece a
desestabilizacdo de memdrias mais intensas (BUSTOS et al., 2010),
esse agente poderia resgatar o efeito amnéstico das demais drogas nas
condi¢Bes adotadas. Entdo, antes de verificar essa possibilidade, foi
necessario demonstrar que a dose adotada dessa droga ndo seria capaz
de interferir na expressdo durante a sessdo de reativacdo. Além disso,
como essa mesma dose facilitou a aquisicdo da extincdo frente a uma
evocacdo prolongada, foi preciso verificar se esse mesmo efeito seria
evidente frente a um protocolo mais curto de reativacdo (3 min). Para
isso, 18 animais foram alocados em 2 grupos (n=9/grupo) que
receberam o tratamento sisttmico com veiculo ou D-cicloserina (15
mg/kg) 30 min antes da reativacdo. A D-cicloserina ndo causou
nenhuma alteracdo na dose utilizada (Tab. 12).
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Figura 27. A memdria inapropriada é resistente ao efeito de agentes
amnésticos sobre a reconsolidacdo. Veiculo (VEI) ou ioimbina (I1OI; 1,0
mg/kg, i.p.) foram administrados logo ap6s a sessdo de treino forte do
condicionamento contextual. No dia seguinte, imediatamente apds a reativagdo
da memoria de medo, os animais receberam uma injecéo de veiculo, clonidina
(CLO; 0,3 mg/kg, i.p.) ou canabidiol (CBD; 10 mg/kg, i.p.). As setas indicam o0
momento dos tratamentos. Valores sdo expressos como média + EPM da
porcentagem de congelamento frente ao contexto pareado (Reativacdo, Teste A)
ou neutro (Teste B). * indica uma diferenga significativa (P < 0,05) em relacéo
ao grupo controle (ANOVA de duas vias com ou sem repeticdo seguida pelo
teste post-hoc de Newman-Keuls).

Tabela 12. A D-cicloserina ndo apresenta efeito per se sobre a
meméria de medo contextual.

V&'E;;o D—C|(crllc;sge)r|na Andlise estatistica

Reativacdo  71,2+3,.2 70,5+3,0 t;=0,02; P=10,89
Teste A 735+24 749+20 t;=0,19; P =0,67
Teste B 16,3+1,8 176 +1,1 t;5=0,38; P =0,54

Veiculo ou D-cicloserina (15 mg/kg, i.p.) foram administrados 30 min antes da
sessdo de reativagdo da memoria de medo contextual. Valores sdo expressos
como média £+ EPM da porcentagem de congelamento frente ao contexto
pareado (Reativagdo, Teste A) ou neutro (Teste B). * indica uma diferenca
significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo controle (teste “t” de Student para
grupos independentes).

Para investigar se a maior resisténcia a labilizacdo justificaria a
auséncia de efeitos amnésticos observados nos animais tratados com
ioimbina, 51 ratos foram distribuidos em 6 grupos (n=7-9/grupo), com
base no tratamento realizado imediatamente apds a sessao de treino forte
com veiculo ou ioimbina (1,0 mg/kg) e o tratamento realizado
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imediatamente apds uma breve sessdo de reativacdo da memoria no dia
seguinte, com veiculo, clonidina (0,3 mg/kg) ou canabidiol (10 mg/kg).
Nesse caso, todos os grupos receberam D-cicloserina (15 mg/kg) 30 min
antes da sessdo de reativacdo da memoria.

A ANOVA de medidas repetidas mostrou um efeito significativo
do tratamento ap6s a reativacdo (F,4s = 14,9; P = 0,00001) e re-
exposicdes ao Contexto A (Fy 45 = 152,8; P = 0,0000001), além de uma
interacdo entre esses fatores (F,45 = 49,9; P = 0,0000001) durante as
exposicdes ao Contexto A. Embora nenhuma diferenca tenha sido
observada durante a sessdo de reativacdo, a clonidina e o canabidiol
reduziram o tempo de congelamento em todos os grupos tratados
durante o Teste A (Fig. 28), indicando um prejuizo na reconsolidacéo,
mesmo na memoria disfuncional induzida pela ioimbina. Com relagdo
Teste B, a ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo do pré-
tratamento (Fy45 = 18,1; P = 0,0001) e tratamento (Fy45 = 11,04; P =
0,0001), bem como uma interagdo entre esses fatores (F,45 = 10,3; P =
0,0002). Nesse caso, o efeito amnéstico da clonidina ou canabidiol sobre
a reconsolidacdo também reverteu a generalizagdo do medo induzida
pela ioimbina.
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Figura 28. A D-cicloserina torna a memoria inapropriada sensivel ao efeito
amnéstico de drogas sobre a reconsolidacdo. Veiculo (VEI) ou ioimbina (IO,
1,0 mg/kg, i.p.) foram administrados logo apds a sesséo de treino forte. No dia
seguinte, todos os animais receberam uma injecdo de D-cicloserina (DCS; 15
mg/kg, i.p.) 30 min antes da sessdo de reativacdo. Imediatamente ap0s, 0s
animais receberam uma inje¢do de veiculo, clonidina (CLO; 0,3 mg/kg, i.p.) ou
canabidiol (CBD; 10 mg/kg, i.p.). As setas indicam o momento dos tratamentos.
Valores sdo expressos como média £ EPM da porcentagem de congelamento
frente ao contexto pareado (Reativacdo, Teste A) ou neutro (Teste B). * indica
uma diferenga significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo controle (ANOVA
de duas vias com ou sem repeticdo seguida pelo teste post-hoc de Newman-
Keuls).
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3.4.6 O recrutamento central de receptores p-adrenérgicos sustenta
a superconsolidacdo da memoria

Para investigar a contribuicdo relativa de receptores -
adrenérgicos centrais ou periféricos na generalizagdo do medo, 53
animais foram alocados em seis grupos (n=8-10/grupo) com base no
pré-tratamento realizado imediatamente apds a sessdo de treino forte,
com veiculo, e o0s antagonistas nado-seletivos de receptores [-
adrenérgicos propranolol (10 mg/kg) ou nadolol (10 mg/kg). Os grupos
receberam um segundo tratamento, 10 min depois, com veiculo ou
ioimbina (1,0 mg/kg).

A ANOVA de duas vias demonstrou um efeito do pré-tratamento
(Fp47 = 4,42; P = 0,01), tratamento (Fy47 = 32,4; P = 0,000001) e uma
interacdo entre esses fatores (F, 47 = 12,65; P = 0,00004) durante o Teste
B. Animais que receberam ioimbina apresentaram niveis altos de
congelamento durante o Teste B (Fig. 29), e apenas o pré-tratamento
com o propranolol preveniu a generalizacdo de medo, confirmando o
recrutamento de receptores B-adrenérgicos presentes no sistema nervoso
central para a indugdo desse efeito. Todos 0s grupos apresentaram niveis
semelhantes de congelamento durante o Teste A (pré-tratamento: Fp 47 =
0,26; P = 0,77; tratamento: F; 47 = 0,08; P = 0,77).
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Figura 29. A ativacido de receptores f-adrenérgicos centrais levam a
formacéo da memodria inapropriada. Veiculo (VEI), propranolol (PROP; 10
mg/kg) ou nadolol (NAD; 10 mg/kg) foram administrados por via sistémica
(i.p.) logo apds a sessdo de treino forte do condicionamento contextual, seguida,
10 min apo6s, por uma injecdo de veiculo ou ioimbina (101; 1,0 mg/kg, i.p.). As
setas indicam o momento dos tratamentos. Valores sdo expressos como média £
EPM da porcentagem de congelamento frente ao contexto pareado (Teste A) ou
neutro (Teste B). * indica uma diferenca significativa (P < 0,05) em relacéo ao
grupo controle, # indica uma diferenca significativa em relagdo ao grupo VEI-
101 (ANOVA de duas vias seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).
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3.4.7 A memoria inapropriada induz aumentos na pressao arterial

Além da generalizagdo do medo, pacientes com PTSD
frequentemente apresentam um indice alto de comorbidades
cardiovasculares, sendo a hipertensdo a mais comum (MELLMAN et
al., 2009; PAULUS, ARGO, EGGE, 2013). Para investigar os reflexos
do protocolo de generalizagdo sobre respostas cardiovasculares, 28 ratos
foram alocados em 3 grupos (n=9-10/grupo), com base no tratamento
sistémico e momento em que ele foi realizado (veiculo ou ioimbina logo
apos o treino forte ou ioimbina 6 h ap6s o treino forte). Ao fim do
experimento comportamental, a pressao sistolica foi avaliada.

A ANOVA de uma via demonstrou um efeito significativo
durante o Teste B (F,25 = 24,6; P = 0,0000001), mas ndo durante o
Teste A (F,25 = 0,43; P = 0,65). Apenas o grupo que recebeu ioimbina
imediatamente ap0s a sessdo de treino apresentou o perfil de
generalizagdo de medo (Fig. 30A), como j& caracterizado anteriormente.
A ANOVA de uma via indicou um efeito significativo para a pressao
sistélica (F,5 = 34,9; P = 0,0000001), sendo observado um aumento
significativo nessa medida apenas no grupo que apresentou
generalizacdo do medo (Fig. 30B).
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Figura 30. A generalizagdo do medo acompanha aumentos na pressdo
sistolica. Veiculo (VEI) ou ioimbina (101; 1,0 mg/kg, i.p.) foram administrados
logo apo6s a sessdo de treino forte do condicionamento contextual (0 h) ou 6 h
apés. As setas indicam o momento do tratamento. Valores sdo expressos como
média + EPM da (A) porcentagem de congelamento frente ao contexto pareado
(Teste A) ou neutro (Teste B) ou (B) média dos valores de pressdo sistdlica
(mmHg) de cada individuo. * indica uma diferenca significativa (P < 0,05) em
relacdo ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de
Newman-Keuls).
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3.4.8 A memoria de medo inapropriada leva a sensibilizagéo

A sensibilizacio das respostas defensivas é outra caracteristica
observada em pacientes com PTSD, que apresentam reacGes mais
acentuadas de medo e ansiedade (DYKMAN, ACKERMAN,
NEWTON, 1997; ANISMAN, 2011). Para avaliar a ocorréncia de
sensibilizagdo, 24 ratos foram alocados em 2 grupos (n=12/grupo) com
base no tratamento sisttmico com veiculo ou ioimbina (1,0 mg/kg)
realizado imediatamente apds o treino forte. Trés dias apds o Teste B, 0s
animais foram submetidos ao LCE para avaliagdo das respostas
defensivas. Um grupo naive (n=10), ndo submetido ao protocolo de
condicionamento de medo ou tratamentos, também foi submetido ao
teste como controle geral.

De acordo aos resultados prévios, a ioimbina induziu um perfil
claro de generalizagdo do medo (Tab. 13). No LCE, a ANOVA de uma
via indicou um efeito significativo para %TBA (F,3. = 4,7; P = 0,017),
%EBA (F,3;=4,01; P =0,03) e PAR (F,3;=5,17; P = 0,011), havendo
uma reducdo significativa na %TBA (Fig. 31A) e %EBA (Fig. 31B),
acompanhada por um aumento nas PAR (Fig. 31C) no grupo tratado
com ioimbina, caracterizando um perfil “mais ansioso”, com
sensibilizacdo das respostas defensivas. Adicionalmente, nenhuma
alteracédo foi observada quanto as EBF (F;3; = 1,9; P = 0,16), indicando
auséncia de alteracdo na atividade exploratéria geral (Fig. 31D).

Tabela 13. A generalizacdo do medo é consequéncia da
potencializa¢do noradrenérgica durante a consolidacdo da memoria.

Veiculo loimbina - L
(n=12) (n=12) Analise estatistica
Teste A 719+34 75,4+ 3.4 t,,=0,53; P =0,47

Teste B 116+14 42,9 +52* ty = 33,4; P = 0,00001

Veiculo ou ioimbina (1,0 mg/kg, i.p.) foram administrados logo apds a sessdo
de treino forte do condicionamento contextual. Valores sdo expressos como
média + EPM da porcentagem de congelamento frente ao contexto pareado
(Teste A) ou neutro (Teste B). * indica uma diferenca significativa (P < 0,05)
em relagdo ao grupo controle (teste “t” de Student para grupos independentes).
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Figura 31. A memoéria inapropriada acompanha sensibilizacdo das
respostas defensivas. Veiculo (VEI) ou iocimbina (I10I; 1,0 mg/kg, i.p.) foram
administrados logo ap6s a sessdo de treino forte do condicionamento contextual.
Um grupo adicional de animais naive foi utilizado como controle. A seta indica
0 momento do tratamento. Valores sdo expressos como média + EPM da (A)
porcentagem de tempo nos bracos abertos (%TBA), (B) porcentagem de
entradas nos bragos abertos (YEBA), (C) nimero de posturas de avaliagdo de
risco (PAR) e (B) numero de entradas nos bragos fechados (EBF). * indica uma
diferenca significativa (P < 0,05) em relacdo aos grupos controles (ANOVA de
uma via seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).
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3.5 DISCUSSAO

A ioimbina causou uma incapacidade em restringir as respostas
defensivas ao contexto pareado somente quando administrada em
momentos préximos a aquisicdo da meméria de medo. Isso confirma
gue a generalizacdo do medo resulta da hiperativacdo adrenérgica
durante o processo de consolidacdo, permitindo que a memdria seja
potencializada de maneira exagerada, ou superconsolidada, como o
mecanismo proposto para a génese da memoria traumatica do PTSD
(PITMAN, 1989). Com o uso do treino forte, todos os grupos
apresentaram um perfil de congelamento alto e similar frente ao
contexto pareado, supostamente por atingir um nivel maximo de
expressao desse comportamento. Concordando com isso, 0 uso de 3 ou 5
choques na sessdo de treino induzem niveis comparaveis de
congelamento durante o Teste A, confirmando que o nivel maximo
dessa resposta comportamental foi atingido. De maneira geral, o
requisito de atingir niveis maximos de congelamento frente ao contexto
pareado reforca a teoria assintdtica da generalizacdo do medo, proposta
anteriormente.

A resposta generalizada de medo ¢ duradoura, sendo mantida por,
pelo menos, um més. Esse resultado indica que a memoria de medo
disfuncional gerada em condi¢des de hiperativagdo adrenérgica persiste
ao longo do tempo, acompanhada de outras alteragbes comportamentais,
como acontece no PTSD (PITMAN, 1989; ELZINGA, BREMNER,
2002; ZOLADZ, DIAMOND, 2013). De maneira importante, essa
resposta de generalizagdo do medo ndo é um simples reflexo ou
sensibilizacdo causada pela exposicdo prévia ao contexto pareado, uma
vez que é mantida por 28 dias mesmo omitindo exposi¢Ges subsequentes
ao contexto condicionado. Como a persisténcia da memoria traumatica é
relevante para a manutencdo do PTSD, estudos translacionais visando a
reversao desse perfil poderiam fornecer alternativas interessantes para o
tratamento desse transtorno. A caracterizacdo dessa resposta exacerbada
de longa duracdo oferece o respaldo necessario para assegurar que a
meméria estudada apresenta caracteristicas comuns aos aspectos
inapropriados das memorias traumaticas relacionadas a alguns
transtornos psiquidtricos. Obviamente, a maioria dos estudos acaba
visando a reversdo da generalizacdo do medo a curto prazo, ja que a
manutencdo de animais para testes em memorias remotas requer
cuidados e investimentos adicionais.

Frente a um protocolo proprio de extingdo da memoria de medo,
animais tratados com ioimbina apresentaram uma menor taxa de
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extingdo que o grupo controle, mantendo uma expressdo maior de
comportamentos defensivos frente ao contexto pareado e o perfil de
generalizagdo do medo, um resultado que concorda com o observado em
humanos sadios tratados com ioimbina (SOETER, KINDT, 2012).
Embora a extincdo seja o principio da terapia de exposi¢do para o
tratamento de pacientes com PTSD (DASKALAKIS, YEHUDA,
DIAMOND, 2013; FITZGERALD, SEEMANN, MAREN, 2014,
HOFMANN, FANG, GUTNER, 2014; MCGUIRE, LEWIN, STORCH,
2014; MILAD, ROSENBAUM, SIMON, 2014), a meméria traumética
nesses pacientes parece ser refrataria a essa intervencdo (MILAD et al.,
2009; CAIN, MAYNARD, KEHNE, 2012), limitando o seu uso na
clinica. Como a memoria traumatica é formada de maneira exagerada
em pacientes com PTSD, é possivel que a meméria de extingdo — com
fungdo de suprimir a expressdo da memoria original — tenha uma
relevancia e retencdo muito menor, sendo facilmente superada pela
meméria traumatica (QUIRK, MUELLER, 2008; ORSINI, MAREN,
2012).

Na tentativa de contornar essa limitagdo, alguns tratamentos
adjuvantes sdo sugeridos como potenciais facilitadores do processo de
extingdo (DUNLOP, MANSSON, GERARDI, 2012; FITZGERALD,
SEEMANN, MAREN, 2014; HOFMANN, FANG, GUTNER, 2014).
Entre eles, grande destaque é dado para a D-cicloserina, que facilita a
extincdo da memoéria sem causar maiores efeitos secundarios
(RICHARDSON, LEDGERWOOD, CRANNEY, 2004; VERVLIET,
2008; HOFMANN, WU, BOETTCHER, 2013), motivo pela qual ela é
amplamente testada em humanos (KLUMPERS et al., 2012; SMITS et
al., 2013; DIFEDE et al., 2014; RODRIGUES et al., 2014
ROTHBAUM et al., 2014). No protocolo adotado, a D-cicloserina
aumentou a taxa de aquisicdo da extincdo a niveis similares ao
observado no grupo controle. Contudo, a retencdo dessa meméria ndo
aconteceu de maneira satisfatoria, ja que o grupo tratado com iocimbina
permaneceu expressando respostas defensivas robustas frente aos
contextos pareado e neutro, mesmo apos receber D-cicloserina. Dessa
forma, o uso de uma droga capaz de facilitar a labilizacdo e
potencializar a extin¢do nao foi eficaz em atenuar a meméria de medo e
resposta generalizada inapropriada de maneira suficiente. Embora esse
resultado seja desestimulante, limitando o uso de intervengdes na
extincdo como uma alternativa na clinica, ele sustenta a premissa de que
a memoria modelada nas condi¢des adotadas € de magnitude
consideravel, apresentando caracteristicas claras de uma memdria
patolégica. Além disso, também é possivel que esse protocolo seja Util
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para a triagem de novos agentes que possam facilitar a extingdo e
superar essa limitacdo, ou até mesmo na elucidacdo de estruturas
encefalicas envolvidas na resisténcia a extingéo.

Além da extingdo, outras medidas visam atenuar a expressao das
respostas de medo no PTSD, como o uso de drogas com efeito
antiaversivo, sendo que a sertralina e paroxetina — antidepressivos que
agem inibindo seletivamente a captacdo de serotonina — sdo 0S
principais agentes utilizados (BRADY et al., 2000; MARSHALL et al.,
2001). Embora alguns estudos indiqguem um efeito potencial do
alprazolam, um benzodiazepinico de alta poténcia, essa classe de
farmaco apresenta pouca eficacia no PTSD (BRAUN et al., 1990). A
maioria dos pacientes € resistente aos efeitos antiaversivos dos
benzodiazepinicos, podendo até mesmo apresentar uma piora no quadro
clinico (HAWKINS et al., 2013; ROSEN et al., 2013). Concordando
com essa premissa, as respostas defensivas expressas frente & evocagdo
da memoéria de medo inapropriada foram insensiveis ao efeito
antiaversivo do midazolam. Em doses mais altas, essa droga pode
prejudicar a reconsolidacao, atenuando a memaria de maneira duradoura
(BUSTOS, MALDONADO, MOLINA, 2006; STERN et al., 2012). No
nosso caso, a resposta defensiva frente ao contexto pareado foi idéntica
nos dias seguintes ao tratamento com midazolam, indicando que a
memoria traumatica permaneceu intacta, até porque a dose utilizada foi
trés vezes menor que a necessaria para induzir efeitos amnésticos (0,5
vs. 1,5 mg/kg). Como os benzodiazepinicos parecem inefetivos no
controle de sintomas do PTSD (DAVIDSON, 2004), o protocolo
adotado foi, mais uma vez, capaz de mimetizar caracteristicas
relacionadas e esse transtorno psiquiatrico. Além disso, mesmo que 0s
agentes antiaversivos representem grande parte do arsenal terapéutico
atual, o uso dessas drogas tem utilidade meramente paliativa, ja que a
modulacdo da resposta defensiva aconteceria sem atenuar a memdria
traumatica responsavel pelo desenvolvimento e manutencdo do PTSD
(CORLETT, TAYLOR, 2013; PARSONS, RESSLER, 2013).

Enquanto a extingdo tem um carater temporario, sujeito a
recuperagao espontanea e reinstalagdo (QUIRK, MUELLER, 2008;
MAREN, PHAN, LIBERZON, 2013), interferéncias que afetam a
reconsolidacdo da memoria geralmente produzem efeitos permanentes,
por modulagdo direta sobre a memoria de medo original (ALBERINI,
2011). Por exemplo, o efeito amnéstico da clonidina e canabidiol sobre a
reconsolidacdo da memoria de medo condicionado é de longa duracédo
em roedores (GAMACHE, PITMAN, NADER, 2012; STERN et al.,
2012). No entanto, a memoria superconsolidada ndo foi prejudicada
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pelas doses amnésticas desses mesmos agentes. Uma possivel
explicacdo para isso é que a memoria de medo inapropriada pode ser
menos susceptivel a labilizacdo, que é necessaria para desencadear o
processo de reconsolidagdo. Sustentando essa premissa, a administragdo
de D-cicloserina antes da sessdo de reativacdo permitiu o efeito da
clonidina e canabidiol sobre a reconsolida¢do, com atenuacdo do medo
condicionado e generalizado. Em outros estudos, a D-cicloserina
também facilitou a labilizacdo de uma memoéria aversiva de alta
intensidade (BUSTOS et al., 2010), reforcando o seu potencial como
adjuvante terapéutico. A menor susceptibilidade das memérias
inapropriadas ao efeito amnéstico de drogas pode, a0 menos em parte,
explicar os resultados discrepantes apontados por diversos estudos que
buscam agentes que prejudiqguem a reconsolidagdo de memorias de
medo (PITMAN et al., 2002; VAIVA et al., 2003; STEIN et al., 2007;
MURAVIEVA, ALBERINI, 2010; DEBIEC, BUSH, LEDOUX, 2011;
HOGE et al., 2012; SOETER, KINDT, 2012; 2013). Diferencas nos
protocolos (e.g., procedimento de treino adotado) utilizados em cada um
desses casos poderiam justificar as divergéncias observadas entre um
estudo e outro, ja que a magnitude da memédria modelada ndo
necessariamente seria a mesma. Talvez por conta disso, mesmo que
muitos estudos pré-clinicos apresentem resultados promissores, poucos
deles sdo transpostos para a clinica, quando o desafio é modular uma
meméria traumatica. Os resultados apresentados também destacam dois
aspectos: primeiro, a expressao generalizada do medo — e provavelmente
as demais consequéncias associadas & memoria disfuncional — pode ser
atenuada pela associacdo de intervengbes farmacol6gicas que
possibilitem o prejuizo da reconsolidagdo, reiterando o interesse nessa
etapa da memaria como potencial alvo terapéutico. A segunda questio €
gue o mecanismo de acdo da droga capaz de prejudicar a reconsolidacéo
da meméria ndo parece apresentar uma relacdo direta com 0 mecanismo
neuroquimico responsavel por induzir a sua superconsolidacdo, ja que
tanto a clonidina quanto o canabidiol foram igualmente efetivos.

Mesmo que a D-cicloserina tenha permitido o efeito de agentes
amnésticos durante a reconsolidacdo da memoéria de medo, ela foi
incapaz, por si sd, de potencializar a extingdo de maneira eficiente. Uma
possibilidade para justificar esses resultados é que os efeitos da D-
cicloserina sobre a reconsolidagdo e extingdo podem envolver
mecanismos distintos ou, ao menos, atuar sobre etapas diferentes desses
processos (PITMAN, 2011). Embora a desestabilizacdo da memoria seja
necessaria para desencadear a reconsolidacdo, ela parece ndo ser um
requisito suficiente para a indugdo da extingdo; ao contrério disso, a
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interrupcdo da etapa de labilizacdo parece mesmo ser um dos fatores que
direcionariam a memoria a extingdo (MERLO et al., 2014). Talvez por
esse motivo a D-cicloserina tenha sido incapaz de facilitar a extin¢do ao
ponto de suprimir a memoria de medo generalizada eficientemente. Uma
interpretacdo alternativa € a de que a natureza temporaria e mais "fragil"
da memoria de extingdo a tornaria menos eficaz em suprimir memérias
de medo de magnitudes maiores, mesmo com a administracdo de D-
cicloserina. Essa limitacdo do processo de extingdo é geralmente
considerada quando se busca aliviar memarias traumaticas (BOUTON,
2014). Por fim, a mesma dose de D-cicloserina adotada nesse trabalho
potencializou a reconsolidagcdo de uma memoéria de medo associada ao
som em ratos (LEE, MILTON, EVERITT, 2006), uma divergéncia que
provavelmente se justifica pela particularidade desse estudo ser
conduzido com um protocolo que induz niveis baixos de congelamento
frente ao estimulo condicionado (~ 40%), uma condi¢do que oferece
uma janela mais ampla para a potencializagdo da memoria.

O antagonismo de receptores B-adrenérgicos centrais impediu a
generalizagdo do medo induzida pela hiperativacdo noradrenérgica,
resultado que é consistente com o observado em humanos saudaveis
(SOETER, KINDT, 2012). Em oposicdo a esse resultado, a eficacia
limitada do propranolol em prevenir o desenvolvimento do PTSD em
humanos, quando administrada apds o evento traumético, foi
demonstrada em alguns estudos (PITMAN et al., 2002; STEIN et al.,
2007; COHEN et al., 2011; HOGE et al., 2012). Nesse caso, talvez o
intervalo de longo tempo entre o trauma e a administra¢do da droga (> 6
h depois) seja 0 maior responsavel pela divergéncia apontada. Outros
trabalhos indicam que o propranolol é capaz de atenuar as respostas de
medo em humanos quando administrado mais préximo ao evento
aversivo (BHUVANESWAR et al., 2014). O papel dos receptores -
adrenérgicos na formacdo das memdrias emocionais normais € bem
estabelecido, parecendo haver pouca participacdo desses receptores
localizados perifericamente em roedores (ROBINSON, FRANKLIN,
2007; EBRAHIMI et al., 2010) ou humanos (VAN STEGEREN et al.,
1998). Contudo, como poucos desses trabalhos focam no estudo de
memorias inapropriadas, os mesmos tem pouca relagdo com o0s
resultados apresentados aqui.

Uma das vantagens do protocolo proposto é a avaliagdo, de uma
maneira mais isolada, da participagdo de uma via de transmissédo na
inducdo de memorias inapropriadas. Embora algumas das caracteristicas
modeladas sejam observadas com a associagdo de eventos estressantes a
protocolos de condicionamento de medo (MACKENZIE et al., 2010;
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OLSON et al., 2011; SAUERHOFER et al., 2012), esses estimulos
recrutam vérias vias relacionadas ao controle do estresse, o que dificulta
a caracterizacdo das consequéncias induzidas por cada uma delas,
isoladamente. Mesmo que o sistema noradrenérgico seja classicamente
envolvido com o processamento das memorias aversivas, os resultados
aqui apresentados expandem o entendimento da modulagdo dessa via de
transmissdo na formacdo de memorias inapropriadas. Como 0s
receptores [B-adrenérgicos sdo expressos em regides encefélicas
relacionadas & consolidagdo da memoria, como o hipocampo (Jl,
WANG, LI, 2003), a amigdala (LALUMIERE, BUEN, MCGAUGH,
2003) e a porcdo medial do cortex pré-frontal (TRONEL, FEENSTRA,
SARA, 2004), essas poderiam ser regides potenciais para a ativacdo
desses receptores e inducdo da memdria disfuncional frente a
hiperativacdo noradrenérgica. Coincidentemente, essas estruturas
cerebrais interconectadas apresentam-se funcionalmente afetadas em
pacientes com PTSD (PITMAN et al., 2012; PARSONS, RESSLER,
2013; ZOLADZ, DIAMOND, 2013), o que poderia contribuir para a
formacdo e manutencdo de uma memodria aversiva aberrante e
persistente. No entanto, a contribuicdo dessas estruturas para a indugdo
da generalizagcdo do medo permanece em investigagdo. Alguns estudos
tém atribuido essa caracteristica inapropriada a prejuizos na habilidade
de separagdo de padrdes que, por sua vez, parece depender da
neurogénese hipocampal (KHEIRBEK et al., 2012). Além disso, tanto a
porcao medial do cortex pré-frontal como o hipocampo foram apontados
como componentes cruciais de um circuito neural relacionado a
especificidade da memoria e a generalizagdo (XU, SUDHOF, 2013).
Com base nesses dados, fica claro que um proximo passo seria
investigar se a estimulagdo de receptores B-adrenérgicos presentes no
hipocampo — ou no circuito neural em que ele faz parte — poderia induzir
a superconsolidacdo da memoria e sustentar a generalizacdo do medo.
Além da generalizagdo do medo, a hiperativacdo noradrenérgica
gue acontece durante a consolidacdo da memoria resultou em um
aumento na pressdo arterial. O controle noradrenérgico central da
pressdo arterial é descrito em roedores (KUBO, MISU, 1981,
CRESTANI et al., 2008; SCOPINHO et al., 2012), mas a possibilidade
de haver alteragdes a longo prazo induzidas por modulacdo direta dessa
via é pouco explorada. Embora a ioimbina cause alteracdes
cardiovasculares de maneira direta (SOETER, KINDT, 2012), a
administracdo dessa droga fora da janela de consolidacdo da memoria de
medo — e 6 h mais préxima do momento em que houve a mensuragdo da
pressdo sistolica — ndo resultou em aumentos significativos nesse
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parametro, confirmando que o aumento na pressao parece estrar atrelado
a formacdo de uma memdria disfuncional. Respostas de generalizacédo e
sensibilizagdo  locomotora  induzidas por outros  protocolos
comportamentais sdo acompanhadas de aumento na pressdo arterial
(BRUIJNZEEL et al.,, 2001; ZOLADZ, FLESHNER, DIAMOND,
2013), supostamente associadas a formacdo da memoria traumatica por
si sO, indicando a relevancia desse parametro no modelamento de
memorias disfuncionais. De maneira importante, a magnitude das
respostas de generalizacdo do medo parecem se relacionar diretamente
com alteracdes cardiovasculares em pacientes com PTSD (EHLERS et
al., 2010). De fato, além da gama de alteracbes comportamentais, o
PTSD também é acompanhado de distarbios funcionais em outros
sistemas, sendo até mesmo considerado um elo entre transtornos
psiquiatricos e cardiovasculares (KIBLER, 2009; COUGHLIN, 2011).
Embora a hipertensdo seja uma das comorbidades mais frequentes
nesses pacientes (MELLMAN et al., 2009; PAULUS, ARGO, EGGE,
2013), ndo existe uma relacdo causal e consequéncia descrita entre essas
alteragdes cardiovasculares e a memoria traumatica. Ao menos no
protocolo proposto, fica claro que existe uma relacdo direta entre a
formacdo da memoria disfuncional e a inducdo de alteracGes
cardiovasculares agudas.

A sensibilizacdo do medo também foi uma consequéncia do
protocolo utilizado, observada pelo aumento da esquiva inibitoria no
LCE no grupo tratado com ioimbina. Essa caracteristica também ¢
observada em outros protocolos que supostamente induzem a formagéo
de uma memdria traumatica com o uso de estimulos aversivos de alta
intensidade/relevancia, como a exposicdo ou confronto com o predador
(ADAMEC, HEBERT, BLUNDELL, 2011; CAMPOS et al., 2013a;
2013b). De maneira interessante, a sensibilizacdo parece ser uma
consequéncia comportamental diretamente relacionada a formacdo de
uma memdria traumatica (ADAMEC et al., 2006), havendo a
participacdo crucial das vias noradrenérgicas para 0 Seu surgimento
(ADAMEC et al., 2007; OLSON et al., 2011; CORLEY, CARUSO,
TAKAHASHI, 2012). Mesmo que a sensibilizacdo seja uma das
caracteristicas observadas no PTSD (DYKMAN, ACKERMAN,
NEWTON, 1997; ANISMAN, 2011), outros transtornos de ansiedade
compartilham desse sintoma, como a ansiedade generalizada e o
transtorno do péanico (ROSEN, SCHULKIN, 1998; UYS et al., 2003).
Por isso, a utilizacdo da sensibilizagdo como parametro util na
caracterizacdo de um modelo experimental para uma memoéria
traumatica tipo-PTSD acaba tendo pouco destaque quando comparada as
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caracteristicas mais evidentes e restritas desse transtorno, como a
generalizacdo do medo.

3.6 CONCLUSOES

Frente a hiperativacdo noradrenérgica, a memoria de medo foi
consolidada de maneira aberrante (i.e., superconsolidada, como sera
assumido de agora em diante), ocorrendo generalizagdo do medo
duradoura, maior resisténcia a intervengdes comportamentais (extingao)
ou farmacolégicas (com agentes antiaversivos ou blogueadores da
reconsolidacdo), além de outras caracteristicas como sensibilizacdo das
respostas defensivas e aumento na pressao arterial. Como todo esse
perfil péde ser induzido por meio da administracdo sistémica de
ioimbina, uma droga de baixo custo, associada ao protocolo de
condicionamento de medo contextual, pode-se destacar a relevancia e
utilidade desse protocolo na pesquisa translacional. Seu uso parece mais
interessante que a adogdo de protocolos de condicionamento de medo
isoladamente quando o objetivo € modelar um fenétipo tipo-PTSD
confiavel ou triar/desenvolver intervengdes potencialmente (teis para
atenuar essas respostas, como a intervencdo dual visando a
desestabilizacdo e prejuizo da reconsolidacdo da meméria demonstrada
aqui, ou ainda alternativas para aumentar a eficiéncia da extin¢do. De
maneira importante, a inducdo da generalizacdo do medo parece
depender da ativagdo de receptores [-adrenérgicos localizados no
sistema nervoso central.
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A

O envolvimento hipocampal na generalizagdo do medo:
além da transmiss@o noradrenérgica

“A diferenga entre as memorias falsas e as verdadeiras é a
mesma das joias: sempre sdo as falsas que parecem
as mais reais, as mais brilhantes.”

— Salvador Dali
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4.1 INTRODUCAO

Algumas caracteristicas disfuncionais relacionadas as memdrias
trauméticas do PTSD sdo estudadas tradicionalmente, mas a
generalizagdo do medo, que se desenvolve com frequéncia nesses
pacientes (KLEIM, EHLERS, 2008; JOVANOVIC et al., 2009;
FLEURKENS, RINCK, VAN MINNEN, 2011; JOVANOVIC et al.,
2012; KOSTEK et al., 2014; NORRHOLM et al., 2014; LEVY-GIGI et
al., 2015), se tornou foco de interesse mais recentemente. Como essa
caracteristica parece ser relevante para o entendimento de memérias
disfuncionais em humanos, varios grupos tém somado esforcos em
aprofundar o conhecimento sobre isso. No entanto, a neurobiologia do
desenvolvimento dessa caracteristica ainda ndo foi completamente
elucidada. O PTSD ¢ relacionado com a disfuncéo de diversas estruturas
encefélicas, incluindo o cortex pré-frontal, amigdala e hipocampo (para
revisdo, ver PITMAN et al., 2012; PARSONS, RESSLER, 2013;
ZOLADZ, DIAMOND, 2013). Tanto a por¢cdo medial do cortex pré-
frontal quanto o hipocampo e, mais recentemente, a amigdala, tém sido
apontados como componentes cruciais de um circuito neural relacionado
a especificidade da memoria e generalizagdo (XU, SUDHOF, 2013;
GHOSH, CHATTARIJI, 2015). Como estudos recentes indicam que
alteragdes funcionais na por¢do posterior do hipocampo (homdlogo ao
hipocampo dorsal em roedores) teriam uma correlagdo muito maior com
0 PTSD do que com outros transtornos de ansiedade (CHEN, ETKIN,
2013), além da funcdo tradicional dessa estrutura na formacdo das
memérias (FANSELOW, 2000), o envolvimento hipocampal na
generalizagdo de medo é uma possibilidade a ser investigada.

4.1.1 O hipocampo dorsal como figura central na formacdo das
memorias

A ideia de que o hipocampo teria uma funcdo fundamental no
processamento das memdrias ndo é nova, sendo até designado como o
‘mapa cognitivo’ cerebral (O’KEEFE, NADEL, 1978). Embora ele
exerca um papel dual no controle de aspectos cognitivos e emocionais,
existe uma dissociagao anatdmica e funcional clara ao longo do seu eixo
longitudinal: enquanto os processos emocionais sdo mais relacionados a
sua porgdo ventral (homéloga ao hipocampo anterior em humanos), o
hipocampo dorsal (HD) é o grande responsavel pelo processamento das
memorias (FANSELOW, DONG, 2010).
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A capacidade proeminente de processamento das memorias pode
ser atribuida, em parte, a organizacdo funcional do hipocampo em um
circuito trisinaptico (Fig. 32) que permite alta eficiéncia na recepc¢do e
gerenciamento de informacGes (NEVES, COOKE, BLISS, 2008).
Através da via perforante, o cdrtex entorrinal envia projecdes que
transmitem informagdes sensoriais polimodais as células granulares do
giro denteado. Projecfes axonais (fibras musgosas) enviam tais
informacdes as células piramidais da regido CA3, que as retransmitem
para a regido CAl via proje¢des colaterais de Schaffer. A informagéo
pode, entdo, ser enviada a outras regides — como o cortex pré-frontal —
ou sofrer processamento préprio na CAL, que apresenta alta densidade
de ‘células de local’ (‘place cells’), capazes de codificar informagdes
espaciais (O’KEEFE, NADEL, 1978). Por conta desse circuito
relativamente simples, as vias hipocampais constituem um dos melhores
sistemas experimentais para o estudo dos mecanismos de plasticidade
sinaptica relacionados ao armazenamento de memorias, o0 que justifica o
fato da LTP ter sido inicialmente descrita em fatias de hipocampo
(BLISS, L&MO, 1973).

Cortex
entorrinal

Figura 32. O circuito trisindptico de fluxo de informacdo. GD, giro
denteado; vp, via perforante; fh, fissura hipocampal; fm, fibras musgosas; pcs,
projecdes colaterais de Schaffer (adaptado de NEVES, COOKE, BLISS, 2008).

A participacdo do HD no processamento das memdrias &
evidente, especialmente em testes comportamentais que apresentem
componentes espaciais, como o condicionamento de medo contextual
(FANSELOW, 2000). Uma atencéo especial é dada ao envolvimento do
HD durante a consolidacdo da memoria, funcdo classicamente atribuida
a estrutura (O'KEEFE, NADEL, 1978; IZQUIERDO, MEDINA, 1997;
NADEL, MOSCOVITCH, 1997; FANSELOW, 2000; NADEL,
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BOHBOT, 2001; MORGADO-BERNAL, 2011). De maneira geral, é
possivel estimar a participacdo hipocampal na formacdo das memorias
por meio da expressao de proteinas relacionadas a plasticidade neuronal.
O Arc (do inglés, “activity-regulated cytoskeleton-associated protein’) €
uma proteina de funcdo estrutural com expressdo imediata frente a
eventos que levam a plasticidade neuronal (KORB, FINKBEINER,
2011; SHEPHERD, BEAR, 2011), com atividade relacionada ao
remodelamento sindptico e trdfego de receptores glutamatérgicos
(BRAMHAM et al., 2008; 2010). Por conta disso, a expressdao desse
gene € implicada diretamente na formacdo das memdrias
(TZINGOUNIS, NICOLL, 2006), sendo util para a determinacdo de um
mapa de estruturas encefélicas envolvidas no seu processamento
(SAUVAGE, NAKAMURA, BEER, 2013). A expressdo aumentada de
Arc no HD ap6s o aprendizado reforga a participagdo dessa estrutura na
consolidagdo das memorias (GUZOWSKI et al., 2000; LI et al., 2005;
PLATH et al., 2006; GRANADO et al., 2008; CZERNIAWSKI et al.,
2011).

Como o HD recebe projecbes do cortex pré-frontal medial,
hipocampo ventral e amigdala (VERTES, 2006; FANSELOW, DONG,
2010), a capacidade de eventos emocionais em potencializarem as
memérias de medo dependentes do hipocampo é evidente (MALIN,
MCGAUGH, 2006; HERMANS et al., 2014). Essa ideia é substanciada
por trabalhos que demonstram a potencializacdo da LTP no HD apds a
ativacdo de estruturas modulatérias, como a amigdala basolateral
(IKEGAYA et al., 1997; ABE, 2001), além do aumento na expressdo de
Arc hipocampal nesses casos (MCINTYRE et al., 2005; PLATH et al.,
2006; LI et al., 2011; MCREYNOLDS et al., 2010). O hipocampo
também recebe projecGes do locus coeruleus, que constitui a Unica fonte
de noradrenalina nessa estrutura cortical (SVED et al., 2002),
permitindo que a modulacdo noradrenérgica priorize a participacéo
hipocampal no processamento das memdrias aversivas (GOOSENS,
2011). Apds eventos aversivos, como choques elétricos ou imobilizacéo,
¢ observado o aumento da liberacdo de noradrenalina no hipocampo de
ratos (ABERCROMBIE, KELLER, ZIGMOND, 1988), havendo uma
relacdo direta com a intensidade da memoria formada (GUZOWSKI et
al., 2001; GRANADO et al., 2008). A modulacdo noradrenérgica no
HD na formacdo das memorias é evidente, efeito que parece ser
dependente da ativagdo de receptores B-adrenérgicos em roedores
(JOELS, BARAM, 2009) e humanos (SCHWABE et al., 2012).
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4.1.2 Os diferentes subtipos de receptores p-adrenérgicos no
hipocampo

Os receptores B-adrenérgicos sdao atualmente classificados em [y,
B2 e Bz (BYLUND, 2007). Embora os receptores 1-adrenérgicos tenham
fungBes melhor estabelecidas no processamento das memarias
(JURGENS et al., 2005; QU, GUO, LI, 2008; JOELS, BARAM, 2009;
MARZO, BAI, OTANI, 2009; DO-MONTE et al, 2010;
ZARRINDAST et al., 2012; HAGGERTY et al., 2013; ZHANG et al.,
2013; COUTELLIER, ARDESTANI, SHAMLOO, 2014), alguns
estudos sugerem a participacdo de receptores B,- € B3-adrenérgicos nesse
processo (GIBBS, SUMMERS, 2000; 2005). Ironicamente, mesmo que
todos os subtipos de receptores P-adrenérgicos sejam expressos no
hipocampo (SUMMERS et al., 1995, NICHOLAS, HOKFELT,
PIERIBONE, 1996; HILLMAN et al., 2005), os receptores [-
adrenérgicos sao 0S Menos expressos nessa estrutura em comparagao aos
demais (GIBBS, SUMMERS, 2000) (Quadro 1). Além disso, a
afinidade da noradrenalina por esses receptores € bastante distinta
(ZHANG, OUYANG, THOMAS, 2004), sendo que os receptores P,- €
Bs-adrenérgicos sO seriam ativados de maneira eficiente frente a
concentragGes muito mais elevadas desse neurotransmissor.

Quadro 1. Diferencas quanto a expresséo, afinidade e poténcia dos
subtipos de receptores p-adrenérgicos no hipocampo de ratos.

p1 p2 Bs

Expressdo de RNAmM no hipocampo® + - + ++
Kd (nM do radioligante)® 003 004 10
EC50 (UM de noradrenalina)® 0,36 3,4 1,0

'Expressdo qualitativa de RNAm detectado por hibridizacdo in situ no
hipocampo de ratos; +- indica quantidades-traco e + ou ++ indicam o nivel de
deteccdo do RNAm (GIBBS, SUMMERS, 2000); “Constante de dissociacio
(Kd) frente ao radioligante [***1]-iodocianopindolol, um parametro inversamente
proporcional a afinidade, em receptores p-adrenérgicos clonados de
camundongos, (ZHANG, OUYANG, THOMAS, 2004); 3Concentragdo
necessaria para obter 50% do efeito maximo (ECsg), um indicativo da poténcia
dos receptores B-adrenérgicos clonados de camundongos em alterar os niveis de
AMPc, frente a ativagdo com noradrenalina (ZHANG, OUYANG, THOMAS,
2004).
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Embora seja aceito que os receptores [-adrenérgicos sao
acoplados a proteinas Gs (BYLUND, 2007), essa regra pode ndo ser
aplicavel em todos os casos. Ja que a ativacdo de receptores P,-
adrenérgicos no hipocampo é relacionada ao prejuizo da evocagdo de
memorias por meio do recrutamento da proteina G; (SCHUTSKY,
OUYANG, THOMAS, 2011). De maneira analoga, os receptores Ps-
adrenérgicos também podem se acoplar tanto a proteina G, quanto a G;,
ao menos perifericamente (HUTCHINSON et al., 2002). Embora o
papel dos receptores [p-adrenérgicos para 0 processamento das
memorias seja descrito (HILLMAN, DOZE, PORTER, 2005; JOINER
et al., 2010; QIAN et al., 2012; DANG et al., 2014; LAING, BASHIR,
2014), o conhecimento sobre os receptores [Bz-adrenérgicos nesse caso €
muito mais restrito. Como ha até pouco tempo esses receptores eram
tidos como expressos exclusivamente na periferia, 0s estudos que
determinaram a sua expressdo central ainda séo iniciais (RODRIGUEZ
et al., 1995; SUMMERS et al., 1995; FULLHASE et al., 2011), com
poucos trabalhos implicando a sua participagdo no processamento de
memorias, em aves (GIBBS, SUMMERS, 2000; GIBBS et al., 2010).

Além de diferencas com relagdo ao recrutamento de proteinas G
pelos subtipos de receptores B-adrenérgicos, as divergéncias podem se
estender as vias de transducdo de sinal. Perifericamente, tanto os
receptores Po- quanto Ps-adrenérgicos sao associados a via do dxido
nitrico (NO), havendo a liberacdo desse mediador gasoso (CALVERT,
LEFER, 2013; CONTI et al., 2013). O NO é um transmissor atipico
com funcdo retrograda que apresenta papel importante na comunicagéo
sinaptica durante eventos plasticos relacionados a formagdo da meméria
(MEDINA, 1ZQUIERDO, 1995; EDWARDS, RICKARD, 2007; ZINN
et al., 2009; JOHNSTONE, RAYMOND, 2011). A sintese do NO no
cérebro depende da atividade da forma neuronal da 6xido nitrico sintase
(nNOS), que apresenta expressao significativa no hipocampo (CHIANG
et al, 1994; WENDLAND et al., 1994; IWASE et al., 1998),
especialmente na sua porcdo dorsal (LIU et al., 2003), justificando a
importancia desse mediador na formacdo de memorias hipocampo-
dependentes (SHEN et al., 2012a; MOOSAVI et al.,, 2014). O
envolvimento nitrérgico também é claro no processamento de memorias
aversivas, como as que utilizam pistas olfatorias (PAVESI, HELDT,
FLETCHER, 2013), esquiva inibitéria (HAROONI et al., 2009; ZINN
et al., 2009) ou aquelea relacionada ao sobressalto potencializado pelo
medo (OVEREEM, KOKKINIDIS, 2012). Embora o NO seja crucial
para a formagdo de memorias de medo associadas ao som (SCHAFE et
al., 2005; OTA et al., 2008; OVEREEM et al., 2010), as memérias



130

contextuais parecem ser mais dependentes da transmissdo nitrérgica
(KELLEY et al., 2009). O efeito do NO é mediado pela ativacdo da
guanilil ciclase solivel (GCs), culminando com aumento nas
concentragBes intracelulares de GMPc, cuja importancia no
processamento das memorias ja é bem estabelecido (PRICKAERTS et
al., 2004; KLEPPISCH, FEIL, 2009; GIESE, MIZUNO, 2013) (Fig.
33).

L-Arginina GTP

s

/— GMPc
(e "ror

Figura 33. A via do 6xido nitrico. nNOS, 6xido nitrico sintase neuronal; GCs,
guanilil ciclase soluvel; GTP, guanosina trifosfato;, GMPc, guanosina 3’,5’-
monofosfato ciclico; PKG, proteina quinase ativada pelo GMPc; PDE,
fosfodiesterases.

.
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Efeitos biolégicos €

Em conjunto, levando em conta a possibilidade de haver um
recrutamento de subtipos especificos de receptores B-adrenérgicos frente
a formacdo de memdrias aversivas de grande magnitude, além do
possivel envolvimento da via nitrérgica nos efeitos induzidos pela
ativagdo desses receptores, a investigagdo mais detalhada do
envolvimento deles no hipocampo dorsal é importante para o melhor
entendimento dos mecanismos relacionados ao desenvolvimento da
generalizacdo do medo.



131
4.2 HIPOTESE E OBJETIVOS

Uma vez que o recrutamento central de receptores f-adrenérgicos
é necessario para indugdo de generalizacdo do medo, a hip6tese dessa
etapa do trabalho é que o hipocampo dorsal seria uma estrutura chave na
formacdo dessa memoria inapropriada, sendo que a ativacdo
noradrenérgica dessa estrutura, especificamente, poderia ser suficiente
para induzir a generaliza¢do do medo.

4.2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral foi avaliar e caracterizar a participacdo da
transmissdo noradrenérgica no HD para a inducdo da generalizacdo do
medo.

4.2.1.1 Objetivos especificos

= Avaliar a expressdo de Arc no HD frente & facilitagdo da
memoria de medo contextual com ioimbina;

= Investigar o efeito da estimulacdo direta de receptores
adrenérgicos hipocampais sobre a generalizagdo do medo;

= Caracterizar o envolvimento de subtipos especificos de receptores
B-adrenérgicos hipocampais na inducdo da generalizacdo do
medo;

= Avaliar o recrutamento da via nitrérgica consequente da ativacao
de receptores B-adrenérgicos para a inducdo da generalizacdo do
medo, bem como o envolvimento de subtipos especificos de
receptores B-adrenérgicos nesse caso;

= Avaliar se estimulacédo nitrérgica hipocampal é suficiente, por si
s0, para induzir a generalizagdo do medo.

4.3 MATERIAIS E METODOS
4.3.1 Animais

Foram utilizados 355 ratos (Rattus norvergicus) da linhagem
Wistar, machos, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina, com 3 a 4 meses de idade e peso entre 270 e
350 g. Os animais foram mantidos em condicfes idénticas as descritas
anteriormente (secdo 2.3.1, pag. 51), com aprovagdo do comité de ética
para 0 uso de animais da Universidade Federal de Santa Catarina
(71/CEUA/PRPE/2012-PP766).
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4.3.2 Drogas

Cloridrato de ioimbina (IOl; 1,0 mg/kg; Tocris, EUA) foi
dissolvido em solucdo salina fisiolégica (NaCl 0,9%) e administrado
sistemicamente (i.p.) em um volume de 1,0 mi/kg.

Para microinjecBes no hipocampo dorsal, foram utilizados:
noradrenalina (NOR; 1,0 pg/hemisfério; Sigma-Aldrich, EUA),
cloridrato de isoproterenol (ISO; 10 nmol/hemisfério; Sigma-Aldrich,
EUA), cloridrato de clenbuterol (CBT; 1,0 pg/hemisfério; Sigma-
Aldrich, EUA), CL316243 (CL; 1,0 pg/hemisfério; Tocris, EUA), (RS)-
atenolol (ATE; 40 nmol/hemisfério; Sigma-Aldrich, EUA), cloridrato de
butoxamina (BUT; 10 nmol/hemisfério; Sigma-Aldrich, EUA),
SR59230A (SR; 10 nmol/hemisfério; Sigma-Aldrich, EUA), 7-
nitroindazol (7NI; 1,0 pg/hemisfério; Sigma-Aldrich, EUA), ODQ
(0,187 pg/hemisfério; Sigma-Aldrich, EUA), nitroprussiato de sodio
(NPS; 0,06 pg/hemisfério; Sigma-Aldrich, EUA), L-arginina (L-ARG;
0,025 pg/hemisfério; Sigma-Aldrich, EUA), citrato de sildenafil (SIL;
1,0 nmol/hemisfério; Gamma, China) ou 8-Br-GMPc (1,25
po/hemisfério; Sigma-Aldrich, EUA). As doses utilizadas foram
baseadas em experimentos piloto ou trabalhos da literatura (HUANG,
LEE, 1995; BERNABEU et al., 1996; DO-MONTE et al., 2010;
PAVESI, CANTERAS, CAROBREZ, 2011; SHEN et al., 2012g;
ZHOU et al., 2013). As drogas foram dissolvidas em solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS), com excecdo do SR59230A, 7NI e ODQ,
gue foram dissolvidos em PBS contendo 15% de dimetilsulfoxido
(DMSO; Sigma-Aldrich, EUA) e 5% de Tween 80® (Sigma-Aldrich,
EUA). Todas as solugbes foram administradas bilateralmente no
hipocampo dorsal no volume de 0,5 pl/hemisfério.

4.3.3 Condicionamento contextual de medo

O condicionamento de medo contextual foi realizado como
descrito nas secdes 2.3.3 (pag. 52) e 3.3.3 (pag. 95). A maior diferenca
se deu com relacdo a sessdo de treino: na maioria dos casos, o treino
forte, com trés choques elétricos nas patas (1,0 mA, 60 Hz, por 3 s,
com 30 s de intervalo entre os choques), foi adotado. A intensidade de
choque de 1,0 mA foi utilizada em animais submetidos a cirurgia
estereotaxica, para alcangar o mesmo perfil comportamental observado
em animais naive. Quando o treino fraco foi utilizado, apenas um
choque (1,0 mA) foi utilizado. No experimento 4.4.1, em que ndo houve
cirurgia estereotaxica, o padrao de 0,7 mA foi mantido.
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As interferéncias farmacolGgicas aconteceram imediatamente
apos a sessdo de treino, na intencdo de modular a etapa de consolidacéo
da memoria de medo contextual. A re-exposicdo ao Contexto A (Teste
A) e exposicdo ao Contexto B (Teste B) foram realizadas nos dias
subsequentes. Todas as sessbes foram espacadas entre si por um periodo
de 24 h. Variagdes no protocolo geral e particularidades do treino
adotado sdo apontadas durante a descricdo dos resultados, quando
necessario.

4.3.4 Anadlise da expresséo de Arc
4.3.4.1 Perfusao intracardiaca e preparacéo do tecido cerebral

Noventa minutos apds a sessdo de treino forte do
condicionamento contextual de medo e administracdo sistémica de
veiculo ou ioimbina, os animais receberam uma solugdo anestésica
contendo cloral hidratado 15% p/v (2,3 mg/mi/kg; Vetec, Brasil) e
xilazina (10 mg/ml/kg; Xilazin®, Syntec Ltda., Brasil) por via sistémica
(i.p.), seguida da perfusdo intracardiaca, inicialmente com solucdo de
sacarose 9,25% (250 ml/rato), e depois com solucdo de paraformaldeido
4% em PBS 0,1 M (pH 7,4; 250 ml/rato), ambas a 4 °C. Os encéfalos
foram retirados e conservados em solucdo de paraformaldeido 4% por
24 h, posteriormente transferidos para solucdo de sacarose 20%, no
minimo 48 h antes da realizacdo dos cortes histolégicos. Cortes seriados
(8 copias, 40 um de espessura) foram obtidos em um criostato (Leica
CM 1850, Alemanha) a uma temperatura aproximada de -20 °C e
mantidos em solugéo anticongelante (propilenoglicol 32,6% e sacarose
18,7% em PBS) para processamento posterior. Adicionalmente,
encéfalos foram coletados de um grupo de ratos naive, ndo submetidos
ao protocolo de condicionamento ou injec¢Ges, servindo como controle
geral do experimento.

4.3.4.2 Reacéo imunohistoquimica para Arc

As secgdes foram tratadas com H,0, 1,0% em metanol (30 min),
para reducdo da atividade da peroxidase endégena. Apos lavagens (3 x 5
min) em PBS contendo 0,15% de Triton-X100 (PBS-X), as sec¢des
foram incubadas com albumina sérica bovina (BSA) 1,0% em PBS-X
(20 min) para bloqueio dos sitios de ligac6es inespecificas. Em seguida,
as seccdes foram incubadas com o anticorpo primario policlonal de
coelho anti-Arc (1:500 em BSA 1,0%; Santa Cruz Biotechnology, EUA)
a 4 °C overnight. Apés a incubacdo, as seccGes foram novamente
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lavadas em PBS-X (3 x 5 min) antes de serem incubadas com o
anticorpo secundario biotinilado (1:200 em PBS-X; 1gG de cabra, anti-
coelho; Santa Cruz Biotechnology, EUA) por 90 min. Apds remover o
anticorpo secundario excedente, as sec¢des foram lavadas com PBS-X
(3 x 5 min) e incubadas com o complexo ABC avidina-biotina-
peroxidase (1:500 em PBS-X; Vector Laboratories, EUA) por 2 h. A
revelacdo (5~10 min) foi feita utilizando uma solucéo de tetracloreto de
3’3’-diaminobenzidina (DAB 0,02%, Sigma Aldrich, EUA) contendo
0,03% de sulfato de niquel hexahidratado e cloreto de aménio.
Finalmente, as ldaminas foram progressivamente desidratadas com etanol
(70, 90 e 100%), diafanizadas com xilol, montadas com resina sintética
(DPX® ‘mountant for histology’, Sigma Aldrich, EUA) e cobertas com
laminulas.

4.3.4.2 Regides de interesse e quantificacdo de células positivas
para Arc

Secc¢des contendo o hipocampo dorsal (3,6-4,16 mm posterior ao
bregma) foram selecionadas utilizando a objetiva de 10x de microscopia
optica (Eclipse 50i; Nikon, EUA). A quantificacdo de células positivas
para Arc foi realizada manualmenteem toda a extensdo das camadas
CAl, CA2, CA3, CA4 e giro denteado (GD), considerando apenas
células com marcagdo claramente delimitada. Para cada encéfalo, a
quantificacdo foi realizada em triplicata e a média foi calculada. Os
resultados foram expressos como o ndmero absoluto ou relativo (em
relacdo ao grupo naive) de células positivas para Arc. Adicionalmente,
imagens das seccOes foram capturadas apenas para fins ilustrativos.

4.3.5 Procedimentos para injecao central
4.3.5.1 Cirurgia estereotaxica

Para anestesia, cada animal recebeu injecdo intraperitoneal (i.p.)
de uma solucdo de quetamina (100 mg/ml/kg; Cetamin™, Syntec Ltda.,
Brasil) e xilazina (10 mg/ml/kg; Xilazin®, Syntec Ltda., Brasil). O
animal foi posicionado no aparelho estereotaxico, deixando a superficie
do créanio paralela ao plano horizontal. A assepsia foi realizada com uma
solucdo de alcool iodado (2%), com posterior inje¢do de uma solucdo
anestésica de lidocaina 3% com adrenalina 1:50.000 (Lidostesim®,
Dentsply Pharmaceutical, Brasil) por via subcutanea (s.c.). O corte da
pele acima do crénio do animal permitiu a raspagem do periésteo para a
exposicdo do cranio e das suturas lambddide e coronal. Um parafuso de
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aco inoxidavel foi fixado ao cranio ap6s perfuragdo com uma broca
odontoldgica.

O atlas do cérebro de ratos de Paxinos e Watson (2009) foi
utilizado para a obtencdo das coordenadas referentes ao HD (3,6 mm
posterior ao Bregma, = 2,5 mm relativo ao eixo lateral e -2,0 mm
relativo ao eixo dorso-ventral). Duas canulas-guia, confeccionadas a
partir de agulhas hipodérmicas (22 G1; 25,0 x 7,0 mm) ajustadas para
um comprimento de 11,0 mm, foram implantadas bilateralmente,
permanecendo 1,3 mm acima do HD. A area exposta recebeu uma
camada de acrilico odontoldgico auto-polimerizavel de secagem rapida
para integrar e ancorar todas as pecas em uma protese solida presa ao
cranio. Em cada uma das canulas foi inserido um fio de aco inoxidavel
(n° 30) para reduzir a obstrucdo. Cada animal recebeu uma injecdo (s.c.)
de flunixin meglumina (2,5 mg/kg; Schering—Plough, Brasil), um agente
analgésico, antipirético e anti-inflamatdrio, sendo mantidos em ambiente
aquecido para evitar hipotermia causada pela anestesia. Em seguida,
foram levados ao biotério, onde permaneceram entre 7 a 10 dias para
recuperacao até a realizacdo dos experimentos.

4.3.5.2 Microinjec¢do intrahipocampal

A microinjecdo bilateral no HD foi realizada com agulhas
medindo 12,3 mm, confeccionadas a partir de agulhas gengivais (30 G
curta). Elas foram conectadas a um tubo de polietileno (PE10; Clay
Adams, EUA) acoplado a uma microseringa (Hamilton, EUA)
preenchida com agua destilada, deixando uma bolha de ar interposta a
solucdo a ser injetada, facilitando a visualizacdo do deslocamento da
solucdo durante a infusdo da droga. No momento da microinje¢do o
animal foi imobilizado, o fio de aco retirado com um alicate e a cénula
foi desobstruida com uma lima odontolégica (K-FILE Colorinox®
A012D, Dentsply Ind. Com. Ltda., Brasil) de 11,0 mm. As agulhas
foram introduzidas nas canulas e, com auxilio de uma bomba de infusdo
(Insight, Brasil), cada animal recebeu 0,5 pl das solu¢des por hemisfério
hipocampal simultaneamente, infundida durante 60 s. ApGs a injecéo, a
agulha foi mantida por 30 s adicionais para reduzir o fluxo retrégrado da
solucdo.

4.3.5.3 Andlise histoldgica

Ao término dos experimentos, os animais receberam uma solucao
anestésica contendo cloral hidratado (30% p/v; 3 ml/animal; Vetec,
Brasil) sistemicamente (i.p.), seguida pela microinjecdo central de azul
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de Evans (0,2 ul/hemisfério), aplicados através das mesmas canulas-
guia. Apos decapitacio, os encéfalos foram retirados e conservados
individualmente em solucéo de formalina 10% por, pelo menos, 24 h, e
posteriormente transferidos para solucdo de sacarose 20% por, no
minimo, 48 h antes da realizacdo dos cortes histolégicos. Para a
verificagdo do sitio de injecdo da droga, cortes coronais (50 wm) foram
obtidos utilizando um criostato (Leica CM 1850, Alemanha) a uma
temperatura aproximada de -20 °C. Os cortes foram fixados em I&minas
de vidro gelatinizadas. ApGs secagem, as ldminas foram coradas pelo
método de Giemsa modificado (Sigma Aldrich, EUA), montadas com
resina sintética (DPX® ‘mountant for histology’, Sigma Aldrich, EUA) e
cobertas com laminulas.

Imagens representativas foram capturadas com a objetiva de 4x
em um microscépio optico (Eclipse 50i; Nikon, EUA) equipado com
uma camera digital. Os cortes foram comparados a diagramas do
cérebro de ratos (PAXINOS, WATSON, 2009), sendo a maioria das
microinjecOes realizadas no HD entre 3,6 e 4,16 mm posterior a Bregma
(Fig. 34), em coordenadas anteriores ao hipocampo ventral, reduzindo a
possibilidade de efeitos indiretos nessa estrutura. Apenas 0s animais
com histologia bilateral para o0 HD confirmada foram incluidos na
andlise estatistica.

Figura 34. Andlise histolégica das microinje¢des no hipocampo dorsal. (A)
Diagramas de cortes coronais do cérebro de ratos representando os sitios de
injecdo no HD (pontos vermelhos). (B) Fotomicrografia (barra preta = 500 pum)
do sitio de injecdo (indicado pela seta) no HD (aproximadamente 3,8 mm
posterior ao Bregma), com as camadas delimitadas pelas barras brancas. GD,
giro denteado. (Adaptado de PAXINOS, WATSON, 2009).
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4.3.6 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da
média (EPM). Apds assegurar a distribuicdo normal das amostras, 0s
dados foram submetidos a ANOVA de uma ou duas vias. Sempre apds
essas analises, foi utilizado o teste post-hoc de Newman-Keuls, com
valor de significancia estatistica de P < 0,05, para determinar as
diferengas entre os grupos. O teste “t” de Student foi adotado para a
comparacdo de dois grupos independentes, quando necessario. Os
resultados foram analisados utilizando o Statistica® 7 (StatSoft Inc.,
EUA) e representados em graficos confeccionados com o GraphPad
Prism® 5 (GraphPad Prism, EUA). Todos os graficos acompanham
esquemas que indicam o protocolo experimental adotado e os momentos
da administracdo de drogas.

4.4 RESULTADOS

4.4.1 A hiperativacdo noradrenérgica aumenta a expressdo de Arc
no hipocampo dorsal

Caso o HD realmente esteja envolvido no processo de
superconsolidacdo da memoria e inducdo da generalizacdo do medo,
seria esperado um aumento na expressdo de Arc ap6s a hiperativacdo
noradrenérgica. A fim de avaliar essa possibilidade, 12 ratos foram
alocados em 2 grupos (n=6/grupo) com base no tratamento sistémico
(i.p.) com veiculo ou ioimbina (1,0 mg/kg), administrado logo apés a
sessdo de treino forte. Noventa minutos apds, os animais passaram por
perfusdo intracardiaca e tiveram os cérebros removidos para marcagdo
imunohistoquimica para Arc no HD. Um grupo naive (n=6), ndo
submetido ao protocolo de condicionamento de medo ou tratamentos,
também foi incluido na anélise como controle geral.

A ANOVA de uma via indicou um aumento significativo na
expressdo de Arc na CALl (F;5 = 23,0; P = 0,00003) e CA3 (Fz35 =
10,2; P = 0,0016) (Fig. 35A). O grupo tratado com veiculo apresentou
uma expressdo maior de Arc na CAl em relacdo ao grupo naive,
demonstrando o envolvimento dessa camada hipocampal no
condicionamento contextual de medo per se. Contudo, 0 aumento foi
evidente tanto na CA1 e CA3 no grupo tratado com ioimbina quando
comparados aos grupos naive e tratados com veiculo. Nenhuma
alteracdo significativa foi observada nas demais camadas analisadas
(CA2: F;15=3,81; P = 0,06; CA4: F,15=1,88; P = 0,186; GD: F; 5=
0,67; P=0,52).
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Figura 35. A superconsolidacdo da memoria aumenta a expressdao de Arc
no hipocampo dorsal. Veiculo (VEI) ou ioimbina (I10I; 1,0 mg/kg, i.p.) foram
administrados logo ap6s a sessdo de treino forte do condicionamento contextual.
(A) Expressao de Arc nas camadas CA1, CA2, CA3, CA4 e giro denteado (GD)
do hipocampo dorsal. A seta indica 0 momento do tratamento. Valores séo
expressos como média £+ EPM da porcentagem de aumento na expressao de
células positivas para Arc em relagdo ao grupo naive. Fotomicrografias (escala
= 100 pm) ilustrativas (aumento de 400X) da CAl (B, C, D) e CA3 (E, F, G)
dos grupos naive e tratados com veiculo ou ioimbina, respectivamente. * indica
uma diferenca significativa (P < 0,05) em relacdo ao grupo naive e # indica uma
diferenga significativa em relagdo ao grupo tratado com veiculo (ANOVA de
uma via seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).
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O mesmo padréo foi observado quando da analise estatistica dos
valores absolutos da contagem de células Arc-positivas (Tab. 14).

Tabela 14. Numero absoluto de células positivas para Arc no
hipocampo dorsal.

Condicionados

Naive (n=6) Veiculo (n=6) loimbina (n=6)
CAl1  3485%351 528,1 + 31,3* 840,4 + 76,5
CA2 1243+ 6,3 1478 £ 6,5 143,6 + 6,4
CA3  249,6+11,0 2945+ 155 387,4 + 32,9
CA4  255,6+16,2 286,3+11,6 319,9+354
GD 400,1+425 4445+ 250 470,9 +57,2

Veiculo (VEI) ou ioimbina (I0I; 1,0 mg/kg, i.p.) foram administrados logo ap6s
a sessdo de treino forte do condicionamento contextual. GD: giro denteado. *
indica uma diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo naive e #
indica uma diferenca significativa em relagdo ao grupo tratado com veiculo
(ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).

4.4.2 A estimulacdo de receptores B-adrenérgicos no hipocampo
dorsal é suficiente para induzir generalizagdo do medo

O recrutamento de receptores B-drenérgicos centrais é necessario
para a indugdo da generalizacdo do medo. Considerando a participacdo
do HD nesse processo, a ativacdo desses receptores presentes nessa
regido encefalica poderia ser responsavel pela generalizacdo do medo.
Para avaliar essa hipotese, 24 ratos foram alocados em 3 grupos
(n=8/grupo) que receberam veiculo, noradrenalina (1,0 pg/hemisfério)
ou 0 agonista ndo-seletivo de receptores B-adrenérgicos isoproterenol
(10 nmol/hemisfério), administrado logo apds a sessdo de treino forte.

A ANOVA de uma via mostrou um efeito significativo durante o
Teste B (F,2, = 41,0; P = 0,0000001). A estimulacdo noradrenérgica no
HD causou um aumento no congelamento durante a exposicdo ao
Contexto B (Fig. 36), demonstrando que a ativacdo de receptores [3-
adrenérgicos nessa estrutura encefalica é suficiente para a inducdo da
generalizagdo do medo. Todos 0s grupos apresentaram niveis
comparaveis de congelamento durante a exposicdo ao Contexto A (F2;
= 0,016; P = 0,98), sem aumento da resposta condicionada frente aos
tratamentos realizados.



140

A —bA-BUSv—bA —» B

Fam. Treino Teste A TesteB
90
I I 1 VEI
= NOR
60
* %* HEl S0

30

—

Teste A Teste B

0_

% Tempo de congelamento

Figura 36. A estimulagdo de receptores B-adrenérgicos no hipocampo
dorsal durante a consolidagdo induz a generalizagdo do medo. Veiculo
(VELI), noradrenalina (NOR; 1,0 pg/hemisfério) ou o agonista nao-seletivo de
receptores B-adrenérgicos isoproterenol (ISO; 10 nmol/hemisfério) foram
administrados no hipocampo dorsal logo ap6s a sessdo de treino forte do
condicionamento contextual. A seta indica 0 momento do tratamento. Valores
sdo expressos como média + EPM da porcentagem de congelamento frente ao
contexto pareado (Teste A) ou neutro (Teste B). * indica uma diferenca
significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo controle (ANOVA de uma via
seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).

Como ndo houve aumento na expressao de congelamento frente
ao contexto pareado no experimento anterior, pode haver controvérsias
ao se assumir que a generalizacdo do medo seria fruto da
potencializacdo da consolidacao frente a interferéncias centrais. Embora
esse perfil de resultado tenha sido justificado previamente como
consequéncia de um nivel maximo desse comportamento, um
experimento  adicional visou comprovar que a estimulacdo
noradrenérgica do HD seria capaz de potencializar a consolidacdo da
meméria. Para tanto, 17 ratos foram alocados em dois grupos (n=8-
9/grupo) que receberam veiculo ou isoproterenol (10 nmol/hemisfério)
no HD imediatamente apds o treino fraco, com a aplicacdo de apenas
um choque elétrico (1,0 mA). A estimulagcdo noradrenérgica aumentou o
tempo de congelamento apenas frente ao Contexto A (Tab. 15),
sustentando a ideia de que os efeitos observados anteriormente pela
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estimulacdo noradrenérgica se devem, de fato, pela facilitacdo na
consolidacdo da meméria de medo.

Tabela 15. A estimulagdo de receptores B-adrenérgicos do
hipocampo dorsal potencializa a consolida¢do da memoria de medo
contextual fraca.

Veiculo Isoproterenol L) .
(n=8) (n=9) Anélise estatistica
Teste A 225+20 66,2 + 4.9* tis=62,5; P = 0,000001
TesteB 90£15 10,3+£1,2 t;5=0,48; P = 0,50

Veiculo ou isoproterenol (10 nmol/hemisfério) foram administrados no
hipocampo dorsal logo ap6s a sessdo de treino fraco do condicionamento
contextual. Valores sdo expressos como média + EPM da porcentagem de
congelamento frente ao contexto pareado (Teste A) ou neutro (Teste B). *
indica uma diferenga significativa (P < 0,05) em relagcdo ao grupo controle
(teste “t” de Student para grupos independentes).

4.4.3 A generalizagdo do medo depende da ativacdo de receptores
.- e Bs-adrenérgicos no hipocampo dorsal

Para caracterizar o recrutamento de subtipos especificos de
receptores B-adrenérgicos necessarios para induzir a generalizacdo do
medo, 64 ratos foram alocados em 8 grupos (n=8/grupo) que receberam
veiculo, o antagonista scletivo de receptores [B; atenolol (40
nmol/hemisfério), o antagonista seletivo de receptores P, butoxamina
(10 nmol/hemisfério) ou o antagonista seletivo de receptores fs
SR59230A (10 nmol/hemisfério) no HD logo ap6s a sessdo de treino
forte. Imediatamente apds a injecdo central, os animais receberam
veiculo ou ioimbina (1,0 mg/kg) sistemicamente (i.p.).

A ANOVA de duas vias indicou um efeito do tratamento central
(Fss6 = 16,2; P = 0,0000001) e sistémico (F; s = 68,4; P = 0,0000001),
além de uma interacdo significativa entre esses fatores (Fs56 = 14,7; P =
0,0000001) durante o Teste B. O tratamento sistémico com ioimbina
aumentou o congelamento frente ao Contexto B apenas nos grupos pré-
tratados com veiculo ou atenolol no HD, indicando generalizacdo do
medo (Fig. 37). Esse efeito foi prevenido nos grupos que receberam
butoxamina ou SR59230A no HD, sugerindo o recrutamento de
receptores 3, ¢ Pz nesse caso. Todos 0S grupos apresentaram niveis
comparaveis de congelamento durante a exposicdo ao Contexto A
(central: F356=0,17; P = 0,91; sistémico: F; 5= 0,49; P = 0,49).
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Figura 37. O bloqueio de receptores B,- e ps-adrenérgicos hipocampais
previne a generalizagdo do medo induzida pela ioimbina. Veiculo (VEI) ou
0s antagonistas seletivos B, atenolol (ATE; 40 nmol/hemisfério), B, butoxamina
(BUT; 10 nmol/hemisfério) ou B3 SR59230A (SR; 10 nmol/hemisfério) foram
administrados no hipocampo dorsal logo apds a sessdo de treino forte do
condicionamento contextual, seguida pela administragdo de veiculo (VEI) ou
ioimbina (I01; 1,0 mg/kg, i.p.). As setas indicam o momento dos tratamentos.
Valores sdo expressos como média + EPM da porcentagem de congelamento
frente ao contexto pareado (Teste A) ou neutro (Teste B). * indica uma
diferenca significativa (P < 0,05) em relacdo ao grupo controle, # indica uma
diferenca significativa em relagdo ao grupo VEI-IOI (ANOVA de duas vias
seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).

Como contraprova para reforcar se a estimulacdo central de
receptores B, e Bs-adrenérgicos presentes no HD seria suficiente para
causar generalizacdo do medo, 28 ratos foram alocados em 3 grupos
(n=9-10/grupo) que receberam veiculo, o agonista seletivo de receptores
B, clenbuterol (1,0 pg/hemisfério) ou o agonista seletivo de receptores
Bz CL316243 (1,0 pg/hemisfério) no HD logo ap6s a sessdo de treino
forte.

A ANOVA de uma via mostrou um efeito significativo durante o
Teste B (F, 25 = 130,3; P = 0,0000001). A estimulacéo de receptores -
e Bs-adrenérgicos no HD aumentou o congelamento durante a exposi¢éo
ao Contexto B (Fig. 38), confirmando que a ativacdo desses receptores é
suficiente para a inducdo da generalizacdo do medo. Todos 0s grupos
apresentaram niveis comparaveis de congelamento durante a exposi¢éo
ao Contexto A (F,5=0,08; P =0,92).
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Figura 38. A estimulacdo de receptores B,- e ps-adrenérgicos no hipocampo
dorsal induz a generalizacdo do medo. Veiculo (VEI) ou os agonistas
seletivos B, clenbuterol (CBT; 1,0 pg/hemisfério) ou p; CL316243 (CL; 1,0
pg/hemisfério) foram administrados no hipocampo dorsal logo apds a sessdo de
treino forte do condicionamento contextual. A seta indica 0 momento do
tratamento. Valores sdo expressos como média + EPM da porcentagem de
congelamento frente ao contexto pareado (Teste A) ou neutro (Teste B). *
indica uma diferenga significativa (P < 0,05) em relacdo ao grupo controle
(ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).

444 A generalizacdo do medo induzida pela ativagdo
noradrenérgica depende do recrutamento da via nitrérgica no
hipocampo dorsal

Receptores .- e Bs-adrenérgicos podem ter seus efeitos mediados
pelo recrutamento de vias do NO, ao menos perifericamente
(CALVERT, LEFER, 2013; CONTI et al., 2013; HARTUNG, CISZEK,
NACKLEY, 2014). Uma vez que a generalizacdo do medo resulta da
estimulacdo desses receptores, é possivel que o efeito final seja mediado
pelo recrutamento da via nitrérgica. Para investigar essa possibilidade,
50 ratos foram alocados em 6 grupos (n=8-9/grupo) que receberam
veiculo, o inibidor seletivo da nNOS 7-nitroindazol (1,0 pg/hemisfério)
ou o inibidor da GCs ODQ (0,187 pg/hemisfério) no HD logo ap6s a
sessdo de treino forte, seguida pela administragdo sistémica (i.p.) de
veiculo ou ioimbina (1,0 mg/kg).
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A ANOVA de duas vias indicou um efeito do tratamento central
(F44 = 14,8; P = 0,00001) e sistémico (Fy44 = 33,9; P = 0,000001) e
uma interagdo significativa entre esses fatores (Fp44 = 19,7, P =
0,000001) durante o Teste B. A ioimbina aumentou o0 tempo de
congelamento no grupo pré-tratado com veiculo quando comparado aos
respectivos controles frente ao Contexto B (Fig. 39). No entanto, a
inibicdo da nNOS ou da GCs preveniram esse efeito, confirmando o
envolvimento da via do NO na inducdo da generalizacdo do medo.
Todos os grupos apresentaram niveis comparaveis de congelamento
durante a exposicdo ao Contexto A (pré-tratamento: F,44 = 0,56; P =
0,57; tratamento: Fy 44 = 0,02; P = 0,88).
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Figura 39. A generalizagdo do medo induzida pela hiperativagdo
adrenérgica depende da transmissdo nitrérgica no hipocampo dorsal.
Veiculo (VEI), o inibidor da nNOS 7-nitroindazol (7NI; 1,0 pg/hemisfério) ou o
inibidor da guanilil ciclase solavel ODQ (0,187 pg/hemisfério) foram
administrados no hipocampo dorsal logo ap6s a sessdo de treino forte do
condicionamento contextual, seguida pela administragdo de veiculo (VEI) ou
ioimbina (I0I; 1,0 mg/kg, i.p.). As setas indicam o momento dos tratamentos.
Valores sdo expressos como média + EPM da porcentagem de congelamento
frente ao contexto pareado (Teste A) ou neutro (Teste B). * indica uma
diferenca significativa (P < 0,05) em relagcdo ao grupo controle, # indica uma
diferenca significativa em relagdo ao grupo VEI-IOI (ANOVA de duas vias
seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).

Para confirmar que o recrutamento nitrérgico é consequéncia da
ativagdo noradrenérgica no HD, 58 ratos foram alocados em 6 grupos
(n=9-10/grupo) que receberam veiculo ou o inibidor seletivo da nNOS
7-nitroindazol (1,0 pg/hemisfério) no HD logo ap6s a sesséo de treino
forte. Uma segunda infusdo de veiculo, noradrenalina (1,0
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pg/hemisfério) ou o agonista ndo-seletivo de receptores B-adrenérgicos
isoproterenol (10 nmol/hemisfério) foi feita no HD 5 minutos depois.

A ANOVA de duas vias indicou um efeito do pré-tratamento
(Fy152 = 149,3; P = 0,0000001), tratamento (F,s, = 33,7; P = 0,0000001)
e uma interacdo significativa entre esses fatores (F,s, = 45,8; P =
0,0000001) frente ao Contexto B. Tanto a noradrenalina quanto o
isoproterenol levaram ao aumento do congelamento nos grupos pré-
tratados com veiculo quando comparado aos respectivos controles
durante o Teste B (Fig. 40). No entanto, a inibi¢do da nNOS preveniu o
efeito da estimulacdo noradrenérgica, confirmando o recrutamento da
via do NO pela ativacdo de receptores p-adrenérgicos no HD. Todos 0s
grupos apresentaram niveis comparaveis de congelamento durante a
exposicdo ao Contexto A (pré-tratamento: F;s, = 1,84; P = 0,18;
tratamento: F,5,=0,12; P = 0,88).
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Figura 40. A ativacdo de receptores p-adrenérgicos no hipocampo dorsal
promove o recrutamento da via nitrérgica e causa generalizacdo do medo.
Veiculo (VEI) ou o inibidor da nNOS 7-nitroindazol (7NI; 1,0 pg/hemisfério)
foram administrados no hipocampo dorsal logo apds a sessdo de treino forte do
condicionamento contextual, seguida pela administracdo de veiculo (VEI),
noradrenalina (1,0 pg/hemisfério) ou o agonista ndo-seletivo de receptores P
isoproterenol (10 nmol/hemisfério) 5 min depois. As setas indicam o momento
dos tratamentos. Valores sdo expressos como média + EPM da porcentagem de
congelamento frente ao contexto pareado (Teste A) ou neutro (Teste B). *
indica uma diferenca significativa (P < 0,05) em relacdo ao grupo controle
(ANOVA de duas vias seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).
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445 O recrutamento nitrérgico no hipocampo dorsal é
consequéncia da ativagdo de receptores ps-adrenérgicos

A ativagdo de receptores .- € Bs-adrenérgicos hipocampais induz
generalizagdo do medo. A fim de determinar qual desses subtipos de
receptores recruta a via nitrérgica, 56 ratos foram alocados em 6 grupos
(n=9-10/grupo) que receberam veiculo ou o inibidor seletivo da nNOS
7-nitroindazol (1,0 pg/hemisfério) no HD logo apés a sessdo de treino
forte. Uma segunda infusdo de veiculo, agonista seletivo de receptores
B> clenbuterol (1,0 pg/hemisfério) ou o agonista seletivo de receptores
B3 CL316243 (1,0 pg/hemisfério) foi feita no HD 5 minutos depois.

A ANOVA de duas vias indicou um efeito do pré-tratamento
(F1s50 = 78,6; P = 0,0000001), tratamento (F, 50 = 122,2; P = 0,0000001)
e uma interacdo significativa entre esses fatores (F,s0 = 61,7; P =
0,0000001) durante o Teste B. Os grupos pré-tratados com veiculo que
receberam clenbuterol ou CL316243 fizeram mais congelamento que os
respectivos controles durante a exposi¢do ao Contexto B (Fig. 41). De
maneira importante, somente a generalizacdo do medo induzida pelo
CL316243 foi prevenida pela inibicdo da nNOS, sugerindo um papel
preferencial da ativa¢do de receptores Bz-adrenérgicos no recrutamento
da via nitrérgica. Todos 0s grupos apresentaram niveis comparaveis de
congelamento durante a exposi¢do ao Contexto A (pré-tratamento: F; 5o
=0,75; P = 0,39; tratamento: F, 5= 0,20; P = 0,82).

4.4.6 A ativagdo da via nitrérgica no hipocampo dorsal é suficiente
para induzir generalizacdo do medo

Para investigar se a ativacdo de vias do NO no HD induziria a
generalizagdo do medo per se, 40 animais foram alocados em 5 grupos
(n=8/grupo), que receberam infusdo de veiculo, o doador de NO
nitroprussiato de sédio (0,06 pg/hemisfério), o precursor do NO L-
arginina (0,025 pg/hemisfério), o inibidor da fosfodiesterase-5 sildenafil
(1,0 nmol/hemisfério) ou o anélogo sintético 8-Br-GMPc (1,25
pg/hemisfério) imediatamente apds a sessao de treino forte.
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Figura 41. A ativacao de receptores Bs-adrenérgicos no hipocampo dorsal
recruta a via nitrérgica e induz generalizacdo do medo. Veiculo (VEI) ou o
inibidor da NOSn 7-nitroindazol (7NI; 1,0 pg/hemisfério) foram administrados
no hipocampo dorsal logo apds a sessdo de treino forte do condicionamento
contextual, seguida, 5 minutos apds, pela administracdo de veiculo (VEI), os
agonistas seletivos B, clenbuterol (CBT; 1,0 pg/hemisfério) ou pz CL316243
(CL; 1,0 pg/hemisfério). As setas indicam o momento dos tratamentos. Valores
sd0 expressos como média £ EPM da porcentagem de congelamento frente ao
contexto pareado (Teste A) ou neutro (Teste B). * indica uma diferenca
significativa (P < 0,05) em relacdo ao grupo controle (ANOVA de duas vias
seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).

A ANOVA de uma via mostrou um efeito significativo durante
0 Teste B (F,435 = 48,4; P = 0,0000001). A estimulagio da via nitrérgica
no HD por todos os agentes utilizados aumentou o congelamento
durante a exposi¢do ao Contexto B (Fig. 42), confirmando que tanto o
aumento na oferta de NO (seja pelo uso de um doador ou aumento na
disponibilidade do seu precursor) quanto um aumento nas concentragoes
de GMPc — por meio da inibicdo da enzima de degradacdo ou
fornecimento do analogo sintético — seriam suficientes para induzir a
generalizagdo do medo. Todos 0s grupos apresentaram niveis
comparaveis de congelamento durante a exposicdo ao Contexto A (Fy3s
=0,54; P = 0,70).
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Figura 42. A estimulacdo da via nitrérgica hipocampal durante a
consolidacdo induz a generalizagdo do medo. Veiculo (VEI) ou o doador de
NO nitroprussiato de sédio (NPS; 0,06 pg/hemisfério), o precursor do NO L-
arginina (L-ARG; 0,025 pg/hemisfério), o inibidor da fosfodiesterase-5
sildenafil (SIL; 1,0 nmol/hemisfério) ou o anélogo sintético 8-Br-GMPc (1,25
pg/hemisfério) foram administrados no hipocampo dorsal logo apds a sessdo de
treino forte do condicionamento contextual. A seta indica 0 momento do
tratamento. Valores sdo expressos como média + EPM da porcentagem de
congelamento frente ao contexto pareado (Teste A) ou neutro (Teste B). *
indica uma diferenga significativa (P < 0,05) em relacdo ao grupo controle
(ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).

4.5 DISCUSSAO

4.5.1 A participacdo de receptores p-adrenérgicos hipocampais na
generalizagdo do medo

O condicionamento de medo contextual aumentou a expressdo de
Arc na camada CAl (mas ndo na CA2, CA3, CA4 ou GD) do HD,
confirmando o recrutamento dessa estrutura para a consolidacdo dessa
memoria aversiva, como j4 descrito na literatura (SANDERS,
WILTGEN, FANSELOW, 2003; CZERNIAWSKI et al., 2011;
BESNARD, LAROCHE, CABOCHE, 2014). O aumento na expressao
de Arc no HD também é evidente em outras tarefas espaciais, i.e.,
hipocampo-dependentes (GUZOWSKI et al., 2001; GRANADO et al.,
2008). Além do hipocampo, aumentos significativos na expressdo de
Arc também sdo observados no cortex pré-frontal e na amigdala
(PLOSKI et al., 2008; OTA et al., 2010; ZHANG, FUKUSHIMA,
KIDA, 2011; CHAU et al., 2013), reforgando a ocorréncia de eventos
plasticos que sustentariam a formagdo da memoria aversiva envolvendo
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essa circuitaria. Como essas trés estruturas sdo as principais integrantes
de um circuito neural implicado na formacao e manutencao de memdrias
com carater aversivo (LEDOUX, 2000; KIM, JUNG, 2006; MAREN,
PHAN, LIBERZON, 2013), esses resultados confirmam a relagcdo da
expressdo aumentada de Arc em estruturas necessarias para 0
processamento cognitivo. Inclusive, a consolidacdo de uma meméria de
medo é prejudicada quando a expressdo de Arc é inibida em estruturas
encefalicas relacionadas com o aprendizado (CZERNIAWSKI et al.,
2011; HOLLOWAY, MCINTYRE, 2011), confirmando a sua funcdo na
formac&o das memorias.

A hiperativagdo noradrenérgica durante a consolidagdo da
memoria de medo contextual induziu um aumento adicional na
expressdo de Arc nas camadas CAl e CA3 do HD, um resultado que
implica essa estrutura como alvo de eventos plasticos relacionados a
formagdo da memdria disfuncional. O hipocampo recebe projecGes
densas do locus coeruleus (MCNAUGHTON, MASON, 1980;
HARLEY, 1991; 2007; LERANTH, HAJSZAN, 2007), justificando a
modulagdo noradrenérgica sobre as memorias que recrutam essa
estrutura. De maneira consonante, a estimulagdo do locus coeruleus
potencializa as alteragdes plasticas hipocampais (HANSEN,
MANAHAN-VAUGHAN, 2014). Como o antagonismo de receptores
ap-adrenérgicos leva ao aumento na ativagdo do locus coeruleus
(IVANOV, ASTON-JONES, 1995), o resultado obtido no presente
estudo concorda com a literatura. Adicionalmente, a administracdo de
outros antagonistas de receptores o,-adrenérgicos também aumenta a
expressao de Arc no cérebro, verificada por hibridizacdo in situ, embora
esse aumento ndo tenha sido significativo no hipocampo (SERRES et
al., 2012). No entanto, a deteccdo de variagfes na expressdao de RNAm
ndo é uma evidéncia definitiva para comprovar diferencas na expressao
da proteina, ja que 0 aumento na sintese proteica poderia acontecer por
alteragdes nos processos de regulacdo da traducdo sem necessariamente
alterar a transcricdo, i.e., sem uma correlacdo absoluta entre niveis de
RNAm/proteina (CUTLER, 2003). De maneira importante, a maior
ocorréncia de eventos plasticos na CA1 do grupo tratado com ioimbina
pode ser uma evidéncia de um processo potencializado de formacao da
memoria, reforcando a hipdtese da superconsolidacéo.

O aumento na expressdo de Arc na CA3 apenas no grupo em que
ocorreu a hiperativagdo noradrenérgica reforca essa hipétese: a
disposicdo da via trissindptica hipocampal em diversas camadas
neuronais heterogéneas (GD - CA3 - CAl) permite a amplificacdo
dos sinais recebidos pelo cortex entorrinal ao longo dessa alga,
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facilitando a ocorréncia de alteragBes plasticas na CAL, regido que
apresenta grande densidade de neurbnios responsaveis pelo
processamento contextual (MIZUMORI et al., 1999; KNIERIM, LEE,
HARGREAVES, 2006). Dessa forma, como a amplificacdo aconteceria
de maneira gradual entre as camadas hipocampais, alteracdes na
plasticidade seriam inicialmente observadas de maneira significativa nas
porgdes finais dessa via —a CAL — antes que pudessem ser evidentes em
camadas dispostas anteriormente nesse circuito, como a CA3. Uma
interpretacdo possivel para esse resultado é que a potencializagdo da via
trissindptica hipocampal foi tdo pronunciada frente a hiperativacao
noradrenérgica que o aumento de Arc foi evidente também na CA3.
Existe a ideia de que, a0 menos durante a evocacao, a transferéncia da
informacdo entre CA3 e CA1l aconteceria principalmente pela
sinalizacdo noradrenérgica (ZHANG, GUZOWSKI, THOMAS, 2005).
Embora ndo seja definido se esse mesmo padrdo aconteceria durante a
consolidacdo da memodria, a existéncia dessa via de modulacdo
noradrenérgica CA3-CAl reforca essa premissa e sustenta a
interpretacdo quanto ao aumento na expressdo de Arc na CA3. De
maneira geral, 0s nossos resultados sugerem que a expressao aumentada
de Arc pode servir como marcador para estimar a participacdo de
estruturas encefélicas na superconsolidacdo da memoria de medo.
Embora outras estruturas encefalicas estejam implicadas no
circuito neural envolvido com a generalizacdo do medo (GREENBERG
et al., 2013; XU, SUDHOF, 2013), nossos resultados se restringem a
andlise do hipocampo dorsal, considerando o seu papel critico no
processamento contextual (SANDERS, WILTGEN, FANSELOW,
2003) e o fato da generalizacdo do medo ser uma caracteristica que
parece se relacionar diretamente a alteragdes hipocampais, a0 menos no
PTSD (LEVY-GIGI et al., 2015). De fato, a generalizacdo do medo que
ocorre em memdrias remotas tem sido atribuida a maior participacdo do
cortex pré-frontal ao longo do tempo (WILTGEN, SILVA, 2007).
Contudo, deve-se atentar as possiveis diferencas mecanisticas — e até
mesmo neurobioldgicas — que distinguiria a ocorréncia da generalizacéo
do medo com o passar do tempo daquela que foi induzida, a curto prazo,
por um processamento disfuncional de uma meméria aversiva frente a
hiperativacdo noradrenérgica. Como exemplo, a ativacdo noradrenérgica
na amigdala durante a estabilizacdo de uma memoria aversiva recente
foi relacionada a um prejuizo subsequente na extingdo, outra
caracteristica disfuncional da memoria de medo (DEBIEC, BUSH,
LEDOUX, 2011), embora a possivel generalizacdo do medo néo tenha
sido avaliada no estudo. Como a estimulacdo noradrenérgica da
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amigdala causa um aumento na expressao de Arc no cortex cingulado e
hipocampo durante um aprendizado de carater aversivo (HOLLOWAY -
ERICKSON, MCREYNOLDS, MCINTYRE, 2012; MCREYNOLDS et
al., 2014) e a facilitacdo da LTP hipocampal in vivo (IKEGAYA et al.,
1997), pode-se imaginar que a generalizacdo do medo também pudesse
resultar dessa mesma interferéncia. Dessa forma, supde-se que
modulagdes nessas outras estruturas também tenham relevancia para os
efeitos induzidos pela hiperativacdo noradrenérgica, seja pelo fato delas
também receberem proje¢des noradrenérgicas do locus coeruleus
(RADLEY, WILLIAMS, SAWCHENKO, 2008; SARA, 2009;
ZHANG, MULLER, MCDONALD, 2013) ou pela comunicacdo
bidirecional com o hipocampo durante o processamento das memarias
(HOOVER, VERTES, 2007; MAREN, PHAN, LIBERZON, 2013).

O envolvimento do HD na inducédo da generalizagdo do medo foi
confirmado pela sua estimulagdo com noradrenalina. A participacéo
dessa estrutura na generalizacdo do medo ja foi apontada em outros
estudos, sendo induzida, nesse caso, pela estimulagdo de receptores
glicocorticoides (KAOUANE et al.,, 2012). Embora a participacdo
noradrenérgica no hipocampo para a modulacdo das memorias seja
bastante clara (1ZUMI, ZORUMSKI, 1999; HARLEY, 2007), os
resultados apresentados apontam que a estimulacdo de receptores f-
adrenérgicos hipocampais seria suficiente, ao menos nas condicoes
adotadas, para induzir a generalizacdo do medo, em acordo com dados
prévios que indicaram o recrutamento central desses receptores. Como
ja discutido anteriormente, a participagdo desses receptores € bastante
clara na consolidacdo das memérias de medo (IZQUIERDO et al., 1992;
JI, ZHANG, LI, 2003). O recrutamento desses receptores também é
importante para a potencializagdo de uma memdria de medo normal, ja
gue a infusdo de isoproterenol no HD também aumentou a expressao de
comportamentos defensivos frente ao contexto pareado quando um
protocolo de treino fraco foi utilizado, confirmando que a generaliza¢éo
do medo por estimulacdo direta dessa estrutura parece acontecer por
potencializacdo na consolidacdo da memdria gerada pelo treino forte,
sustentando a teoria assintética da generalizagdo do medo.

Uma das teorias atuais para explicar a ocorréncia da
generalizagdo do medo se baseia em principios introduzidos pela
hipotese da marcacdo sindptica (FREY, MORRIS, 1997). Segundo ela,
0s eventos que levam a formacao de memdrias promovem a ativacéo de
diversas sinapses em diferentes intensidades, ao menos levando em
conta o circuito hipocampal. As sinapses ativadas receberiam uma
“marcagdo sinaptica” molecular, responsavel pela captura de proteinas
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estruturais sintetizadas no neurbnio, permitindo alteracdes plasticas
seletivas em sinapses ativadas, processo que sustentaria as modificacbes
necessarias para a representacdo daquela memdria especifica. No
entanto, nem toda ativacdo neuronal causaria 0 mesmo efeito:
estimulagdes de baixa intensidade, embora capazes de marcar a sinapse,
ndo seriam suficientes para induzir a sintese proteica. Dessa forma,
somente sinapses ativadas por estimulagdo alta (mais relevante)
sofreriam modificacdes plasticas, garantindo a precisdo e especificidade
da memdria em formagdo e impedindo, em condi¢cbes normais, a
ocorréncia da generalizagdo (REDONDO, MORRIS, 2011; VIOLA et
al., 2014). A transmissdo noradrenérgica, especialmente via ativacdo de
receptores f-adrenérgicos, teve o envolvimento implicado nessa teoria
como um agente indutor da sintese de componentes proteicos
relacionados a plasticidade (MONCADA et al., 2011). O recrutamento
adrenérgico forneceria 0s componentes moleculares necessarios para a
estabilizacdo até mesmo de sinapses ativadas por estimulos menos
importantes, “incluindo” no traco de memoria representagdes de eventos
periféricos ao principal, ou mesmo ndo relacionados (GERSHMAN,
2014). No presente estudo, a generalizacdo do medo poderia acontecer
por motivos semelhantes: em condicGes extremas de recrutamento
adrenérgico, poderia haver a estabilizacdo de uma rede neural que
englobaria diversas caracteristicas irrelevantes associadas a ocorréncia
do evento traumatico, o que dificultaria a discriminacdo de pistas que
remeteriam especificamente ao evento em si (MORRIS, 2006). Além
disso, esse processo poderia facilitar, ou mesmo subsidiar, a
superconsolidacdo que sustentaria a ocorréncia das demais
caracteristicas anormais das memdrias traumaticas (DUDAI, 2002).
Embora o papel dos receptores [B-adrenérgicos induzindo a sintese
proteica seja descrito no contexto dessa teoria, a determinacdo de
subtipos especificos desses receptores ainda ndo foi determinada.

A generalizagdo do medo induzida pela hiperativagdo
noradrenérgica foi prevenida pelo antagonismo de receptores B,- e Ba-
adrenérgicos localizados no HD. A expressao de todos os subtipos de
receptores B-adrenérgicos é evidente no hipocampo (SUMMERS et al.,
1995; NICHOLAS, HOKFELT, PIERIBONE, 1996; HILLMAN et al.,
2005), embora existam diferencas quanto a expressdo (B; < B, < Bs) que
poderiam justificar variagcbes quanto a acdo da noradrenalina (GIBBS,
SUMMERS, 2000). Adicionalmente, os subtipos de receptores p-
adrenérgicos apresentam uma divergéncia quanto a expressdo em
interneurdnios (COX, RACCA, LEBEAU, 2008; LIU et al., 2014) e até
na membrana nuclear de neurbnios hipocampais (GUO, LI, 2007),
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podendo sugerir mecanismos de transducdo de sinal apés a
internalizacdo desses receptores. Dessa maneira, sdo adicionadas mais
variaveis no recrutamento diferencial desses receptores e na
diversificagdo na sinalizacdo mediada por eles. Nesse contexto, poucos
sdo o0s estudos que contribuem para a elucidacdo do papel de subtipos
especificos de receptores B-adrenérgicos na formacdo da memoria, ja
gue a maioria deles, até hoje, faz uso de ferramentas farmacologicas
desprovidas da seletividade requerida para tal. Quando antagonistas ou
agonistas mais seletivos sdo utilizados, raramente suas atividades se
estendem além dos receptores B;. Embora esses Ultimos tenham fungéo
melhor estabelecida no processamento das memérias (MCGAUGH,
2000; QU, GUO, LI, 2008; MARZO, BAI, OTANI, 2009; DO-MONTE
et al., 2010), a generalizacdo do medo induzida pela hiperativacéo
noradrenérgica parece nao recrutar esses receptores no HD, o que pode
parecer controverso & primeira vista. Contudo, estudos mais recentes
indicam que o efeito excitatério induzido pela ativacdo desses
receptores, demonstrado pelo aumento da excitabilidade neuronal
induzida em fatias de hipocampo (JURGENS et al., 2005), teria um
papel crucial na evocacdo das memodrias, a0 menos nessa estrutura
(FAIZI et al., 2011; MURCHISON et al., 2011; ZHANG et al., 2013).
No nosso caso, mesmo que a dose de atenolol utilizada tenha sido maior
gue a dos demais antagonistas (40 vs. 10 nmol), sua seletividade
provavelmente foi mantida, ja que nenhuma alteracdo foi observada, um
resultado esperado caso o antagonista passasse a bloquear, também,
receptores B, e/ou PBz. De qualquer forma, ndo se pode descartar
definitivamente a possivel participa¢do dos receptores B, ja que apenas
uma dose do antagonista foi utilizada. O uso de agentes com maior
seletividade para receptores P; poderia fornecer evidéncias mais
definitivas quanto a participacéo deles no protocolo adotado.

Alguns estudos indicam o potencial facilitatorio da ativacdo de
receptores 3, sobre a formagdo das memdrias aversivas e processos
plasticos relacionados (HILLMAN, DOZE, PORTER, 2005; JOINER et
al., 2010; QIAN et al., 2012; DANG et al., 2014; LAING, BASHIR,
2014), inclusive frente & sua ativacdo em estruturas encefalicas como o
hipocampo dorsal (HAVEKES et al., 2012), amigdala (MCINTYRE et
al., 2005; QU, GUO, LI, 2008; OUYANG et al., 2012) e cortex pré-
frontal (ZHOU et al., 2013). Mesmo as memarias emocionais de carater
reforcador, como aquelas relacionadas ao abuso de drogas, s&o
facilitadas pela ativacdo desses receptores (BERNARDI et al., 2009;
LALUMIERE, NIEHOFF, KALIVAS, 2010), que podem, inclusive,
recuperar 0 prejuizo de meméria observado em animais idosos
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(RAMOS et al., 2008) ou em modelos de doengas neurodegenerativas
(WANG, ROWAN, ANWYL, 2009; LI et al., 2013c; BRANCA et al.,
2014). Ja a participacdo de receptores Bz-adrenérgicos no processamento
cognitivo é bem menos explorada: os poucos estudos que implicam o
envolvimento deles no processamento das memdrias indicam o seu
papel facilitatério na consolidacdo de memdrias espaciais em aves
(GIBBS, SUMMERS, 2000; GIBBS et al., 2010). Em roedores, alguns
estudos demonstram efeitos centrais de agonistas seletivos (3, como
efeitos antidepressivos/ansioliticos (CLAUSTRE et al., 2008;
TAMBURELLA et al., 2010), reducdo na motivacdo para o consumo de
etanol (BUTLER, CHAPPELL, WEINER, 2014) e ativacdo de
precursores neurogénicos hipocampais (JHAVERI et al., 2010), sem
evidéncias diretas sobre a sua participacdo na memoria.

Reforcando os resultados anteriores, a estimulacdo do HD com
agonistas seletivos de receptores B,- e Bz-adrenérgicos foi suficiente para
induzir a generalizacdo do medo. De maneira interessante, esses dois
receptores apresentam uma afinidade reduzida a noradrenalina quando
comparados ao subtipo B;, havendo a necessidade de uma descarga
noradrenérgica significativa para permitir a sua ativacdo (ZHANG,
OUYANG, THOMAS, 2004). Transpondo essa informacdo para o
contexto clinico, pode-se supor que haveria um recrutamento mais
evidente desses subtipos em condigdes onde uma hiperativacdo
noradrenérgica fosse maior, como o descrito durante a consolidacdo de
memorias traumaticas em pessoas que desenvolveram PTSD (PITMAN,
1989; YEHUDA, MCFARLANE, SHALEV, 1998). Aléem disso,
diferencas quanto ao mecanismo de transducdo de sinal poderiam
justificar o recrutamento de alguns subtipos de receptores . Embora
seja aceito que a ativacdo de receptores p-adrenérgicos, de uma maneira
geral, leve a ativacdo da proteina G, essa regra pode ndo ser aplicavel
em todos 0s casos, ja que 0s receptores By- € Pz-adrenérgicos podem se
acoplar a proteina G; (HUTCHINSON et al., 2002; SCHUTSKY,
OUYANG, THOMAS, 2011; OUYANG et al., 2012). Outros estudos
sugerem que mecanismos mais gerais poderiam ser responsaveis pela
acdo dos subtipos B, e Bz na potencializagdo das memorias, como a
inducdo da glicogendlise no cérebro ou da facilitacdo no transporte de
glicose nos neurdnios (GIBBS, HUTCHINSON, SUMMERS, 2008) e
mesmo no transporte de oxigénio no sistema nervoso central (HARE et
al., 2006). Além disso, ja foi demonstrado que a ativacdo de receptores
B2- e PBs-adrenérgicos localizados na periferia podem ter seus efeitos
mediados pelo éxido nitrico (CALVERT, LEFER, 2013; CONTI et al.,
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2013; BELGE et al., 2014), outra via pouco ortodoxa de transducdo de
sinal frente a ativacdo noradrenérgica.

45.2 A ativagdo noradrenérgica recruta a via nitrérgica no
hipocampo dorsal

A inibicdo da nNOS e GCs no HD preveniu a generalizacdo do
medo induzida pela ioimbina. Esses resultados sd&o o0s primeiros
implicando a participacdo da transmissdo nitrérgica hipocampal na
indugdo da generalizagcdo do medo, ja que a maioria dos estudos se
restringe em avaliar a participagdo do NO em memdrias aversivas
normais (IZQUIERDO et al.,, 1992; JI, ZHANG, LI, 2003). Vale
ressaltar que o aumento na sintese de NO na porcdo ventral do
hipocampo causa alteracdes cardiovasculares (SANTINI et al., 2013),
outra caracteristica observada em pacientes com PTSD e que
acompanha a meméria de medo disfuncional. Dessa forma, talvez outras
caracteristicas do PTSD modeladas pela hiperativacdo noradrenérgica
também dependam do recrutamento nitrérgico.

Confirmando que o recrutamento nitrérgico se deu pela ativagao
noradrenérgica no HD, a inibicio da nNOS também preveniu a
generalizagdo do medo induzida pela estimulacdo direta dessa estrutura
com noradrenalina ou o agonista seletivo de receptores p-adrenérgicos,
isoproterenol. Esse resultado sugere que o recrutamento da via nitrérgica
acontece em sequéncia a ativacdo noradrenérgica (i.e., ‘downstream’),
que utiliza esse neurotransmissor atipico como efetor na potencializa¢éo
da memoria. Embora estudos demonstrem a interacdo noradrenérgica-
nitrérgica no controle do eixo HPA (GADEK-MICHALSKA,
BUGAJSKI, 2008), néo se sabe ao certo se essa interacao seria em nivel
celular (i.e., interacdo durante a transducdo de sinal mediado pela
ativacdo de receptores P) ou entre circuitos neurais, ja que as
interferéncias  farmacoldgicas  foram  realizadas pela  via
intracerebroventricular. Os nossos resultados indicam a possibilidade de
interacdo em nivel celular, ja que ambas as interferéncias foram
realizadas diretamente no hipocampo. Classicamente, 0 NO é um
mediador importante no desenvolvimento de respostas defensivas
rapidas, especialmente naquelas de medo e fuga (GUIMARAES et al.,
2005), sendo que a sua funcdo em substratos neurais relacionados a
elaboracdo de repertdrios defensivos tem sido bastante explorada (DE
OLIVEIRA, DEL BEL, GUIMARAES, 2001). Com base nisso, pode-se
pensar que o envolvimento nitrérgico seria especialmente relevante no
caso das memorias de valéncia negativa. Contudo, o recrutamento da via
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nitrérgica ap0s a ativacdo de receptores B-adrenérgicos localizados no
hipocampo j& foi descrito para memorias de reconhecimento de objeto
(FURINI et al., 2010), sugerindo que essa via de transdugdo também
pode ser relevante para a formacdo de memdrias desprovidas do carater
aversivo. No entanto, o estudo ndo determinou qual o subtipo de
receptor B-adrenérgico é responsavel por esse resultado nesse estudo.
Além dos receptores B-adrenérgicos, alguns subtipos de receptores oy-
adrenérgico também podem recrutar a via do NO por meio da interacdo
com a nNOS (PUPO, MINNEMAN, 2002). Essa possibilidade néo foi
avaliada no protocolo adotado, uma vez que resultados prévios
demonstraram que os receptores oy parecem ndo ser relevante no
desenvolvimento da generaliza¢do do medo.

Embora tanto os receptores - quanto Bsz-adrenérgicos possam se
acoplar a via do éxido nitrico (HARTUNG, CISZEK, NACKLEY,
2014), o recrutamento da via nitrérgica no HD nas condi¢des adotadas €
uma particularidade da ativacdo do subtipo B3, ja que a inibicdo da
nNNOS s6 preveniu o efeito induzido pela sua ativagdo. Embora o
recrutamento nitrérgico por meio da ativacdo de receptores B3 Seja
descrito na literatura, com importancia na fisiologia cardiovascular
(KOU, MICHEL, 2007; ANGELONE et al., 2008; BALLIGAND,
2013; ZHANG et al., 2014), ainda ndo se sabe ao certo o mecanismo de
transducgdo de sinal que levaria a ativagdo da nNOS. Recentemente, foi
determinada que a ativacdo de receptores Pz-adrenérgicos expressos
membrana nuclear de cardiomidcitos aumenta a producdo de NO pela
forma endotelial da NOS (VANIOTIS et al, 2013). Um dos
mecanismos propostos para a ativacdo dessa enzima é a modulacédo dos
niveis intracelulares de AMPc e consequente alteragdo nas
concentracbes de célcio, que regula a sua atividade (FULTON,
GRATTON, SESSA, 2001; GOVERS, RABELINK, 2001).
Perifericamente, a ativagdo de receptores [Ps-adrenérgicos causa 0
recrutamento da via da Racl/PKA/Akt por meio da ativacdo de G,
fosforilando algumas formas da NOS e aumentando a sua atividade
(FIGUEROA et al., 2009; CALVERT, LEFER, 2013). Como a maioria
desses trabalhos foca no estudo de efeitos periféricos da NOS, nédo se
pode transpor imediatamente esses achados para o sistema nervoso
central. No entanto, j4 que alguns efeitos mediados pela ativacdo de
receptores [s-adrenérgicos periféricos parecem ser dependentes de
nNOS (ARAGON et al., 2011), pode-se supor que mecanismos
semelhantes direcionariam o recrutamento da via nitrérgica no sistema
nervoso central.
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Embora a ativacdo dos receptores B,-adrenérgicos também seja
importante na inducdo da generalizacdo do medo, o blogueio da nNOS
ndo preveniu esse efeito, implicando a ocorréncia de outro mecanismo
por trds da sua agdo. Mesmo que a ativacdo da nNOS seja um dos
mecanismos envolvidos com as respostas da ativacdo [3,-adrenérgica na
veia mesentérica (MARTINEZ-CUESTA et al., 1996), sabe-se que
esses receptores podem se acoplar a proteinas G; e G, recrutando vias
diversas — além da nitrérgica — que poderiam ser envolvidas no
processamento da memoria. De maneira interessante, o recrutamento de
receptores f3,-adrenérgicos e ativacdo da proteina Gs também aumentam
a atividade da NOS por facilitar a sua fosforilagdo induzida pela Akt,
mas de maneira Racl/PKA independente, em contraste a resultante da
ativagdo Bs (CALVERT, LEFER, 2013). Uma vez que ja foi
demonstrada a expressao e funcionalidade de receptores p,-adrenérgicos
acoplados a proteina G; no hipocampo (OUYANG et al., 2012), isso
poderia justificar a auséncia do recrutamento nitrérgico induzida por
esses receptores no hipocampo, que supostamente dependeria da
ativagdo via proteina G para o recrutamento da via da Akt. No entanto,
ndo se pode descartar o recrutamento de vias do NO pelos receptores B,
ja que a sua ativacdo poderia aumentar a atividade de outras isoformas
da NOS, como a endotelial, que é expressa constitutivamente no HD
(LIU et al., 2003), com atividade importante paraa LTP (O'DELL et al.,
1994); ou mesmo a forma induzida, cuja expressdo é aumentada no
hipocampo de ratos estressados (HARVEY et al., 2004) e também ¢
envolvida no processamento das memdrias (UDAYABANU et al.,
2008). Dessa forma, experimentos adicionais sdo necessarios para
determinar as vias de transducdo envolvidas com a ativacéo 3,, seja com
0 uso de inibidores de outras isoformas da NOS ou inibidores de outras
vias especificas de transducdo de sinal. O envolvimento de vias de
transduc¢do ““adicionais” pela subunidade Py da proteina G ativada
aumenta as possibilidades de diversificagdo no sinal (LIN, SMRCKA,
2011; KHAN et al., 2013), além da existéncia de mecanismos de
transducdo independentes de proteinas G (TZINGOUNIS, ZASTROW,
YUDOWSKI, 2010), que poderiam estar por tras da generalizagdo do
medo induzida pela ativacao de receptores By-adrenérgicos.

Corroborando os resultados anteriores, a ativacdo direta da via do
NO no HD foi suficiente para induzir a generalizagdo do medo,
confirmando o seu recrutamento downstream a ativagdo noradrenérgica
e implicando a participacdo da rota NO/GMPc hipocampal na formacéo
da memoria disfuncional. Outros estudos ja demonstraram o
envolvimento dessa via no hipocampo (SHEN et al., 2012a) e no nucleo
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accumbens (SHEN et al., 2014) para a formacdo de memdrias
associadas ao abuso de drogas. A via NO/GMPc/PKG aumenta o BDNF
no hipocampo (FURINI et al., 2010), cuja funcéo é clara nos processos
plasticos relacionados a consolidacdo da memdria (TYLER et al., 2002).
No entanto, as a¢des do NO ndo se limitam a essa via, havendo também
a fosforilagdo e aumento da atividade da ERK e CAMKII no hipocampo
(MOOSAVI et al., 2014), e facilitacdo da LTP de maneira independente
das quinases moduladas pelo GMPc, aumentando o nimero de alvos
possiveis para a modulacdo das memérias de medo nesse caso. Por
conta desses efeitos facilitatérios sobre as memodrias, o potencial
terapéutico de farmacos com acdo nitrérgica € sempre considerado
(BARATTI, BOCCIA, 1999; BOCCIA et al., 2011). Por essa razéo,
drogas nitrérgicas relativamente seguras — como inibidores de diferentes
isoformas da fosfodiesterase — sdo investigadas como agentes
nootrdpicos em potencial (SANDERSON, SHER, 2013), especialmente
para 0s casos onde a perda de meméria é patoldgica e relacionada a
progressdo de doencas neurodegenerativas, como o Alzheimer (PUZZO
et al., 2008; ZHIHUI, 2013) e Huntington (SAAVEDRA et al., 2013).
Contudo, 0 uso desses compostos merece maiores estudos, ja que, com
base nos resultados apresentados, a associacdo dos seus efeitos com a
ocorréncia de eventos aversivos poderia levar ao desenvolvimento de
memoarias negativas de valéncia consideravel.

4.6 CONCLUSOES

O recrutamento do hipocampo dorsal, evidenciado pelo aumento
na expressao de Arc, é envolvido na superconsolidacdo da memoria de
medo causada pela hiperativagdo noradrenérgica. Frente & ativagdo de
receptores  B-adrenérgicos localizados no hipocampo  dorsal,
especialmente os subtipos B,- € Bs-, @ memoria de medo foi consolidada
de maneira exagerada, permitindo a generalizacdo do medo. Esses
resultados estendem o conhecimento sobre as bases neurobioldgicas
dessa caracteristica inapropriada, reforcando o papel do hipocampo
nesse processo. Adicionalmente, as diferencas quanto as caracteristicas
farmacoldgicas dos subtipos de receptores B-adrenérgicos, juntamente
com a expressdo heterogénea no cérebro, podem sugerir diferencas
funcionais quanto a sua participacdo em diferentes etapas e processos
relacionados a formagdo das memorias, além do descrito nesse trabalho.
A interacdo entre as vias noradrenérgica e nitrérgica durante a formagéo
de memorias de medo pdde ser dissecada funcionalmente a nivel
hipocampal, fornecendo evidéncias do envolvimento especifico do
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receptor Ps-adrenérgico e da nNOS na indugdo da generalizacdo do
medo. O envolvimento nitrérgico no hipocampo dorsal foi confirmado,
uma vez que o seu recrutamento, por si s, foi suficiente para induzir o
perfil de generalizacdo do medo.
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5

Considerac0es finais e perspectivas

“Todos precisam de memorias, Elas mantém o lobo da
insignificancia longe da porta da frente.”

— Saul Bellow






163

conjunto de resultados apresentado representa uma

atualizacdo do conhecimento relacionado & farmacologia da

modulacdo noradrenérgica das memédrias aversivas, desde

aquelas de cardter normal até as disfuncionais, com
caracteristicas inapropriadas comuns as memorias traumaticas,
incluindo: (1) o fato das diferencas funcionais entre a consolidacdo e a
reconsolidacdo de memdrias adaptativas se estender ao recrutamento de
receptores adrenérgicos; (I1) a generalizacdo do medo ser consequéncia
da potencializagdo da memoria para uma magnitude que suplanta o
limite de expressdo de comportamentos defensivos frente ao contexto
pareado, i.e., ap0s a expressdo de congelamento frente ao contexto
pareado alcangar niveis assintéticos; (l11) diversas caracteristicas
inapropriadas associadas as memorias de medo — e relacionadas ao
PTSD - poderem ser modeladas por meio da hiperativagcdo
noradrenérgica durante a consolidacéo e; (IV) a generalizagdo do medo
induzida pela hiperativacdo noradrenérgica envolver a ativacdo de
receptores B,- e Bz-adrenérgicos no hipocampo dorsal, com recrutamento
especifico da transmissao nitrérgica pelo subtipo 3. De maneira geral,
esses achados encontram-se resumidos na Fig. 43.

Embora as diferencas entre 0s processos de consolidacdo e
reconsolidagdo sejam exaustivamente investigados, 0s nossos resultados
foram os primeiros a evidenciar uma diferenga quanto ao recrutamento
de receptores adrenérgicos. Levando em conta aspectos fisiolégicos e
farmacoldgicos, esses resultados demonstram empiricamente a funcéo
de um sistema de transmissdo composto por diferentes receptores que
respondem a um mesmo neurotransmissor, permitindo a diversificagdo
da transducéo do sinal pelo recrutamento de diferentes tipos de proteinas
G e de cascatas intracelulares subsequentes, além de diferencas quanto a
afinidade pela noradrenalina e expressdo heterogénea no sistema
nervoso central. Dessa forma, a noradrenalina consegue induzir um
espectro amplo de respostas de acordo com o receptor recrutado e/ou
circuitos neurais preferencialmente envolvidos com cada uma das etapas
de estabilizacdo da memoéria. Embora a diferenca no envolvimento de
receptores o3- e PB-adrenérgicos possivelmente aconteca pelo
recrutamento de um conjunto divergente de estruturas encefalicas
durante a consolidacdo e a reconsolidacdo, experimentos subsequentes
s30 necessarios para comprovar essa possibilidade. Adicionalmente, o
aprofundamento do conhecimento acerca dos subtipos de receptores
recrutados em cada um desses casos também poderia ser realizado com
0 uso de ferramentas farmacoldgicas mais seletivas. Nesse sentido, a
escassez de agentes com seletividade adequada para os diferentes
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subtipos de receptores a; sdo um obstadculo. Mesmo que antagonistas
seletivos de subtipos de receptores [-adrenérgicos tenham sido
utilizados para elucidar aspectos relacionados em experimentos finais
desse trabalho, o aprofundamento dos mecanismos farmacoldgicos
relacionados ao processamento de memorias aversivas normais foi
deixado como segundo plano frente a opcdo de direcionar 0s
experimentos seguintes para a formacao de memdrias disfuncionais.

@J ‘E @ Generalizagéo
AN

do medo

? NO

Locus coeruleus

Figura 43. A hiperativa¢do noradrenérgica induz a generalizacdo do medo
pelo recrutamento de receptores P e Ps-adrenérgicos presentes no
hipocampo dorsal. O antagonismo de receptores a,-adrenérgicos, expressos de
maneira significativa no locus coeruleus, causaria um aumento na liberagdo de
noradrenalina no cérebro, ativando receptores .- ¢ B3-adrenérgicos presentes no
hipocampo dorsal. O recrutamento da via nitrérgica acontece como
consequéncia da ativagdo B3, embora 0 mecanismo envolvido na inducéo da
generalizagdo do medo pela ativac¢do B, ndo tenha sido determinada.

Levando em conta o numero restrito de estudos visando
compreender melhor a generalizacdo do medo, o0s experimentos
seguintes focaram na elucidacdo de mecanismos de indugdo dessa
caracteristica inapropriada. A demonstracdo de que a generalizacdo do
medo resulta da potencializacdo da memoria de medo a niveis que
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ultrapassariam a sensibilidade do teste utilizado (i.e., que alcancariam
um nivel maximo de respostas defensivas frente ao contexto pareado)
fornece uma base para a caracterizagdo dessa resposta como
consequéncia da formacdo de memodrias de medo exageradas.
Adicionalmente, a possibilidade de induzir respostas de generalizacdo
do medo ap6s a hiperativacdo noradrenérgica durante qualquer etapa da
estabilizacdo da memoria, desde que niveis elevados da resposta
defensiva sejam atingidos frente ao contexto pareado com os choques,
indica a possibilidade de surgimento de respostas disfuncionais ao longo
do processo dindmico de formacdo e manutencdo das memorias,
informacdo que pode ter um valor translacional quando se leva em
consideragdo o periodo de “incubagdo” geralmente observado para o
diagndstico do PTSD. De maneira interessante, o recrutamento Gnico de
receptores B-adrenérgicos centrais para a generalizacdo do medo indica
que esse parece ser um evento que ndo acontece necessariamente por um
simples “reflexo” dos mecanismos necessarios para a consolidacdo ou
reconsolidacdo da memoria, ja que é independente do recrutamento
diferencial de receptores adrenérgicos evidente nessas etapas.

Como a generalizacgdo do medo é uma das caracteristicas
observadas em pacientes com PTSD, fomos levados a investigar se
outras caracteristicas correlatas também resultariam da hiperativacéo
noradrenérgica. Nesse aspecto, a caracterizacdo das respostas
disfuncionais resultantes do protocolo experimental adotado — como a
generalizagdo do medo persistente, 0 aumento da pressdo arterial, a
sensibilizacdo ao medo, a resisténcia a extincéo, a agentes amnésticos e
antiaversivos — permite a sua utilizagdo como uma alternativa no estudo
de memorias de medo que sejam mais proximas aquelas que originam o
PTSD. A possibilidade de prejudicar a reconsolidagdo da memoria
aversiva e reverter a generalizacdo do medo fazendo uso de agentes
adjuvantes que facilitem a labilizacdo da memoria é um resultado
promissor, que estimula o uso desse protocolo comportamental na
triagem de agentes que possam ter eficacia mesmo nas memorias
disfuncionais de pacientes com PTSD. Mesmo que essa etapa do
trabalho ndo tenha sido o objetivo inicial proposto no projeto de
doutorado, a caracterizagdo preliminar desse modelo animal para o
estudo de memorias disfuncionais pode ter um impacto translacional no
estudo das memorias aversivas. Obviamente, outras caracteristicas
disfuncionais relacionadas ao PTSD permanecem a ser investigadas no
nosso protocolo, como a ocorréncia de anedonia, aumento no consumo
de drogas de abuso ou mesmo a susceptibilidade ao tratamento com
antidepressivos. Embora o perfil de anedonia tenha sido avaliado poucos
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dias apo6s a inducdo da generalizagdo do medo, os resultados foram sido
omitidos, j& que nenhuma diferenca foi observada. Estudos posteriores
devem ser conduzidos na intencdo de verificar a ocorréncia da anedonia
algumas semanas depois, ja que essa caracteristica poderia ter um
desenvolvimento mais lento. Adicionalmente, como a memoria
disfuncional foi induzida pela hiperativagdo noradrenérgica, nao se pode
deixar de levar em conta que a anedonia pode ndo ter sido evidente por
ndo apresentar um grau de relacio muito alto com essa via de
transmiss&o.

Fazendo um aprofundamento farmacoldgico dos mecanismos que
levam & generalizacdo do medo, conseguimos demonstrar a participagdo
do hipocampo dorsal como uma estrutura chave no desenvolvimento
dessa resposta, especialmente pelo recrutamento de receptores B,- € Bs-
adrenérgicos e subsequente envolvimento da via nitrérgica. No cenario
do estudo das memdrias, muitas vezes os agentes farmacolégicos séo
utilizados como ferramentas experimentais, sem a intencdo de esclarecer
0s mecanismos farmacoldgicos envolvidos, o que faz com que a maioria
dos estudos seja restrita ao contexto da neurociéncia, com pouco
impacto na farmacologia. Obviamente, isso ndo é um problema ou
defeito, e muito menos compromete a importancia desses trabalhos. No
entanto, a nossa proposta foi justamente rebuscar uma investigacao que
levasse em conta a farmacologia de uma maneira mais profunda,
aproximando os resultados ao contexto da neuropsicofarmacologia. Por
conta disso, a utilizacdo de agonistas e antagonistas seletivos para
subtipos de receptores PB-adrenérgicos teve como maior objetivo
estender o entendimento dos seus papeis no processamento das
memérias. Pode-se destacar o envolvimento do subtipo Bz nesse caso, ja
gue até pouco tempo eles eram considerados apenas como mediadores
da lipdlise na periferia, como ainda consta na maioria dos livros atuais
de farmacologia. A caracterizacdo desses receptores no processamento
cognitivo abre caminho para estudos futuros e o uso desse receptor
como alvo terapéutico em transtornos relacionados com disfuncGes do
sistema nervoso central. De fato, as possiveis implicagGes clinicas da
modulagdo desse receptor ja sdo especuladas (URSINO et al., 2009).
Quando se leva em conta a baixa afinidade dos receptores Ps-
adrenérgicos pela noradrenalina, tornando a ativacdo desse receptor um
evento muito mais relacionado as situagcbes em que ocorra a liberagdo
macica desse transmissor, aumenta ainda mais a sua relevancia
translacional em potencial. Como as suas fungfes sdo pouco
estabelecidas, esses resultados encorajam mais experimentos buscando
elucidar seu envolvimento no processamento das memorias e,
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translacionalmente, no desenvolvimento do PTSD. A participagéo da via
nitrérgica no PTSD vem recebendo maior atencdo (PALL, 2001;
OOSTHUIZEN, WEGENER, HARVEY, 2005), sendo que um aumento
na expressdo da nNOS foi observado no hipocampo em modelos
animais para o PTSD em roedores (HOU, LIU, XIONG, 2013). Nesse
sentido, alguns estudos em humanos sugerem que a maquinaria
envolvida com a transmissdo nitrérgica poderia estar alterada em
pacientes com PTSD (LAWFORD et al., 2013), implicando essa via na
indugdo/manutencéo e severidade desse transtorno psiquiatrico. Nesse
contexto, o envolvimento nitrérgico merece destaque ndo sé pela
importancia na inducdo da generalizacdo do medo, mas também pela sua
caracterizacdo como uma via recrutada apos a ativacdo Ps-adrenérgica,
embora 0 mecanismo que leve a ativacdo da nNOS ainda nédo tenha sido
determinado. Com isso, os receptores Ps-adrenérgicos e a nNOS
parecem constituir alvos potenciais para o tratamento de memorias
traumaticas, merecendo destaque em estudos posteriores. Contudo,
ainda resta aprofundar aspectos neurobioldgicos e farmacoldgicos
relacionados a indugcdo das demais caracteristicas disfuncionais da
meméria gerada frente a hiperativacdo noradrenérgica em estudos
posteriores.
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