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RESUMO

A generalizacdo do medo é descrita como a tendéncia de um
estimulo ndo-associado ao evento aversivo original gerar uma resposta
condicionada. Para memdrias aversivas € comum haver certo grau de
generalizagdo, ou seja, as respostas defensivas raramente sdo limitadas a
situacBes ou estimulos relacionados ao evento aversivo, 0 que, por sua
vez, permite aos individuos reagir apropriadamente ao ambiente dindmico
a que estdo rotineiramente expostos. Assim, a generalizacdo pode ser
interpretada como um processo natural e adaptativo do ponto de vista
evolutivo. Por outro lado, no caso de alguns transtornos psiquiatricos, por
exemplo, a generalizacdo pode resultar na expressdo de respostas
defensivas inapropriadas, tornando este fenémeno de tamanha
importancia clinica. Apesar de ndo se tratar de um tema recente, grande
atencdo tem se voltado na compreensdo de mecanismos envolvidos, 0s
quais destacam a natureza complexa deste fendmeno. O que se especula é
gue a expressdo generalizada de medo se da pela evocacdo da memdria
original em um contexto diferente. Assim, o objetivo do presente estudo
foi o de investigar os efeitos de intervencBes farmacoldgicas antes e/ou
ap6s a expressdo generalizada de medo sobre a resposta de medo
condicionada ao contexto pareado. Para este fim, ratos Wistar machos
foram submetidos ao protocolo de condicionamento aversivo contextual
(contexto A pareado com 3 choques de 0,7 mA) sequido da administracédo
sistémica de ioimbina (i.p. 2,0 mg/kg - antagonista de receptores a2-
adrenérgicos) para indugdo da generalizagdo das respostas defensivas.
Demonstramos que duas, mas ndo uma, exposi¢des ao contexto ndo-
pareado (contexto B), seguidas da administracdo de clonidina (i.p. 0,3
mg/kg - agonista de receptores a2-adrenérgicos) atenuam a expressao de
congelamento no contexto pareado (contexto A) no dia seguinte a Gltima
manipulacdo. A administracdo de D-cicloserina (i.p. 15 mg/kg — agonista
parcial de receptores glutamatérgicos NMDA) previamente a uma unica
exposicdo ao contexto ndo-pareado seguida da administracdo de clonidina
tornou a memdria original mais susceptivel a acdo amnésica da clonidina
ap6s a exposicdo ao contexto pareado. O tratamento prévio com
ifenprodil (1 mg/ml — antagonista da sub-unidade GIuN,B do receptor
glutamatérgico NMDA) no hipocampo dorsal bloqueou parcialmente os
efeitos da clonidina apos reativacdo no contexto pareado, indicando que
os efeitos observados estdo relacionados, pelo menos em parte, a
alteracdo do perfil de labilizacdo da memoria potencializada e que o
hipocampo pode ser um sitio de grande interesse para investigacdes
futuras. Juntos, estes dados indicam a possibilidade de atenuar uma



meméria aversiva a partir de um contexto ndo associado ao evento
aversivo original, sugerindo que, nesta ocasido a memoria pode ser
reativada, desestabilizada e até mesmo modulada com o uso de drogas
amnesicas.

Palavras-chave:  Generalizagdo do  medo, Modulagéo
farmacoldgica, Memdria aversiva; Condicionamento aversivo.



ABSTRACT

The fear generalization is described as a tendency of a similar
stimulus to the original aversive one in generate conditioned responses. It
is common aversive memories have a certain degree of generalization.
Defensive responses are rarely limited to situations or stimuli related to
the aversive event, which in turn, allow individuals to react appropriately
to the dynamic environment where they are routinely exposed. Thus, fear
generalization can be interpreted as a natural and adaptive process from
the evolutionary point of view. On the other hand, in the case of some
psychiatric disorders, for example, the generalization may result in the
expression of inappropriate defensive responses, making this
phenomenon of such clinical importance. Great focus has been placed on
understanding the involved mechanisms, which highlights the complex
nature of this phenomenon. The hypothesis of this work is that the
expression of generalized fear is related to the retrieval of the original
memory in a different context. Consequently, the aim of the present study
was to investigate the effect of pharmacological intervention around the
exposure to a novel context on the fear response to a familiar one (paired
context). To achieve this goal, male Wistar rats were subjected to
contextual fear conditioning (context A paired with 3 footshocks of
0.7mA) followed by systemic injection of yohimbine (i.p. 2.0 mg/kg - a2-
adrenoceptor antagonist), which leads to an expression of generalized
response of fear. We have shown that two, and not one, exposures to the
novel context (context B), followed by administration of clonidine (i.p.
0.3 mg/kg - a2-adrenoceptor agonist) attenuated freezing expression in
the paired context (context A) on the day after the last manipulation. D-
cycloserine injection (i.p. 15 mg/kg - a partial agonist of the
glutamatergic NMDA receptor) before a single context B exposure
followed by systemic administration of clonidine rendered the original
memory more susceptible to reconsolidation disruption by clonidine after
paired context exposure. The previous administration of ifenprodil (an
specific GIuN2B-containing NMDA receptor antagonist) in the dorsal
hippocampus partially blocked the effects of clonidine after retrieval in
the paired context, what indicates that the clonidine effects are in part due
to a change in the memory destabilization into hippocampus and it can be
a site of great interest for future investigations. Altogether, these results
indicate the possibility of attenuating traumatic-like memory after the
exposure to a context not associated with the original aversive event,
suggesting that, in this situation, memory would be retrieved, destabilized
and further impaired by reconsolidation blockers.



Key words: Fear generalization, Pharmacological intervention,
Fear memory.
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INTRODUCAO

1.1 MEMORIA

A capacidade de reter informagdes ao longo do tempo em forma
de representacBes internas é chamada de memdria (DUDAI, 2002).
Estas representagdes sao codificacdes a nivel neuronal das experiéncias
prévias a que um individuo é exposto durante sua vida, sendo capazes de
guiar seu comportamento (DUDAI 1989). Desta forma, é possivel
afirmar que as memdrias representam a esséncia humana, moldando o
seu modo de agir e pensar, ou seja, sua personalidade.

“Recordagdo é um processo cognitivo
fundamental que auxilia praticamente todas as
outras fungdes cognitivas importantes... Uma vez
gue sem memdria ndo se poderia sequer pensar,
alguns filésofos vao ainda mais longe com a
alegacdo de que a memdria é a marca do ser

humano”.
(BERNECKER, 2010).
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1.1.1 Memorias aversivas: influencia emocional no
processamento mnemonico

“Nosso cérebro, notavel como ele é, ndo
poderia reter e dar o mesmo valor para cada
experiéncia de nossa vida.”

(GLORE, 1987)

A investigacdo de processos e sistemas neurobioldgicos que
contribuem para diferencas na relevancia de nossas memdrias indica que
experiéncias atreladas a emocdo sdo capazes de ativar sistemas
hormonais e cerebrais, os quais regulam a consolidacdo de experiéncias
recentemente adquiridas (ROOZENDAAL e MCGAUGH, 2011;
IZQUIERDO, FURINI, MYSKIW, 2016). Assim, a emocdo envolvida
em uma determinada situacdo pode claramente influenciar no
armazenamento da memoria relacionada a este evento (MCGAUGH,
2013), sendo fundamental para a distin¢do e processamento das centenas
de informac@es a que somos expostos diariamente (ETKIN, BUCHEL e
GROSS, 2015).

Estd demonstrado que experiéncias emocionalmente relevantes
sd0 capazes de gerar memorias robustas e persistentes
(ROOZENDAAL, BARSEGYAN, LEE, 2008). Isto garante o
armazenamento de informac6es relevantes, que permitirdo identificar,
antecipar e evitar possiveis estimulos que ameacam a integridade do
organismo em encontros futuros. Por exemplo, experiéncias aversivas e
a posterior evocacdo da memdria relacionada a tal evento (para reviséo
ver IZQUIERDO, FURINI, MYSKIW, 2016) geralmente sdo
acompanhadas da expressado de respostas comportamentais e fisiologicas
adaptativas relacionadas, tal qual o medo, com base ao que ja foi
experimentado/presenciado pelo individuo (GROSS E CANTERAS,
2012; DYMOND, 2014; LEDOUX e PINE, 2016).

No entanto, em alguns casos, a codificacdo das memébrias
aversivas pode tornar-se inadequada (ITZHAK; PEREZ-LANZA,
LIDDIE, 2014) e o estresse severo e/ou cronico, pode, muitas vezes,
apresentar-se como uma fonte de transtornos afetivos (YEHUDA,
JOELS, MORRIS, 2010; QUERVAIN, SCHWABE E ROOZENDAAL,
2017), tais como ansiedade generalizada, depressdo e transtornos
relacionados a trauma e estressores, tais como transtorno de estresse
pos-traumatico (TEPT) e fobias (American Psychiatric Association,
2013).
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A maior compreensdo dos mecanismos através dos quais a
emocdo e o estresse influenciam os processos cognitivos pode ter
implicacGes potenciais em termos de prevencdo e tratamento, bem como
na melhora da qualidade de vida dos pacientes acometidos por tais
transtornos (SHIN e LIBERZON, 2010; PARSONS e RESSLER, 2013;
AGREN, 2014), justificando o interesse no modelamento pré-clinico de
memérias traumaticas muito intensas e de dificil intervengéo.
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1.1.2 Etapas da memdria

1.1.2.1 Consolidando uma memoria: do aprendizado ao
armazenamento da informacao

O aprendizado refere-se a aquisicdo de uma nova informacao,
com base nas experiéncias vivenciadas pelo individuo (DUDAI, 2002).
Essas novas informagdes sdo convertidas em um traco de memoria, em
um processo referido como codificacdo ou “encoding” da memdria
(DUDAL, 2002). A partir dai, em uma janela de tempo estabelecida
(IZQUIERDO et al., 1999), este traco de meméria é estabilizado
gradualmente (DAVIS e SQUIRE, 1984; GOELET et al.,, 1986;
MCGAUGH, 2000; WIXTED e CAl, 2013) — processo conhecido hoje
como consolidacao (Figura 1).
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Figura 1 — Representagdo esquematica do processo de consolidacdo da
memoria. Ap6s a aquisicdo de uma informagdo, o trago de memdria é estabilizado
gradualmente e torna-se permanente através da consolidacdo. Ja se sabe que este
processo é dependente de modificagdes sindpticas nos circuitos neurais (adaptado de
GAZARINI, 2015).

A teoria da consolidagdo foi primeiramente proposta por Muller e
Pilzecker, em 1900, em seu trabalho “Contribuicdes Experimentais para
a Teoria da Lembranga”, no qual demonstraram em humanos, que a
meméria de uma informacdo recentemente aprendida poderia ser
interrompida pela aquisicdo de outro tipo de informacdo logo apds o
aprendizado inicial (MULLER e PILZECKER 1900; LECHNER,
SQUIRE E BYRNE, 1999). Estes achados trouxeram a tona a dindmica
temporal de formacdo das memdrias, demonstrando que as mesmas nao
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se estabelecem instantaneamente (DUDAI, 2004), e sim, que s&o
necessarios processos subjacentes para a estabilizacdo gradual da
informacdo apds sua aquisicdo, periodo no qual a memoria ainda esta
susceptivel a acdo de interferentes (MULLER; PILZECKER, 1900;
SARA 2008; SQUIRE et al., 2015). Ignorada por quase meio século, a
teoria da consolidagdo foi retomada em 1949, quando duas publicacGes
relataram que o choque eletroconvulsivo apds o aprendizado era capaz
de induzir experimentalmente amnésia retrograda em roedores
(DUNCAN, 1949; GERARD, 1949), o que levou, posteriormente, a
uma série de estudos a cerca deste tema (GLICKMAN, 1961;
MCGAUGH, 1966).

Uma explicacdo fisiologica para o conceito de consolidacdo
proposto previamente por Miller e Pilzecker foi fornecida no mesmo
ano por Donald Hebb (HEBB, 1949) que prop6s um processo de reforgo
e de remodelamento sinaptico, possivelmente envolvido com a retencdo
das memérias (HEBB, 1949; MILNER, SQUIRE e KANDEL, 1998;
JOHANSEN et al., 2011). Somente anos apds, em 1973, Bliss e Lgmo
demonstraram experimentalmente a potencializacdo de longa duracdo
(LTP — da sigla em inglés para Long-Term-Potentiation), a partir da
estimulacdo repetida de fibras nervosas de vias hipocampais, 0 que
aumentava o potencial excitatorio de neurdnios pds-sindpticos e
sustentava a modificacdo da eficiéncia da transmissdo sinaptica. Este
fendmeno eletrofisiolégico foi sugerido mais tarde como mecanismo
sindptico béasico para o armazenamento de memoérias (BLISS &
COLLINGRIDGE, 1993).

Nos anos posteriores muitos outros trabalhos surgiram e ajudaram
a construir a base do que se sabe até hoje a respeito de consolidagéo,
incluindo os modelos de “consolidacdo sinaptica” e “consolidacdo
sistémica”.

O termo consolidacdo sindptica descreve eventos a nivel
molecular e/ou celular, os quais envolvem uma rede de respostas
seriadas e coordenadas (IZQUIERDO et al., 2006; GOLD, 2014), que
aconteceriam dentro de poucas horas apés o aprendizado, relacionados a
estabilizacdo gradual da meméria (MCGAUGH, 2000; WIXTED e CAI
2013). Vérias estratégias farmacoldgicas, genéticas e de lesdo seletiva
permitiram um melhor entendimento dos sistemas cerebrais e dos
processos moleculares envolvidos na consolidagdo sindptica (ABEL e
LATTAL, 2001; Para revisdo ver 1IZQUIERDO, FURINI, MYSKIW,
2016). Entre eles estdo: (1) remodelamento de espinhos dendriticos em
diferentes estruturas cerebrais mediante o recrutamento de receptores
glutamatérgicos AMPA (LEUNER et al., 2003; RESTIVO et al., 2009;
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VETERE et al., 2011); (2) cascatas de transducdo de sinal intracelulares
envolvendo monofosfato ciclico (AMPc) (IZQUIERDO, FURINI,
MYSKIW, 2016). O AMPc, por sua vez, apresenta grande importancia
para a ativagdo de fatores de transcricdo e promogdo da expressdo
génica (BYLUND, 2007) que acarretam na (3) sintese de novas
proteinas. A sinapse ativada é entdo marcada por modificagdes pos-
traducionais de proteinas sinapticas ou pela reorganizacdo de tais
proteinas (NADER, SCHAFE, LEDOUX, 2000; DUDALI, 2002).

A consolidacdo sistémica, por outro lado, se refere a um processo
de transferéncia ou reorganizacao estrutural da memdria e descreve uma
mudanca tempo-dependente dos sistemas cerebrais que mantém o traco
de memoéria (MCCLELLAND et al., 1995; WINOCUR et al., 2010;
FORCATO, FERNANDEZ, PEDREIRA, 2014). Ja foi demonstrado,
por exemplo, que para memdrias inicialmente mais dependentes do
hipocampo, como as memorias contextuais, haveria um aumento da
complexidade e conectividade de regifes corticais com o tempo
(DUDAI, 2004; KNIERIM, LEE, HARGREAVES, 2006; WILTGEN;
SILVA, 2007). Ou seja, mudangas graduais no cortex, as quais ji se
iniciam com o aprendizado, se estabelecem para as memorias de longa
duragdo, tornando o hipocampo gradualmente menos importante para
armazenamento e evocagdo da informagdo (WIXTED e CAIl 2013;
SQUIRE et al., 2015).

1.1.2.2 A membria consolidada ndo é imutivel: Processos de
evocacdo, labilizacdo e reconsolidacdo da meméria

Por muito tempo acreditou-se que as memdrias se tornavam
imutaveis apds sua consolidacdo e armazenamento (KINDT e
EMMERIK, 2016). Donald Lewis desafiou esta premissa demonstrando
gue uma memoria poderia ser modulada apds sua evocacdo (LEWIS,
1979). Lewis e colaboradores observaram que apo6s a apresentacdo de
uma pista associada ao aprendizado, a memoria se tornava suscetivel aos
efeitos amnésicos do choque eletroconvulsivo. Assim, sugeriu-se que,
mediante evocacdo, uma memoria poderia entrar em um estado labil
semelhante ao que ocorre apés sua aquisicdo (MISANIN, MILLER,
LEWIS, 1968; LEWIS, 1979). A evocacdo da memoria pode ser
conceitualmente definida como processo pelo qual uma informacéo
previamente adquirida pode ser retomada (Figura 2). Este processo €
composto de duas fases: reativacdo e a expressdo, sendo a reativacao
relacionada a ativacdo dos sistemas neurais que codificam o traco de
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memoéria, a qual pode ou ndo manifestar-se comportamentalmente
(expressdo) (LEWIS, 1979; TULVING, 1983; LEE e FLAVELL, 2014).
O processo de evocacdo pode, em condi¢cdes determinadas, levar a
desestabilizacdo da memoria, tornando-a labil novamente (MISANIN;
MILLER; LEWIS, 1968; LEWIS, 1979; KINDT e EMMERIK, 2016).
Os mecanismos relacionados a labilizacdo da memdria serdo discutidos
mais adiante.
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Figura 2 — Representacéo esquematica dos processos de evocacao e labilizagdo de
uma memoria. A memdria consolidada ndo é imutavel, encontra-se apenas em um
estado de estabilidade sindptica. Uma vez armazenadas, estas memorias podem ser
acessadas/evocadas novamente a qualquer momento. Sobre algumas condigdes, este
processo de evocacdo pode levar a desestabilizagdo desta memoria, tornando este traco
de memoria labil e vulneravel a interferentes, sejam elas intervengdes experimentais ou
farmacoldgicas, capazes de alterar a memoria original (adaptado de DUNBAR e
TAYLOR, 2016).

Apesar da possibilidade de que uma memoria pudesse ser
“rearmazenada” ter sido cogitada ja na década de 70 por Lewis e
colaboradores, esta fase labil adicional ndo recebeu tanta importancia até
1997, quando Przybyslawski e Sara demonstraram que a memoria
espacial em ratos poderia ser prejudicada ap6s a sua evocacdo, através
do antagonismo  de  receptores  glutamatérgicos = NMDA
(PRZYBYSLAWSKI; SARA, 1997). A partir dai o conceito de
reconsolidacdo foi introduzido para explicar o processo pelo qual as
memérias previamente consolidadas séo estabilizadas novamente apés a
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evocacdo (Figura 3), 0 que seria necessario para sua permanéncia ao
longo do tempo (NADER, SCHAFE, LEDOUX, 2000; SARA, 2000;
ALBERINI 2005). Nos ultimos anos, este fenébmeno de reconsolidacéo
recebeu maior atencdo tedrica e uma importante confirmacéao
experimental, sendo demonstrada em uma grande variedade de espécies
(incluindo os seres humanos) e em diferentes tarefas de aprendizado
(NADER, SCHAFE, LEDOUX, 2000; ANOKHIN et al., 2002;
EISENBERG et al.,, 2003). Przybyslawski e colaboradores (1999)
demonstraram, por exemplo, a possibilidade de atenuar uma meméria
aversiva através do uso de um antagonista de receptores B-adrenérgicos,
o propranolol, administrado apds a sessdo de evocacdo, tratando da
natureza gradual do fenbmeno reconsolidacdo (PRZYBYSLAWSKI,
ROULLET, SARA, 1999). Nader e colaboradores (2000) também
demonstraram que a inibi¢do da sintese proteica na amigdala basolateral
(ABL) apds a evocacdo de uma memoria de medo j& estabelecida
resultava em um prejuizo dessa memoéria (NADER, SCHAFE,
LEDOUX, 2000).
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Figura 3 — Representacédo esquematica do processo de reconsolidacdo de uma
memdria. Uma vez labilizada, o processo de re-estabilizagdo ou reconsolidacdo é
iniciado para que a memdria original seja mantida e/ou modificada. A
reconsolidacdo, por sua vez, requere alguns processos bioquimicos tais como a
sintese de proteinas de novo para o remodelamento da memoria apds evocagdo
(adaptado de DUNBAR e TAYLOR, 2016).
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PropbGe-se que a reconsolidacdo apresente funcdo dinamica
(ALMEIDA-CORREA E AMARAL, 2014; Para revisio ver:
FORCATO, FERNANDEZ E PEDREIRA, 2014) e adaptativa,
possibilitando a manutencdo da precisdo da memoéria (TRONSON e
TAYLOR, 2007; HARDT et al, 2010), o enfraquecimento e/ou
fortalecimento de determinadas informagdes da meméria (SARA, 2000;
DUDAI, 2006) ou a atualizagdo (updating) mediante a adicdo de novas
informacGes & memdria previamente armazenada (MORRIS et al., 2006;
LEE, 2010). Isto porque, uma vez labil, a memdria se torna novamente
vulnerdvel e passivel de modulacdo através de interferentes
farmacoldgicos (MISANIN; MILLER; LEWIS, 1968; LEWIS, 1979;
FRENKEL; MALDONADO; DELORENZI, 2005; TRONSON et al.,
2006), alteragdes experimentais (DEVIETTI et al., 1973) ou ainda,
através da incorporacdo de informacGes emocionais contrastantes ao
tragco mnemonico (ex. experiéncia apetitiva incorporada & uma memoria
traumatica) (LANE et al., 2015; HAUBRICH et al., 2015; MONTI et
al., 2016).

Cada vez mais aumenta o interesse em compreender 0s
mecanismos moleculares envolvidos nos processos de desestabilizacdo
e, consequente, reconsolidacdo de uma memdria (KIM, MOKI, KIDA,
2011). J& se sabe que na auséncia da degradacdo proteica inicial,
mediada pelo complexo ubiquitina-proteossoma, a memdria permanece
no estado consolidado (LEE et al., 2008; SOL FUSTINANA et al.,
2014). A atividade de proteassoma, por sua vez, parece ser regulada pela
concentracdo e expressdo da proteina quinase dependente de
calcio/calmodulina, a CaMKIIl (JAROME et al., 2016). E comprovada a
importancia de receptores NMDA contendo a subunidade GIuN,B (BEN
MAMOU et al.,, 2006; MONTI et al., 2016), de canais de célcio
dependente de voltagem do tipo L e do receptor canabinoide do tipo 1
(rCB1) para a desestabilizacdo da memédria (SUZUKI et al., 2008; KIM,
MOKI, KIDA, 2011). Além disso, Rao-Ruiz e colaboradores (2012)
comprovaram que a evocacdo da memoria de medo contextual induz
uma alteracdo temporal bifasica na expressdo de AMPA contendo a
subunidade GIuA; no hipocampo dorsal. Este perfil de translocagéo
(trafficking) de AMPA seria mediado pela atividade do receptor
NMDA, o que é fundamental para a desestabilizacdo e, consequente,
reconsolidacdo da meméria (LOPEZ et al., 2016). Uma vez que a
reconsolidacdo seja caracterizada como processo de re-estabilizacdo da
memoéria, alguns  mecanismos  moleculares  adicionais  sdo
comprovadamente relacionados a este processo (FORCATO,
RODRIGUEZ, PEDREIRA, 2011), como por exemplo, o perfil de
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translocagdo (trafficking) de AMPA, descrito anteriormente, seria
gradualmente revertido ao longo do tempo de re-estabilizacdo (RAO-
RUIZ et al., 2011; JAROME et al., 2012; HONG et al., 2013). Ainda, é
demonstrado que a reconsolidagdo requer um aumento na proporgéo de
receptores NMDA contendo a subunidade GIuN,A (MILTON et al.,
2013), o que é acompanhado do aumento da fosforilagdo de CREB
(sigla do inglés “CAMP response element-binding protein”) (LIU et al.,
2004). Além disso, hd 0 aumento na expressdo de zif-268 (LEE, 2010) e
a sintese de novo proteinas para o remodelamento da memaria apos
reativacdo (NADER, SCHAFE, LEDOUX, 2000; LEE, 2008).

A compreensdo dos aspectos dindmicos da fun¢do mnemoénica
normal, no que se refere aos substratos moleculares para a labilizagéo e
reconsolidacdo de uma memoria de medo é de suma importancia para o
estudo de transtornos psiquiatricos caracterizados por memdrias
emocionais excepcionalmente robustas e persistentes, visto que uma das
estratégias mais bem estabelecidas da terapéutica atual ¢ a interferéncia
com a re-estabilizagdo da memoria (SOETER e KINDT, 2013).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4009423/#B28
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1.2 GENERALIZACAO DO MEDO

A generalizacdo a partir de experiéncias passadas é um ato
cognitivo que permite o recrutamento de comportamentos adequados em
situagdes semelhantes, mas ndo iguais, no futuro. Roger Shepard
abordou o tema “generaliza¢do” em 1987, pontuando de forma assertiva
sua importancia do ponto de vista adaptativo:

“Ja que é improvavel que qualquer objeto
ou situagdo experimentada por um individuo
ocorra exatamente da mesma forma ou contexto,
a primeira lei geral da psicologia deve ser a lei de
generalizaco dos estimulos.”

(SHEPARD, 1987)

A generalizacdo do medo, por sua vez, pode ser traduzida como
fendmeno através do qual um estimulo perceptualmente similar (e ndo
necessariamente relacionado) a um evento aversivo prévio pode
desencadear uma resposta comportamental semelhante. (ONAT e
BUCHEL, 2015; WHALLEY, 2015). Apesar de ndo se tratar de um
tema recente, este fendmeno tem recebido maior atencdo nas ultimas
décadas (SOETER e KINDT, 2013; ANDREATTA et al., 2015;
TINOCO-GONZALEZ et al., 2015; DUNSMOOR e PAZ, 2015), ndo
apenas por seu carater adaptativo, mas principalmente pela importancia
clinica deste fenbmeno e sua relagdo com o desenvolvimento de
transtornos psiquiatricos (KLEIM, EHLERS, 2008; JOVANOVIC et al.,
2009; KOSTEK et al., 2014; Para revisdo ver DYMOND et al., 2014;
BESNARD E SAHAY, 2015).

Este fenébmeno pode ser interpretado como um processo dindmico
e esperado do ponto de vista temporal, visto que com a redistribuicdo
gradual do traco de memoria para regides corticais (WILTGEN e
SILVA, 2007; EINARSSON et al., 2015) ha uma perda natural da
precisdo para as pistas contextuais (JASNOW et al., 2016). Desta forma,
pode-se dizer que a ocorréncia deste fendmeno seria uma consequéncia
da dinamica estrutural de processamento das memorias ao longo do
tempo (WILTGEN e SILVA, 2007; EINARSSON et al.,, 2015),
conforme descrito e observado por diversos autores para memdrias
remotas (DUDAI, 2004; BIEDENKAPP e RUDY, 2007; WILTGEN e
SILVA, 2007; RUEDIGER et al., 2011; EINARSSON et al., 2015).

Autores destacam  estruturas encefdlicas associadas &
generalizacdo de medo (XU, SUDHOF, 2013) tais como amigdala
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(GHOSH e CHATTARIJI, 2015), cortex pré-limbico (PORTES, 2016;
VANVOSSEN et al., 2017) e cortex cingulado anterior (EINARSSON
et al., 2015; CULLEN et al., 2015). Wiltgen e colaboradores (2010)
demonstraram para memorias condicionadas remotas, que o cortex seria
o0 principal resposavel por manter memarias contextuais generalizadas.
Em adicdo ao recrutamento de regides corticais, a regido CAl do
hipocampo ventral (HV) também contribui no controle de mecanismos
relacionados a generalizacdo do medo para memorias mais antigas (Para
revisdo ver: JASNOW et al., 2016). No que diz respeito ao papel do
hipocampo na generalizacdo de medo (KHEIRBEK et al.,, 2012;
GAZARINI, 2014; BESNARD e SAHAY, 2016), este ja é bem
reportado na regulacdo da especificidade de memdrias episodicas
através do controle de mecanismos de “pattern completion” (pProcesso
gue permite que pistas parciais sejam capazes de reativar a memoria
completa, através da rede auto-associativa de neurdnios piramidais da
regido CA3) e “pattern separation” (processo que permite a codificagdo
distinta de tracos de memoria de experiéncias semelhantes), além da
regulacdo da neurogénese hipocampal (JASNOW et al., 2016; para
revisdo ver KHEIRBEK et al., 2012). Nos dltimos anos tem se
destacado, ainda, o papel do nlcleo reuniens (NR) do tadlamo em
controlar a especificidade e generalizacdo através do processamento da
informacédo, sugerido como estrutura crucial para um suposto circuito
envolvendo cortex pré-frontal e hipocampo (XU, SUDHOF, 2013).

De forma importante, alguns trabalhos ja demonstraram a
ocorréncia da generalizacdo de medo também para memorias recentes
(descrita até um dia ap6s formacdo da memoria) (LYNCH et al., 2013;
GAZARINI et al., 2014), relacionando-a positivamente com a
potencializacdo da memoéria de medo (KAOUANE et al., 2012;
GAZARINI et al., 2014). Neste caso, sugere-se que este fendmeno
esteja associado a um processamento diferencial ja durante a etapa de
consolida¢do da memoria aversiva, ainda que 0s mecanismos envolvidos
ndo estejam totalmente elucidados (JASNOW et al., 2016).

Muito ainda precisa ser discutido a respeito da etiologia da
generalizagdo de medo, bem como sua relagdo com o desenvolvimento
de transtornos relacionados ao trauma e estressores, levando em conta a
integracdo de pontos de vista clinicos em curso e teorias tradicionais
sobre a natureza dindmica da memaria (JASNOW et al., 2016).
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1.2.1 Generalizacdo: Importéancia adaptativa X Componente
de memodrias aversivas disfuncionais

Como ja mencionado, a generalizacdo do medo tem grande
importancia adaptativa, atuando como um mecanismo de alerta quando
o individuo é exposto a situagcGes com certa similaridade aquelas que
ofertaram riscos no passado (XU e SUDHOF, 2013; DUNSMOOR e
PAZ, 2015). Especificamente para memorias aversivas, respostas
defensivas raramente sdo limitadas a situagcbes ou estimulos
relacionados ao trauma, sempre ha certo grau de generalizagdo (XU e
SUDHOF, 2013). Apesar disso, ¢ importante que haja especificidade
(Figura 4) suficiente a fim de evitar respostas exageradas ou
desnecessarias (XU e SUDHOF, 2013; DUNSMOOR e PAZ, 2015).

GENERALIZACAO

PRECISAO

Figura 4 — Importancia funcional do balango entre precisao e generalizacdo na
dindmica comportamental em resposta a possiveis ameacas. Para revisdo ver
DUNSMOOR e PAZ, 2015.

Em algumas situagdes, por exemplo, experiéncias intensamente
aversivas podem ser capazes de gerar representacdes neurais que levem
a respostas emocionais exageradas ou desajustadas por causa de uma
percepcdo inadequada da proximidade da ameaga (BESNARD e
SAHAY, 2015). Neste caso, ha uma distorcdo da iminéncia de perigo,
de tal forma que situagbes consideradas como “neutras” e nao
necessariamente relacionadas ao aprendizado inicialmente aversivo,
desencadeiam a expressdo exagerada de comportamentos defensivos
(PERUSINI e FANSELOW, 2015). Este fenbmeno é caracterizado
como uma generalizagdo inapropriada (ou “over-generalization™) por
diversos autores (KHEIRBEK et al., 2012; LISSEK, 2012; BESNARD e
SAHAY, 2015).
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Desta forma, é crescente 0 nimero de trabalhos que discutem a
importdncia da generalizacgdo do medo como uma caracteristica
determinante no desenvolvimento de transtornos relacionados ao trauma
e estressores (LISSEK, 2012; TINOCO-GONZALEZ et al., 2015),
como o Transtorno de Estresse P6s Traumatico (TEPT), nos quais a
expressdao de medo se da excessivamente e/ou de tal forma que nédo
possa ser atribuida a uma situacdo ou objeto especifico, perdendo seu
carater adaptativo e protetor (KHEIRBEK et al., 2012).

1.2.2 Estudo da generalizacdo do medo: Protocolo de
condicionamento aversivo contextual

No que se refere ao estudo das bases neurais que sustentam o
aprendizado associativo desde a experiéncia, armazenamento de
memoérias e  expressao  comportamental, maiores  avangos,
principalmente em modelos pré-clinicos, tém sido feitos através de
estudos utilizando o condicionamento de medo pavloviano e suas
variagBes. Este protocolo foi primeiramente proposto por Paviov (1927)
e é considerado até hoje como uma ferramenta muito Util e que permite,
também, o estudo de memorias aversivas, a compreensao de suas fases e
caracteristicas, estruturas encefalicas envolvidas, além de drogas
capazes de interferir com sua formacgéo e manutencdo (AGREN, 2014).

O condicionamento aversivo € um processo através do qual um
estimulo neutro (EN, incapaz de causar, por si sO, alguma resposta
comportamental; ex.. som ou pista contextual) pode ser associado a
apresentacdo de um estimulo incondicionado (EI, aquele naturalmente
capaz de induzir uma resposta comportamental especifica; ex.: choque
nas patas), tornando-se, entdo, um estimulo condicionado (EC) capaz de
gerar respostas defensivas por si s6. Quando o animal se depara
novamente com o EC (aquele que anteriormente possuia carater neutro),
respostas comportamentais defensivas (ex.: congelamento ou
“freezing”’), autondmicas (ex.. aumento da frequéncia cardiaca e da
pressdo arterial) e/ou enddcrinas (ex.: secrecdo de hormonios) sdo
desencadeadas (LEDOUX, 2000).

De forma mais especifica, para o estudo da generalizagdo do
medo através do protocolo de condicionamento aversivo, considera-se
“generalizacdo” quando a resposta defensiva € expressa mesmo
mediante apresentacdo de um estimulo que né&o tenha sido previamente
pareado ao El (TINOCO-GONZALEZ et al., 2015). Diversos autores
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propGem e associam manipulacfes capazes de interferir na associacdo
contextual, de tal forma a induzir uma generalizacdo das respostas
defensivas (Figura 5), como por exemplo, estresse prévio (BUSTOS et
al., 2010), aumento na quantidade/intensidade de choques (BALDI,
LORENZINI, BUCHERELLI, 2004; POULOS et al.; 2016) ou
tratamentos farmacolégicos durante o condicionamento (KAOUANE et
al., 2012; GAZARINI et al., 2014). Neste caso, percebe-se a importancia
da magnitude e a valéncia da experiéncia aversiva que gera o
aprendizado associativo (ITZHAK; PEREZ-LANZA; LIDDIE, 2014).

PROTOCOLO
CLASSICO

CONTEXTO DE CONDICIONAMENTO (A) + CONTEXTOA CONTEXTO NOVO (B) - COMPORTAMENTO
ESTIMULO INCONDICIONADO (CHOQUE) EXPRESSAO DE MEDO EXPLORATORIO NORMAL

PROTOCOLO COM
INDUGAO DE
GENERALIZAGAO

CONTEXTO DE CONDICIONAMENTO (A) + CONTEXTOA - CONTEXTO NOVO (B) - EXPRESSAO DE
ESTIMULO INCONDICIONADO (CHOQUE) EXPRESSAO DEMEDO MEDO GENERALIZADA

Figura 5 — Condicionamento contextual aversivo e o estudo da generaliza¢do do
medo. A - No protocolo cléssico, apos receber choques nas patas em um determinado
contexto (contexto A) durante o condicionamento, 0s animais associam tal contexto
ao evento aversivo. Quando expostos a um contexto ndo-pareado (contexto B), ndo
evocam respostas defensivas quaisquer. B - Para o estudo da generalizacdo do medo,
estratégias podem ser adotadas e adaptadas no protocolo, como estimulacdo
farmacoldgica, de modo que a expressao de medo, outrora especifica para o contexto
condicionado, seja agora generalizada ao contexto dissociado. (Figura adaptada de
MAREN, PHAN, LIBERZON, 2013; Para revisdo ver DUNSMOOR e PAZ, 2015).

Recentemente, alguns tipos de manipulacfes que visam a inducéo
da generalizacdo de medo, partindo do protocolo de condicionamento
aversivo contextual tém sido discutidos por nosso grupo de pesquisa.
Foi demonstrado que a manipulacdo farmacoldgica através da
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administragdo de ioimbina (IOI), antagonista de receptores -
adrenérgicos, imediatamente apds o condicionamento seria capaz de
provocar a indugdo da generalizacdo do medo (GAZARINI et al., 2014),
devido a um aumento na concentracdo de noradrenalina e consequente
ativagdo de receptores B-adrenérgicos localizados no hipocampo dorsal,
especialmente os subtipos B2 e p3 (GAZARINI, 2015). Também ja foi
demonstrado efeito da micro-estimulacdo do cortex pré-limbico, tanto
com NMDA (VANVOSSEN et al., 2017) quanto com noradrenalina
(PORTES, 2016), em provocar tal comportamento, relacionando ainda o
papel de mais esta estrutura na neurobiologia da generalizagdo de medo.

Ainda, importante reforcar, apesar do protocolo de
condicionamento de medo contextual ser uma ferramenta atil no estudo
de memorias aversivas e mesmo no estudo da generalizacdo do medo
(JASNOW et al., 2016) ndo existe modelo animal que recrie
inteiramente condigdes clinicas e comportamentos de pacientes expostos
a traumas (DESMEDT, MARIGHETT, PIAZZA, 2015).
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1.3 MODULANDO MEMORIAS AVERSIVAS

O termo “modulagdo”, aplicado as memorias, se refere a
regulacdo de processos que participam do armazenamento delas mesmas
(GOLD, 2014), o que pode ser realizado de diversas formas
(HAMANN, 2001; MCGAUTH, 2013; DUNBAR e TAYLOR, 2016).
A pesquisa acerca da manipulacdo experimental da meméria iniciou-se
com estudos que avaliaram os efeitos de drogas no aprendizado
(ROOZENDAAL e MCGAUGH, 2011), sendo que o primeiro estudo
documentado foi realizado por Lashley (1917), no qual demonstrou que
baixas doses de estricnina administradas previamente ao treino em um
labirinto, eram capazes de melhorar o desempenho destes animais. Nos
anos posteriores, surgiram os estudos de “amnésia retrograda",
mencionados anteriormente (DUNCAN, 1949; MCGAUGH 1966;
MCGAUGH e HERZ, 1972), os quais empregaram a modulacdo
negativa da memoria através de tratamentos efetuados ligeiramente apés
0 treino.

A propriedade temporal de tratamentos pds-treino/pos-evocagdo
revelam a janela disponivel até a formacdo de uma nova memoria
(1IZQUIERDO et al., 1999) e de sua reconsolidagdo (NADER, SCHAFE,
LE DOUX, 2000; SARA, 2000), respectivamente. Diz-se que tais
intervencBes atuam de maneira retrégrada e tempo-dependente, visto
gue os estudos nesta area tém como achado comum que 0s tratamentos
influenciam a memoéria quando administrados logo apés o
treino/evocacdo e sdo menos efetivos quando administrados vérias horas
ou mais ap0s (Para revisdo: MCGAUGH e HERZ, 1972; MCGAUGH,
2000).

As interferéncias efetuadas imediatamente ap6s uma experiéncia
interferem na consolidagdo e formagdo da memdria, enquanto que apds
uma sessdo de evocagdo (desde que esta seja suficiente para
desestabilizar a memdria previamente armazenada) sdo capazes de
interferir com sua reconsolidacio (NADER e HARDT, 2009;
FORCATO, FERNANDEZ, PEDREIRA, 2014; DUNBAR e TAYLOR,
2016). Em geral, para estudo de manipulacGes capazes de modular
memérias traumaticas, a maior vantagem para a clinica seria com foco
no prejuizo da etapa de reconsolidacdo (DUNBAR e TAYLOR, 2016),
visto que dificilmente os pacientes procuram acompanhamento logo no
inicio do trauma. Além disso, manifestacBes clinicas de transtornos
afetivos podem levar tempo a se evidenciarem (AMOS, STEIN, IPSER,
2014; American Psychiatric Association, 2013).
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1.3.1 Modulagdo noradrenérgica no processamento das
memarias aversivas

Ferramentas farmacolégicas tém sido utilizadas em estudos que
buscam elucidar o envolvimento de sistemas de neurotransmisséo e/ou
regides cerebrais especificas na formacdo e manutencdo memorias
emocionais (THOME et al., 2016). O sistema noradrenérgico, por
exemplo, tem sido implicado como um importante modulador de
memorias aversivas (MCGAUGH, 2000; HAMANN, 2001; DUDAI,
2004; VAN STEGEREN, 2008; MCGAUGH e ROOZENDAAL, 2009;
JOELS, FERNANDEZ, ROOZENDAAL, 2011; ROOZENDAAL e
MCGAUGH, 2011), tanto com base em seus efeitos diretamente em
nivel de sistema nervoso central (VAN STEGEREN, et al., 1998)
guanto na combinacdo da estimulacdo central e periférica
(O'CARROLL, et al., 1999).

O sistema noradrenérgico participa do controle de fungdes
emocionais e cognitivas através da regulacdo do sistema
simpatoadrenomedular (SAM). A adrenalina, principal representante
deste sistema a nivel periférico, é liberada a partir da medula adrenal na
corrente sanguinea em resposta ao estresse (MCCARTY e GOLD,
1981). Apesar de ndo atravessar a barreira hematoencefalica (BHE), a
adrenalina pode influenciar mecanismos centrais através de suas acoes
periféricas (GOLD, 2014) como, por exemplo, através da ativacdo de
receptores B-adrenérgicos localizados em neurdnios aferentes no nervo
vago, 0s quais transmitem a informacdo ao sistema nervoso central
(GOLD, 2014). Além da adrenalina, o sistema noradrenérgico €
composto por outra catecolamina enddgena, a noradrenalina, que atua
majoritariamente como neurotransmissor ao modular diversas fungdes
centrais (YAMAMOTO, SHINBA, YOSHII, 2014).

Estas catecolaminas atuam através da ativacdo de receptores
adrenérgicos especificos. Estes sdo classificados em subtipos, de
maneira geral, em B, a; e o, (BYLUND, 2007), 0s quais recrutam vias
de sinalizacdo distintas e sdo expressos em proporcOes diferentes em
areas cerebrais relacionadas com as memoérias (NICHOLAS,
HOKFELT, PIERIBONE, 1996).

Em situacdes fisiolégicas, a liberacdo de adrenalina e
noradrenalina tem um papel fundamental na atencdo, na vigilia e no
processamento mnemoénico (STARKE, 2001), sobretudo devido a
facilitacdo de alteragcBes plasticas em estruturas essenciais para a
formacdo e manutencdo de memorias (GOLD, 2014). A ativacdo de
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receptores B-adrenérgicos, por exemplo, durante a consolidagdo é
demonstrada por potencializar a LTP (MONDACA et al., 2004).

Qualquer influéncia emocional ou de atengdo durante o
armazenamento da informacg&o influencia na representacdo mneménica
gue sera criada (HAMANN, 2001). Por este motivo, diversos autores
destacam o papel do sistema noradrenérgico como um dos reguladores
hormonais de memoérias mais potentes e mais reconhecidos (AGREN,
2014; GOLD e VAN BUSKIRK, 1975, 1978; HAMANN, 2001),
principalmente as aversivas, nas quais ha grande envolvimento
emocional e de atencéo.

1.3.1.1 Sistema noradrenérgico na potencializacdo da memodria
aversiva: loimbina como indutor de generalizacdo

ManipulacGes do sistema noradrenérgico, principalmente visando
a estimulacdo, tém sido realizadas no intuito de mimetizar, em modelos
animais, condi¢Bes que possam induzir caracteristicas de “memorias
disfuncionais”, como a generaliza¢do de medo.

A administragdo sistémica de um antagonista de receptores o-
adrenérgicos, a ioimbina (101) (IVANOV e ASTON-JONES, 1995),
como ferramenta para potencializar memorias aversivas ja foi relatada,
inclusive na inducdo da generalizacdo de medo (Humanos: SOETER e
KINDT, 2012. Roedores: GAZARINI et al., 2014; VANVOSSEN et al.,
2017). O receptor adrenérgico do subtipo a, esti envolvido no controle
de liberacdo de noradrenalina pelo locus coeruleus (LC) para o sistema
nervoso central como autoceptor. Assim, o antagonismo destes
receptores permite maior liberagcdo deste neurotransmissor em regides
cerebrais importantes no processamento de memorias emocionais
(ABERCROMBIE, KELLER, ZIGMOND, 1988; IVANOV e ASTON-
JONES, 1995; CRESPI, 20009).

Vale destacar que a afinidade de ligacdo da noradrenalina aos
subtipos de receptores adrenérgicos é distinta, sendo os receptores o, e
ay Sao ativados primariamente frente a liberacdo de niveis intermediarios
de noradrenalina em condicbes fisiologicas (ZHANG; OUYANG;
THOMAS, 2004). Por outro lado, porém, uma vez que o nivel de ligante
disponivel encontra-se aumentado ap6s administracdo de I0Il, ha um
favorecimento da ativagdo de receptores f-adrenérgicos nestas regides
(GAZARINI et al., 2013), receptores estes cujo papel é estimulatério (na
maioria das vezes, acoplados a proteinas G estimulatorias, aumentando a
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atividade da adenil-ciclase e a concentragdo de AMPc) (BYLUND,
2007), o que indica que a potencializacdo da consolidacdo seja uma
consequéncia deste favorecimento (GAZARINI et al., 2013).

1.3.1.2 Sistema noradrenérgico e a reconsolidacdo da memodria
aversiva: clonidina como droga amnésica

A possibilidade de atenuar componentes indesejados de
memérias aversivas muito intensas (tais como a expressdao de medo
generalizado) através do bloqueio de reconsolidacdo tem sido de grande
interesse nos Ultimos anos (SARA 2000; DUDAI, 2004; CAIN,
MAYNARD, KEHNE, 2012; PARSONS e RESSLER, 2013;
ALBERINI e LEDOUX, 2013; SCHWABE, NADER, PRUESSNER,
2014). Drogas capazes de enfraquecer memorias através do prejuizo dos
processos de consolidacdo ou reconsolidacdo sdo chamadas amnésicas,
como por exemplo, os inibidores de sintese proteica, antagonistas de
receptores NMDA ou moduladores adrenérgicos (GAMACHE,
PITMAN, NADER, 2012), cada qual com seu mecanismo de acdo
independente.

A clonidina (CLO), um agonista de receptores op-adrenérgicos, €
utilizada na pesquisa pré-clinica como droga amnésica (GOZZANI,
IZQUIERDO, 1976; GALEOTTI, BARTOLINI, GHELARDINI, 2004;
GAMACHE, PITMAN, NADER, 2012). Sua a¢do é dada pela ativacdo
de autoreceptores pré-sinapticos (GALEOTTI, BARTOLINI,
GHELARDINI, 2004), o que culmina na inibicdo de canais de calcio
voltagem-dependentes e, consequentemente, na inibicdo da liberacdo de
noradrenalina (GAMACHE, PITMAN, NADER, 2012). A menor
disponibilidade de noradrenalina prejudica processos essenciais para a
manutencdo das memdrias (ABERCROMBIE, KELLER, ZIGMOND,
1988; RASMUSSEN, JACOBS, 1988; DEBOCK et al., 2003;
MONDACA et al., 2004; LI et al., 2013).

1.3.2 O desafio a respeito de memodrias “disfuncionais”:
importancia da labilizacdo para a efetividade da modulacéo.

Embora a demonstragdo original do processo de reconsolidagédo
tenha sido replicada em outros paradigmas (KINDT e EMMERIK,
2016), ja se sabe que algumas memorias s&0 menos susceptiveis a
modulacdo apds evocacdo (CAMMAROTA et al., 2004; NADER,
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2015). Diversos estudos tém demonstrado que drogas amnésicas
classicas — como, por exemplo, o canabidiol (GAZARINI, 2012;
VANVOSSEN et al.,, 2017), a clonidina (GAZARINI, 2012) e o
midazolam (BUSTOS, 2010) - mostraram-se ineficientes em casos
especificos. Nestes estudos, 0s autores sugerem que tais memorias
apresentariam certa resisténcia a labilizagéo, o que poderia sugerir que a
reconsolidacdo ndo é uma propriedade universal das memérias (NADER
e HARDT, 2009; NADER, 2015; DUNBAR e TAYLOR, 2016).

Os resultados negativos parecem definir determinadas condi¢es
nas quais as memdrias ndo sao suscetiveis a uma alteragdo permanente,
ou seja, condi¢Bes limitantes para a reconsolidacdo (FORCATO,
RODRIGUEZ, PEDREIRA, 2011; NADER, 2015; THOME et al,,
2016; DUNBAR e TAYLOR, 2016). Por exemplo, memorias aversivas
mais intensas (SUZUKI et al., 2004; FORCATO et al., 2007; WANG,
DE OLIVEIRA ALVARES, NADER, 2009) ou mais antigas
(MILEKIC e ALBERINI, 2002; FRANKLAND et al., 2006; BUSTOS
et al, 2009; INDA et al, 2011) tendem a apresentar um perfil de
desestabilizacdo/reconsolidacdo diferente (SOETER e KINDT, 2013;
GAZARINI et al., 2014; VANVOSSEN et al.,, 2017), apesar de os
mecanismos envolvidos ainda ndo estarem totalmente esclarecidos.
Além disso, também ja foi demonstrado que detalhes experimentais
referentes & sessdo de reativagao exercem efeito direto na capacidade de
desestabilizacdo/reconsolidacdo de uma memoéria (PEDREIRA e
MALDONADO, 2003; BUSTOS et al., 2010).

Muitas vezes, o emprego de alternativas farmacoldgicas capazes
de facilitar o processo de desestabilizacdo da memoria faz-se necessario.
Algumas drogas apresentam tal acdo comprovada em modelos animais,
como, por exemplo: a ACEA (Aracdonil-2-cloroetilamida), um agonista
do receptor CB1 (LEE e FLAVELL, 2014) e; a D-cicloserina, um
agonista parcial de receptores glutamatérgicos NMDA (BUSTOS et al.,
2010; GAZARINI et al., 2014; ESPEJO et al., 2016). Além disso,
pequenas intervencBes experimentais metodologicas ja podem ser
capazes de favorecer a desestabilizacdo de memérias disfuncionais (ex.
aumento da duragdo da sesséo de evocacgdo) (LEE et al., 2008; BUSTOS
et al. 2010).

Estes achados, juntamente aos de outros trabalhos importantes da
literatura (GAMACHE, PITMAN, NADER, 2012; HAUBRICH et al.,
2015; MONTI et al., 2016), destacam a importancia da labilizacdo e a
necessidade de se compreender melhor este processo para a efetividade
da manipulacdo de memodrias aversivas consideradas “disfuncionais”.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4368870/#CIT0043
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1.3.3 Modulacdo da generalizagdo como estratégia de
intervencdo em memorias aversivas

Trabalhos classicos da literatura estudam a reconsolidagdo como
uma oportunidade para a modulacdo de caracteristicas negativas de
memorias aversivas (NADER, SCHAFE, LE DOUX, 2000; SARA,
2000; DUNBAR e TAYLOR, 2016), visto que manipulacdes
farmacoldgicas realizadas nessa janela temporal poderiam alterar o
contetdo emocional da meméria propriamente dita. O que aconteceria
se tentassemos aplicar este conceito ao fendmeno de generalizacdo de
medo?

Apesar do crescente numero de estudos a respeito da
generalizagdo de medo, pouco se sabe sobre a neurobiologia deste
fendmeno. O que se especula neste trabalho é a possibilidade de
desestabilizar ou labilizar a memdria original atraves da exposi¢do a um
contexto ndo associado, no qual se expressa resposta generalizada de
medo. Assim, a hip6tese do presente estudo é de que a expressdo de
medo generalizada, observada em um contexto diferente daquele
pareado com um estimulo aversivo, se da pela evocacdo da memoria
original. Logo, a utilizacdo de ferramentas farmacoldgicas antes e/ou
apos a este evento poderia promover a modulacdo da memoria de medo
original, atenuando seu impacto exacerbado.

Desta forma, optamos por explorar abordagens farmacoldgicas e
conceituais bem estabelecidas na literatura, empregando-as em
estratégias metodoldgicas adaptadas, procurando, desta forma, novas
alternativas que possam ser Uteis na atenuacdo de memorias traumaticas
“disfuncionais”. Seguindo os desenhos experimentais classicos de
estudo da reconsolidacdo (figura 6), a diferenca em nossa abordagem
proposta é que a manipulacdo da reconsolidacdo dar-se-ia em um
contexto diferente do original, onde o animal expressa comportamento
generalizado de medo.
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6 — Representacdo esquematica da abordagem proposta: generalizagdo como
estratégia de modulacdo de memorias aversivas — fundamentada no bloqueio de

reconsolidacéo (adaptado de AGREN, 2014).
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OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Investigar os efeitos de intervencdes farmacoldgicas antes e/ou
apos a expressdo generalizada de medo sobre a resposta de medo
condicionada ao contexto pareado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar a dose de ioimbina capaz de provocar
generalizagdo das respostas de medo;

e Auvaliar a influéncia de modificacbes do protocolo de
condicionamento de medo ao contexto na resposta de medo
generalizada;

e Investigar se a administracdo de ioimbina promove
sensibilizag¢do das respostas defensivas;

e Avaliar o efeito da administracdo de clonidina ap6s uma
ou duas exposicOes ao contexto ndo-associado (no qual ha
expressao generalizada de medo) sobre a resposta de medo
condicionada ao contexto pareado;

e Investigar o efeito da facilitagdo de labilizacdo,
farmacologicamente ou ndo, sobre a acdo da clonidina ap6s uma
exposicdo ao contexto ndo-pareado (no qual h& expressdo
generalizada de medo);

e Avaliar o efeito de intervengbes farmacoldgicas apo6s a
expressao generalizada de medo sobre a resisténcia da memoria
aversiva original & acdo amnésica da clonidina no contexto
pareado;

. Investigar o envolvimento do hipocampo como sitio
de labilizacdo necessario para a modulacdo da resposta de medo
condicionada, partindo de intervencdes farmacologicas apds a
expressdo generalizada de medo.
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MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Neste estudo foram utilizados ratos (Rattus norvergicus) Wistar
machos, oriundos do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina, entre 3 a 4 meses de idade e peso entre 280 e 350 g. Ja em
nosso hiotério, foram alojados em caixas moradia padrdo de
polipropileno (36 x 30 x 15 cm) em, no maximo, cinco animais por
caixa, por no minimo uma semana antes dos experimentos. 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
07h00 min). O trabalho foi realizado mediante aprovacdo do comité de
ética para o0 uso de animais da Universidade Federal de Santa Catarina
(17/CEUA/PRPE/2011-PP660) e foram seguidas as normas
internacionais do cuidado e bem estar animal, utilizando o minimo de
animais para a obtencdo de analises estatisticas confiaveis.

3.2 Drogas

Cloridrato de ioimbina, antagonista ap-adrenérgico (10I; 1,0 ou
2,0 mg/kg; Tocris, EUA) e cloridrato de clonidina, agonista oj-
adrenérgico (CLO; 0,3 mg/kg; Sigma-Aldrich, EUA) foram dissolvidos
em agua destilada e administrados sistemicamente (i.p.) no volume de
1,0 ml/kg. As doses de 10l foram selecionadas com base em
experimentos preliminares do laboratério (GAZARINI et al, 2014),
sendo necessario um ajuste de dose ja no inicio do projeto, e também
com base em trabalhos que demonstraram o papel dessa droga na
inducdo da LTP in vivo (MONDACA et al., 2004). A dose de CLO foi
selecionada também com base em experimentos preliminares do
laboratério (GAZARINI et al, 2014), em estudos que demonstraram o
seu efeito amnésico no condicionamento contextual (GAMACHE,
PITMAN, NADER, 2012), em trabalhos que demonstram efeito da CLO
em reduzir a liberacdo de noradrenalina no cérebro (ABERCROMBIE,
KELLER, ZIGMOND, 1988) e prejudicar a LTP in vivo (MONDACA
et al., 2004). D-cicloserina (DCS; 15 mg/kg; Sigma-Aldrich, EUA) foi
dissolvida em solucédo salina fisiologica (NaCl 0,9%). A dose de DCS
foi a mesma capaz de facilitar a desestabilizacdo de memérias
emocionais intensas, sem interferir na evocacdo ou expressdo da
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meméria de medo contextual (BUSTOS et al., 2010; GAZARINI et al.,
2014). Ifenprodil (IFEN 1 mg/ml; Sigma-Aldrich, EUA) foi dissolvido
em PBS (solucdo salina tamponada com fosfato) e administrado
bilateralmente por microinjecdo no hipocampo dorsal (volume de 0,5
pl/hemisfério a uma taxa de 0,33 pl/min, ou seja, 0,5 pg/hemisfério). A
concentragcdo de IFEN foi selecionada com base em trabalhos que
demonstraram seu efeito em prevenir a desestabilizacdo da memobria,
guando administrado no hipocampo dorsal anteriormente a evocagdo
(HAUBRICH et al., 2015).

3.3 Condicionamento de medo contextual

3.3.1 Equipamentos: 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 tampa removivel feitas de
acrilico, definido como Contexto A. A aplicacdo de choques elétricos
nas patas dos animais foi possivel devido a um dispositivo gerador de
choques elétricos (Insight, Ribeirdo Preto, Brasil), conectado ao piso
gradeado (barras de aco inoxidavel de 3 mm de diametro) do Contexto
A. Para a avaliacéo de respostas condicionadas de medo, os testes foram
realizados nesta mesma caixa, porém sem a aplicacdo de choques. Por
outro lado, para avaliacdo da ocorréncia de generalizacdo das respostas
defensivas, foi utilizada uma segunda caixa como contexto nao-pareado,
designada Contexto B, feita de acrilico e com uma tampa também de
acrilico (30 x 30 x 30 cm), completamente transparente.

3.3.2 Protocolos: A sequéncia béasica do protocolo de
condicionamento de medo contextual é representada na figura 7, sendo
que alteragBes e particularidades de cada experimento serdo destacadas
guando se fizer necessario. O protocolo padrdo de condicionamento
(figura 7A) foi elaborado com base em experimentos prévios de
padronizagdo do laboratério. As sessGes foram sempre espacgadas entre
si por um periodo de 24 h. Cada animal foi colocado no Contexto A,
sendo permitida a explora¢do livre (3 min), durante uma sessao inicial
de familiarizagdo, com o objetivo de permitir o reconhecimento do
aparato experimental. No dia seguinte, o animal foi exposto novamente
ao Contexto A para a sessdo de treino (ou condicionamento), durante a
qual ele recebeu, ap6s 30 s iniciais (periodo pré-choque), trés choques
elétricos nas patas (0,7 mA, 60 Hz, por 3 s) com intervalo de 30 s entre
cada choque. Um dia apds a sessdo de treino, os animais foram re-
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expostos ao Contexto A (3 min), sem a apresentacdo de choques, para a
evocacao e avaliacdo da retencdo da memoria (Teste A). Por fim, apos
mais um dia, os animais foram expostos ao Contexto B (3 min), a fim de
avaliar a ocorréncia de generaliza¢gdo do medo frente a um contexto ndo
pareado (Teste B). Contudo, em algumas situacdes foi adotado um
protocolo modificado (figura 7 B), de acordo com o que serd
apresentado nos resultados. Esta modificagdo foi acompanhada de
devida padronizacdo. Neste protocolo, a sessdo de evocagdo foi omitida
e a exposicdo a caixa nova (Contexto B) foi dada em uma sala também
diferente da sala onde foi realizado o condicionamento, ja que essa
condicdo representa-se com pistas contextuais proximais e globais téo
diferentes quanto possivel da situacdo aversiva original.

A — Protocolo padréo

Familiarizagio Condicionamento Teste A Teste B
A i
/| )
Gl M 2 #h (sequéncia
= 5
I ' “ conforme cada
f \y L ; .

Contexto A Contexto A Contexto A Contexto B exper\menlo)

B — Protocolo modificado

Familiarizagao Condicionamento Teste B

24h 24h . 24h o
: . ... (sequéncia,
| » ol ) " conforme cada

experimento)

. " " Contexto A -
Contexto A Contexto B
3 shocks 0,7mA o
Sala 2

Figura 7 — Representacdo esquematica dos protocolos de condicionamento de
medo contextual utilizados neste trabalho.

3.3.3 Manipulacdes farmacol6gicas: Para a primeira sessdo de
dados, as intervengdes farmacoldgicas foram realizadas imediatamente
apo6s a sessdo de condicionamento, com a administracdo de IOl ou
veiculo para inducdo da generalizacdo do medo. Ja para o segundo
conjunto de dados, a estimula¢do noradrenérgica com 101 ap6s a sessdo
de treino foi um fator invariavel, a fim de otimizar a realizacdo dos
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experimentos e a interpretacdo dos mesmos conforme os objetivos deste
trabalho. Quando a intencdo foi a de usar a resposta de medo
generalizada como ferramenta para intervencdo com a memodria
aversiva, 0s animais foram expostos ao Contexto B (3 min), sendo as
manipulacGes realizadas ligeiramente antes e/ou imediatamente apds
esta sesséo.

3.34 Consideragbes gerais: Todos 0s experimentos
comportamentais foram realizados com luminosidade de 60 lux e
ocorreram entre as 12h00 e 18h00. Importante salientar que antes de
gualquer teste, os animais foram deixados para ambientar na antessala
do experimento por 30 minutos, a fim de reduzir qualquer estresse ou
desconforto desnecessario. O tempo de congelamento foi quantificado
(em segundos) a cada minuto usando um cronémetro e foi expresso
como porcentagem de tempo de congelamento total de cada sesséo. Os
experimentos foram gravados por uma camera de video acoplada a um
aparelho de DVD, permitindo a andlise posterior 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 solugdo de etanol
10% (v/v) ap6s cada uma das sessOes experimentais realizadas.

3.4  Procedimentos para micro-infusdo intracerebral

3.4.1 Cirurgia estereotaxica: Em uma sala especifica e preparada
para tal fim, os animais foram anestesiados com uma solugéo (via i.p.)
de quetamina (100 mg/ml/kg; Cetamin®, Syntec Ltda., Brasil) e xilazina
(10 mg/ml/kg; Xilazin®, Syntec Ltda., Brasil) e, apds a perda total dos
reflexos, foi realizada a tricotomia da regido craniana. Os animais,
entdo, foram fixados em aparelho estereotaxico para ratos (Stoelting,
EUA). Uma solucéo de alcool iodado (2%) foi utilizada para assepsia da
regido craniana e a inje¢do s.c. de uma solucdo de lidocaina 3% com
adrenalina 1:50.000 (Lidostesim®, Dentsply Pharmaceutical, Brasil) foi
aplicada para promover anestesia local e minimizar o sangramento. Uma
pequena porcdo da pele do animal foi retirada, permitindo a raspagem
do periosteo e a exposicdo do cranio e das suturas lambdoide e coronal.
O cranio de cada animal foi perfurado com o auxilio de uma broca
odontoldgica, a fim de permitir a fixagdo de dois parafusos oftalmicos
de aco inoxidavel, bem como insercdo de canulas-guia (confeccionadas
a partir de agulhas hipodérmicas de 25,0 x 7,0 mm, ajustadas para um
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comprimento de 11,0 mm). As coordenadas referentes ao hipocampo
dorsal foram obtidas do atlas do cérebro de ratos de Paxinos e Watson
(2009) (3,5 mm posterior ao Bregma, + 2,5 mm relativo ao eixo lateral e
-2,0 mm relativo ao eixo dorso-ventral), sendo as céanulas-guia
implantadas bilateralmente. Por fim, para fixacdo das pecas e protecdo
contra infecgdes, a area exposta foi coberta por um capacete moldado de
acrilico odontolégico autopolimerizavel. Em cada uma das canulas-guia,
ainda, foi inserido um fio de aco inoxidavel (n® 24) para protegé-las de
obstrugdo. Ao término do processo cirlrgico, uma injecdo s.c. de
banamine (2,5 mg/kg; Schering—Plough, Brasil), um agente analgésico,
antipirético e anti-inflamatério foi aplicada no animal. Apos isso, 0s
animais foram retirados do aparelho estereotaxico e mantidos em
ambiente aquecido para evitar hipotermia causada pela anestesia. Um
periodo de 10 dias foi reservado para a recuperacdo dos animais, sem a
realizacdo de nenhum procedimento experimental.

3.4.2 Infusdo intracerebral de ifenprodil: Para experimentos que
requeriam a infusdo bilateral de drogas diretamente no HD, agulhas
medindo 12,4 mm (confeccionadas a partir de agulhas gengivais de
30G) foram conectadas a um tubo de polietileno (PE10; Clay Adams,
EUA) acoplado a uma microseringa (Hamilton, EUA) de 5 pl. No
momento da infusdo, o tubo de polietileno foi preenchido com &gua
destilada, deixando uma bolha de ar interposta & solugéo a ser injetada,
facilitando a visualizagdo do deslocamento da solugdo durante a infuséo
da droga. 15 minutos antes do teste, o animal foi cuidadosamente
imobilizado para remocdo do fio de aco com auxilio de um alicate e
desobstrugdo da cénula com uma lima odontologica (K-FILE
Colorinox® A012D, Dentsply Ind. Com.Ltda., Brasil) de 11,0 mm. Em
seguida, a agulha foi introduzida na canula-guia e, com auxilio de uma
bomba de infusdo (Insight,Brasil), cada animal recebeu 0,5 pl da
solucdo de Ifenprodil (1 mg/ml em PBS) por hemisfério, infundidos
simultaneamente a uma taxa de infuséo de 0,33 pl/min. Apos a injegdo,
a agulha foi mantida por 30 s adicionais para reduzir refluxo da solucéo.

3.4.3 Andlise histolégica: Ao término dos experimentos, 0s
animais receberam uma injecdo i.p. de solugdo anestésica contendo
cloral hidratado (30% p/v; 3 ml/animal; Vetec, Brasil), seguida pela
infusdo intracerebral bilateral de azul de Evans (0,2 pl/hemisfério)
aplicada através das canulas-guia. Ap6s decapitagéo, os encéfalos foram
retirados e conservados em solugdo de formalina 10%. Para a
verificacdo do sitio de injecdo da droga, os encéfalos foram
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armazenados durante 48 h em solucéo de sacarose 30% e cortes coronais
(50 um) foram obtidos utilizando criostato (Leica CM 1850, Alemanha)
a uma temperatura aproximada de -20 °C. Foi realizada a fixa¢do dos
cortes em laminas de vidro gelatinizadas que, apds secagem, 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 para estabilidade e
armazenamento. As laminas foram escaneadas em um Digitalizador de
Laminas Axio Scan®, processadas em um programa de captura de
imagens Zeiss Blue® e comparadas com os diagramas do cérebro de
ratos (PAXINOS, WATSON, 2009). A analise histoldgica foi realizada
de maneira cega, e apenas 0s animais com histologia bilateral
confirmada para o HD foram incluidos na analise estatistica.

Analise histologica

-3,6mm\/ TN

“\

3amm\ Q "f ! |

—416mm

Figura 8 - Analise histolégica das microinje¢des no hipocampo dorsal. (A)
Diagramas de cortes coronais do cérebro de ratos representando os sitios de inje¢do
no HD (pontos vermelhos). (B) Fotomicrografia obtida com o uso do Digitalizador
de Laminas Axio Scan, a partir do sitio de injecdo no HD (aproximadamente 3,8 mm
posterior ao Bregma), com as camadas bem marcadas e comparaveis ao atlas de
apoio. (Adaptado de PAXINOS, WATSON, 2009).
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3.5 Analises estatisticas

Apos assegurar a distribuicdo normal das amostras, os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas
vias. Quando os animais foram re-expostos a0 mesmo contexto (A ou
B), ANOVA de medidas repetidas foi adotada. 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 diferencas entre
os grupos. O teste “t” de Student foi adotado para a comparagado de dois
grupos independentes, quando necessario. Os resultados foram
analisados utilizando o Statistica® 12 (StatSoft Inc., EUA) e foram
representados em graficos confeccionados com o GraphPad Prism ® 5
(GraphPadPrism, EUA). Os resultados foram expressos como média *
erro padrdo da média (EPM) e todas as representacdes acompanham
esquemas que indicam o protocolo experimental adotado e momentos da
administragdo de drogas, para maior entendimento dos dados plotados.
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RESULTADOS

Sessdo 1 de dados — CARACTERIZACAO DA RESPOSTA
DE MEDO GENERALIZADA

Experimento 1 — Selecdo da dose de IOl capaz de provocar
generalizacdo das respostas de medo

A fim de selecionar a melhor dose de ioimbina capaz de provocar
a generalizacdo das respostas de medo em um contexto nédo-pareado
(Contexto B), 27 animais foram alocados em trés grupos independentes
(n = 8-10/grupo) com base no tratamento sistémico com veiculo ou
ioimbina (via i.p. de 1,0 ou 2,0 mg/kg) realizado imediatamente ap6s a
sessdo de condicionamento. Além disso, para avaliar se este
comportamento é mantido por até 21 dias (uma memoria considerada
remota), os animais foram retestados nos contextos A e B, 21 dias apds
o0 condicionamento.

Para o Teste A, a ANOVA de uma via com medidas repetidas
demonstrou que ndo houve diferenga entre os grupos com relacdo ao
tratamento (F,,4 = 2,361, P = 0,12), conforme representado na figura 9,
onde valores semelhantes de tempo de congelamento foram observados
para os grupos (Teste Al). Isso se deve provavelmente ao fato de que o
estimulo incondicionado, por si s0, ja tenha sido capaz de provocar um
nivel maximo de congelamento (treino forte padronizado para atingir
niveis proximos a 80% de tempo de congelamento). Para a repeticéo, a
ANOVA de uma via com medidas repetidas indica diferencas entre o
Teste A2 e 0 Teste Al (F104= 17,885, P = 0,0003). A interacdo entre os
fatores repeticdo e tratamento ndo indicou diferencas significativas (F;,
24 = 2,488, P = 0,10). O teste post-hoc de Newman-Keuls revela uma
gueda na resposta condicionada do grupo controle na sessdo do teste A2
(P =0,001) em relacdo a sesséo do teste Al. J& para o grupo tratado com
loimbina na dose de 2,0 mg/kg, o teste post-hoc de Newman-Keuls
demonstrou um efeito persistente (P = 0,04) sobre a resposta
condicionada no Teste A2 em rela¢do ao grupo controle, 0 que sugere
mais ainda o seu papel reforcador na consolidacdo desta memoria
aversiva.
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Figura 9. A administracao de ioimbina imediatamente apds o condicionamento
é capaz de induzir a generalizagdo das respostas de medo e apresenta papel
sobre a persisténcia da resposta condicionada ao contexto pareado. A - Veiculo
(VEI) ou ioimbina (10l 1,0 ou 2,0 mg/kg, i.p) foram administrados logo ap6s o
condicionamento da memodria de medo contextual. A seta indica 0 momento do
tratamento. B - Valores sdo expressos como média + EPM da porcentagem de
congelamento frente ao contexto pareado (Evocagdocao, Teste A) ou ao novo (Teste
B). Onde: * indica uma diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo
controle, # indica uma diferenga significativa (P < 0,05) em relagdo a repeticéo
(ANOVA com medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls). O
numero na base das primeiras barras corresponde ao “n” de animais para cada grupo.

Com relagdo ao Teste B, em um contexto ndo-pareado (contexto
B) e dissociado do estimulo aversivo original, diferencas na resposta de
medo sdo evidentes na sessdo de Teste B1, no qual a ANOVA de uma
via com medidas repetidas demonstrou um efeito significativo do
tratamento no tempo de congelamento (F, 4 = 5,0306, P = 0,015). Para
a re-exposi¢do nas sessdes de Teste B1 e B2, a ANOVA de uma via com
medidas repetidas ndo indica diferencas entre os testes (Fy, 24 = 1,6994, P
= 0,20). O teste post-hoc de Newman-Keuls revelou que os animais
tratados com 2,0 mg/kg de ioimbina apresentaram tempo de
congelamento significativamente maior neste contexto ndo-pareado em
relacdo aos animais tratados com veiculo (P = 0,03), conforme
observado na figura 9, comportamento este que tratamos aqui como
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generalizagdo da resposta de medo. O teste post-hoc de Newman-Keuls
revela uma tendéncia de aumento na resposta generalizada do grupo
controle na sessdo do teste B2 (P = 0,08) em relagdo a sessdo do teste
B1, caracteristica de uma provavel perda de especificidade natural que
possa acontecer com memorias remotas. Ainda com base no teste B,
visto que a resposta de medo generalizada se mantém constante mesmo
apos 20 dias, sugerimos que este comportamento ndo seja apenas em
funcdo de uma sensibilizacdo das respostas defensivas provocada pela
potencializacdo noradrenérgica.

Experimento 2 - Influéncia de modificacdes do protocolo de
condicionamento de medo ao contexto na resposta de medo generalizada

Visto que o Unico pardmetro analisado para estudo da
generalizagdo € a porcentagem de congelamento no momento do teste B,
tivemos a intencdo de analisar e eliminar possiveis interferentes no
protocolo que induz generalizagdo. O protocolo padrédo € realizado com
a exposicdo ao contexto ndo-pareado (Teste B) na mesma sala do
condicionamento (sala 1) e um dia ap6s a sessdo de evocacao (Teste A).
Para avaliar a influéncia das pistas relacionadas ao ambiente ao qual o
animal é exposto a experiéncia aversiva para a expressao da resposta de
medo generalizada, o teste B foi realizado em uma sala diferente da sala
do condicionamento. Por outro lado, para avaliar a influéncia da sessao
de evocacdo sobre a resposta de medo generalizada, esta sessdo foi
omitida do protocolo padrdo. Ainda, a combinacdo destas variaveis
também foi levada em conta. Desta forma, 98 animais foram alocados
em oito grupos independentes (n = 11-13/grupo) com base no
tratamento sistémico com veiculo ou ioimbina (2,0 mg/kg), com base na
sessdo de evocagdo (omitida ou ndo) e ainda com base na sala de
realizacdo do teste B (sala 1 ou sala 2). Como o objetivo deste
experimento era 0 de avaliar apenas a resposta de medo generalizada
(Teste B), para aqueles animais que passaram pela evocacgao (Teste A)
este dado foi omitido.
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Figura 10 - Influéncia da evocagdo e sala de exposi¢do ao teste B na resposta de
medo generalizada provocada pela ioimbina. A - Veiculo (VEI) ou ioimbina (101
2,0 mg/kg, i.p.) foram administrados logo ap6s o condicionamento da memdria de
medo contextual. A seta indica 0 momento do tratamento. B — Resultados para 0s
grupos levando em conta todas as modificacdes realizadas. Valores sdo expressos
como média + EPM da porcentagem de congelamento frente ao contexto ndo-
pareado (Teste B). * = p < 0,05 entre 101 2 mg/kg e VEI nas mesmas condi¢des de
evocagdo e # = p < 0,05 entre evocado e ndo evocado nas mesmas condigdes de
tratamento e mesma sala (ANOVA fatorial seguida pelo teste post-hoc de Newman-
Keuls). O nimero na base das barras corresponde ao “n” de animais para cada
grupo.

Em acordo com o experimento anterior, a ANOVA fatorial
demonstrou um efeito significativo do tratamento com 101 2,0 mg/kg
sobre a resposta generalizada (F;, oo = 20,93, P = 0,00002). Ainda,
evidenciou uma influéncia da sesséo de evocagdo (F1g = 8,6651, P =
0,004) sobre a generalizagdo. Com relacdo a sala de exposicdo ou a
interacdo destes 3 fatores, a ANOVA ndo indicou diferencgas. O teste
post-hoc de Newman-Keuls revelou que os animais tratados com 2,0
mg/kg de ioimbina apresentaram tempo de congelamento
significativamente maior neste contexto ndo-pareado em relagdo aos
animais tratados com veiculo em duas situagdes da combinacdo
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experimental: quando passaram por uma sessdo de evocagdo prévia
(Teste A) e foram testados para o Teste B na mesma sala (sala 1) — aqui
chamado de protocolo padrdo (P = 0,01); ou ainda na situagdo oposta,
guando ndo passaram por uma sessdo de evocacdo prévia (Teste A) e
foram expostos ao contexto ndo-pareado em uma sala também nova
(sala 2) — aqui chamado de protocolo modificado (P = 0,03). Como uma
das caracteristicas da resposta da generalizacdo do medo é a expressao
de comportamentos defensivos em condicBes diferentes da situacéo
aversiva original, muitas vezes sem a reativacdo desta memoria aversiva
no contexto ou situagdo original, acredita-se que a situag¢do do protocolo
modificado seja a melhor aplicavel ao nosso objetivo, de estudar a
resposta de medo generalizada. Assim, a partir deste experimento,
apenas o protocolo modificado foi utilizado para 0s experimentos
seguintes.

Experimento 3 — Investigacdo da possivel ocorréncia de
sensibilizacdo das respostas defensivas provocada pela estimulacdo
noradrenérgica com ioimbina

Como a estimulac@o noradrenérgica com a administracdo de 101
sempre se da apds o condicionamento, o qual por sua vez ja provoca a
liberacdo de hormonios de estresse, pode-se sugerir que 0 aumento no
congelamento frente ao Contexto B tenha sido causado por uma
sensibilizagdo resultante do estresse provocado pelo chogue somado a
potencializacdo noradrenérgica pela I0l. Assim, para confirmar que o
efeito da ioimbina sobre a generalizacdo do medo é especifico para a
formacdo da memoria aversiva mediante experiéncia associativa
(pareamento do choque com o contexto somado a estimulacdo
noradrérgica), 15 ratos foram alocados em 2 grupos (n = 7-8/grupo),
com base no tratamento sistémico com veiculo ou ioimbina (2,0 mg/kg)
realizado logo apds a sessdo de condicionamento. Neste experimento, a
sessdo de condicionamento foi realizada com 3 choques imediatos, com
intervalo de 30 s entre cada. Os animais ndo passaram por uma sessao
de familiarizacdo prévia, o que impede a formacdo de uma
representacdo unitaria do contexto e sua posterior associacdo com o
estimulo aversivo.



60

2 dias

1 di
Contexto A - El —p» ContextoB _I; Contexto A

Condicionamento Teste B Teste A

[EY

o

o
|

— VH
==3 |01 2 mg/kg

80

60

40

20+

4
&

% Tempo de congelamento

7 8
Teste B Teste A

Figura 11. O efeito da ioimbina é especifico para a formagdo da memoria
aversiva, quando esta é associada ao contexto. A- Veiculo (VEI) ou ioimbina
(2,0 mg/kg, i.p.) foram administrados logo ap6s o condicionamento da meméria de
medo contextual. Os animais ndo passaram por uma sessdo de familiariza¢do prévia
e a sessdo de treino foi realizada com 3 choques imediatos. A seta indica o
momento do tratamento. B - Valores sdo expressos como média + EPM da
porcentagem de congelamento frente ao contexto ndo-pareado (Teste B) e ao
contexto pareado (Teste A). Ndo houve qualquer diferenga entre os grupos (teste
“t” de Student para grupos independentes). O nimero na base das primeiras barras
corresponde ao “n” de animais para cada grupo.

Neste protocolo, o teste “t” de Student demonstrou que ndo houve
um efeito do tratamento tanto para o Teste A (t;3 = 1,09, P = 0,7) quanto
para o teste B (t33 = 1,52, P = 0,5). Com base nesses dados, podemos
concluir que a resposta de medo generalizada no contexto nédo-pareado
ndo se trata apenas de uma sensibilizacdo das respostas defensivas e que
o efeito da ioimbina depende da formacdo da memdria aversiva, quando
esta é associada ao contexto de condicionamento, o que é crucial para a
sequéncia dos proximos experimentos.
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Sessdo 2 de dados — UTILIZANDO A RESPOSTA DE
MEDO GENERALIZADA COMO FORMA DE INTERVENCAO
NA MEMORIA ORIGINAL

Como ja& mencionado, a hipétese deste trabalho é de que a
expressdo de medo generalizado esteja relacionada a reativacdo da
meméria original no contexto ndo-pareado. A segunda sessdo reline
experimentos cujo objetivo foi o de modular a memoria traumatica
original através de manipulacBes farmacoldgicas com a resposta de
medo generalizada.

O tratamento com IOl para inducdo da generalizagdo foi um
termo invariavel para todos os grupos. Além disso, sendo que a memoria
formada com ioimbina é mais resistente a interferentes, conforme
demonstrado por nosso laboratério previamente (GAZARINI et al.,
2014), para alguns experimentos a possibilidade de manipulacdo
farmacoldgica com D-cicloserina antes da exposicdo ao contexto B, a
fim de favorecer a labilizacdo (BUSTOS et al., 2010), foi considerada.
A droga amnésica de escolha para os tratamentos farmacoldgicos apds a
exposicdo ao contexto ndo-pareado foi a clonidina.

Experimento 4 — Efeito de uma Unica administracdo de clonidina
apds exposicdo ao contexto ndo-pareado sobre a expressdo de medo no
contexto pareado e no contexto ndo-pareado - embasada no blogueio de
“reconsolidacao”

O objetivo deste experimento foi avaliar alteracGes na expressao
de medo no contexto pareado (resposta condicionada) partindo de
manipulacGes farmacoldgicas ap0s a exposicdo ao contexto ndo-
pareado, uma vez que, quando induzida a generalizacdo com a
estimulacdo noradrenérgica com ioimbina, o0s animais expressam
respostas defensivas também para este contexto. Para isso, 18 animais
foram tratados com ioimbina (2 mg/kg via i.p.) ap6s o condicionamento
para inducdo da generalizacdo do medo. 48 horas ap6s, estes animais
foram divididos em dois grupos (n = 9) com base no tratamento
sisttmico com veiculo ou clonidina (0,3 mg/kg) imediatamente apés o
Teste B, no intuito de prejudicar a re-estabilizacdo desta memoria
generalizada. Apds 24 horas, 0s animais foram testados no contexto A,
guanto a resposta de medo condicionada (Figura 12A).
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Figura 12. A administracdo de clonidina apds expressdo da resposta
generalizada ndo altera a expressdo de medo no contexto pareado (B), bem
como ndo a altera no proprio contexto ndo-pareado (D). A e C- loimbina (2,0
mg/kg, i.p.) foi administrada logo apds o condicionamento da memdria de medo
contextual. CLO ou VEI foram administrados imediatamente ap6s o teste B. As
setas indicam os momentos dos tratamentos. B e D - Valores sdo expressos como
média + EPM da porcentagem de congelamento frente ao contexto ndo-pareado
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(Teste B e Teste B2) ou ao contexto pareado (Teste A). Ndo houve diferenca entre
nenhum dos grupos analisados nestas condigfes (teste “t” de Student para grupos
independentes ou ANOVA de uma via com medidas repetidas, seguida pelo teste
post-hoc de Newman-Keuls). O nimero na base das primeiras barras corresponde ao
“n” de animais para cada grupo.

O teste “t” de Student ndo revelou efeito significativo para o
tratamento com clonidina sobre o tempo de congelamento no contexto A
(tis = 1,96, P = 0,2), indicando que essa manipulacdo farmacoldgica
ap0s uma exposicao ao contexto ndo-pareado nédo foi capaz de interferir
com a “re-estabilizacdo” da memoria, ndo alterando assim a expressao
de medo no contexto pareado (contexto A), conforme observado na
figura 12B.

O mesmo experimento foi realizado com outros 19 animais,
também divididos em dois grupos (n = 9-10) com base no tratamento
sisttmico com veiculo ou clonidina (0,3 mg/kg) imediatamente apés o
Teste B, da mesma forma previamente descrita. Porém, desta vez, ap6s
24 horas, 0s animais foram testados no préprio contexto B (figura 12C),
a fim de avaliar alteracbes na expressdo generalizada de medo. Da
mesma forma, a ANOVA de uma via com medidas repetidas ndo
revelou efeito significativo tanto para o tratamento com clonidina sobre
0 tempo de congelamento no contexto B (Fy 17 = 3,42, P = 0,08), quanto
para a repeticdo (Fy17 = 0,72, P = 0,4), indicando que a manipulacéo
farmacoldgica com clonidina apds a exposi¢do ao contexto ndo-pareado
também ndo foi capaz de interferir com a expressdo da memoria
generalizada, conforme observado na figura 12D. Estes dados
preliminares parecem indicar que a expressao de medo no contexto nao-
pareado pode ndo estar relacionada a evocacdo da memoria original,
pelo menos ndo nesta condicdo experimental analisada.

Experimento 5 - Influéncia da re-exposicdo ao contexto ndo-
pareado sobre o efeito amnésico da clonidina

A administracdo de clonidina ap6s uma Unica exposicdo ao
contexto ndo-pareado néo foi capaz de provocar diferengas significativas
na expressdo de medo no contexto pareado. Ainda assim, ndo exclui a
possibilidade de que a memoria original seja “evocada” no contexto
ndo-pareado. Talvez uma unica sessdo de “evocagdo” nédo seja suficiente
para evidenciar os efeitos amnésicos da clonidina. Esta questdo foi
cogitada baseada em trabalhos da literatura que demonstraram, mediante
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duas administracBes de clonidina pds-reativacdo prejudicar de forma
maxima a retencdo da memoria aversiva apds sua evocagdo
(GAMACHE, PITMAN, NADER, 2012). A fim de investigar esta
guestdo, os mesmos 18 animais do experimento 4A foram, entdo,
expostos novamente ao contexto ndo-pareado (agora B2), um dia apés o
teste Al. Esta exposicdo foi imediatamente seguida de mais uma
administragdo de clonidina 0,3 mg/kg e, no dia seguinte, os animais
foram testados em A2.
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13. O efeito amnésico da clonidina sobre a memoria original é evidente apds
duas exposicOes sucessivas ao contexto ndo-pareado. A - loimbina (2,0 mg/kg,
i.p.) foi administrada logo ap6s o condicionamento da memdria de medo contextual.
CLO ou VEI foram administrados imediatamente ap0s o teste B1 e teste B2. As
setas indicam os momentos dos tratamentos. B - Valores sdo expressos como média
+ EPM da porcentagem de congelamento frente ao contexto pareado (Teste Al e
A2) e ao contexto ndo-pareado (Teste B1 e B2). * = p < 0,05 entre 0s grupos na
mesma sessao de teste e # = p < 0,05 entre as sessOes de teste para 0 mesmo grupo
(ANOVA com medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls). O
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numero na base das primeiras barras corresponde ao “n” de animais para cada grupo.
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De modo interessante, para o teste A, a ANOVA de uma via com
medidas repetidas indicou diferencas significativas entre os grupos para
os fatores tratamento (F; 16 = 6,27, P = 0,02) e re-exposi¢éo nas sessoes
de teste Al e A2 (Fy16= 0,27, P = 0,003). O teste post-hoc de Newman-
Keuls revelou uma reducdo no tempo de congelamento do grupo tratado
com clonidina ap6s duas exposi¢des no contexto ndo-pareado, em
relacdo ao grupo controle na sessdo de Teste A2 (P = 0,01) e em relagdo
a sessdo anterior (Teste Al) (P = 0,001). Ou seja, ap6s duas exposicles
ao contexto ndo-pareado, seguidas da administracdo de clonidina, foi
possivel observar o prejuizo causado por esta droga amnésica sobre a
resposta de medo condicionada, indicando que a manipulagdo
farmacoldgica apds a exposicdo ao contexto ndo-pareado pode alterar o
traco original da memédria, pelo menos de forma parcial, para esta
condi¢do analisada.

Experimento 6 - Efeito da facilitacdo da labilizacdo sobre a acdo
da clonidina no contexto ndo-pareado

Uma possivel explicacdo para os dados anteriores é de que
provavelmente apenas uma exposicao ao contexto nao-pareado nao seja
suficiente para labilizar esta memodria, visto que ja foi demonstrado que
uma memdria aversiva muito robusta apresenta como caracteristica,
além da generalizagdo (GAZARINI et al., 2014), uma certa resisténcia a
labilizacdo (BUSTOS et al., 2010; GAZARINI et al., 2014). Para testar
esta hipOtese, neste experimento duas estratégias para facilitar a
labilizacdo desta meméria foram consideradas: aumento do tempo de
exposicdo ao contexto ndo-pareado, na sessao de teste B (figura 14A), e
a administracdo prévia de D-cicloserina para facilitagdo farmacoldgica
da labilizacdo no momento do teste B (figura 14C).

Em relacdo & primeira abordagem, 19 animais receberam pré-
tratamento com ioimbina (2 mg/kg via i.p.) apds o condicionamento
para inducdo da generalizacdo do medo. No dia seguinte, os animais
foram submetidos & sessdo de Teste B com duragdo de 5 minutos. Estes
animais foram, entdo, divididos em dois grupos (n = 9-10) com base no
tratamento  sisttmico com veiculo ou clonidina (0,3 mg/kg)
imediatamente ap6s o Teste B, para prejudicar a re-estabilizacdo desta
memoria. Apds 24 horas, os animais foram testados no contexto A,
quanto a memoria aversiva original. O teste “t” de Student ndo revelou
diferencas significativas na sessdo de Teste A para o fator tratamento
(t;7 = 1,82, P = 0,09), ou seja, 0 aumento no tempo de “reativagao” de
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forma isolada néo foi capaz de evidenciar os efeitos da clonidina sobre a
memoria original (figura 14B). Além disso, ndo houve qualquer
alteracdo sobre a expressdao da memoria generalizada, provavelmente
pela dificuldade de labilizacdo desta memodria.
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Figura 14. A facilitagdo da labilizacdo por administracdo prévia de D-
cicloserina foi mais efetiva em evidenciar o efeito amnésico da clonidina que o
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aumento do tempo de exposicdo ao contexto ndo-pareado. loimbina (2,0 mg/kg,
i.p.) foi administrada logo apds o condicionamento da meméria de medo contextual.
CLO ou VEI foram administrados imediatamente ap6s o teste B1. As setas indicam
0s momentos dos tratamentos. A — a sessdo de teste B1 teve duragdo de 5 minutos;
C — previamente ao teste B1 os animais receberam a administracdo de D-cicloserina
(15 mgkg i.p). B e D - Valores sdo expressos como média + EPM da porcentagem
de congelamento frente ao contexto pareado (Teste A) e ao contexto ndo-pareado
(Teste B1 e B2). * = p < 0,05 entre 0s grupos na mesma sessdo de teste (teste “t” de
Student para grupos independentes). O ndmero na base das primeiras barras
corresponde ao “n” de animais para cada grupo.

Por outro lado, para facilitacdo farmacoldgica da labilizacdo, o
mesmo protocolo descrito acima foi realizado com outros 24 animais (n
= 12), com a diferenca que todos os animais receberam uma
administragdo de D-cicloserina 15 mg/kg via i.p. 30 minutos antes da
sessdo de Teste B, que teve duragdo de 3 minutos. Neste caso, O teste
“t” de Student revelou diferencas significativas na sessdo de Teste A
para o fator tratamento (t,, = 1,34, P = 0,03), ou seja, o efeito amnésico
da clonidina sobre a memoéria original foi evidenciado apds
administragdo prévia de D-cicloserina para facilitacdo farmacoldgica de
labilizac&o (figura 14D).

Experimento 7 - Efeito de intervencdes farmacoldgicas apds a
expressdo generalizada de medo sobre a resisténcia da memdria aversiva
original a acdo amnésica da clonidina no contexto pareado

Até este momento, os experimentos foram realizados com o
intuito de provocar uma reducdo na expressao de medo no contexto
pareado (Teste A) ap6s manipulagdes farmacoldgicas no contexto ndo-
pareado (Teste B), o que ndo foi possivel em todos os casos. Isso
provavelmente ocorreu pelo fato de a memoria potencializada com
ioimbina ser mais resistente & acdo amnésica da clonidina (GAZARINI
et al., 2014). Este experimento teve o intuito de avaliar os possiveis
efeitos da manipulacdo da resposta de medo generalizado sobre
resisténcia da memoria original & acdo amnésica da clonidina. Para isso,
38 animais receberam 10l apds o condicionamento e foram divididos
em 4 grupos com base no tratamento prévio com D-cicloserina ou
veiculo e no tratamento imediatamente apds o contexto ndo-pareado
(Teste B1) com clonidina ou veiculo. Todos os grupos receberam
clonidina imediatamente apds o teste Al.
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Para o teste A, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas
indicou diferencas significativas entre os grupos para os fatores
tratamento (Fy, 34 = 5,80 P = 0,02) e re-exposi¢éo nas sessdes de teste Al
e A2 (Fy, 34 = 12,81 P = 0,001). O teste post-hoc de Newman-Keuls
revelou uma reducdo na resposta condicionada do grupo D-cicloserina +
clonidina em relacdo ao grupo controle na sesséo de Teste A2 (P = 0,01)
e em relacdo a sessdo anterior (Teste Al) (P = 0,0003). Ou seja, 0
bloqueio de “reconsolidagdo” combinado a facilitagdo da labilizacdo no
contexto ndo-pareado torna memdria original mais susceptivel a
intervencao farmacoldgica, apds reativagao no contexto pareado.
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Figura 15. O bloqueio da reconsolidagdo combinado a facilitacdo da labilizagcdo no
contexto ndo-pareado torna a memoria original mais susceptivel a intervengéo
farmacoldgica, frente & evocagdo no contexto pareado. A - loimbina (2,0 mg/kg, i.p.)
foi administrada logo apds o condicionamento da memodria de medo contextual. 30
minutos antes do teste B1 os animais receberam a administracdode VEI ou DCS (15
mg/kg i.p) e imediatamente ap6s 0 mesmo teste, os animais receberam a administragéo
de VEI ou CLO. Apds o teste Al todos os animais recebem clonidina. As setas indicam
0s momentos dos tratamentos. B - Valores sdo expressos como média + EPM da
porcentagem de congelamento frente ao contexto pareado (Teste A) e ao contexto ndo-
pareado (Teste B). * = p < 0,05 entre 0s grupos na mesma sessao de teste e # = p < 0,05
entre as sessdes de teste para 0 mesmo grupo (ANOVA de duas vias com medidas
repetidas seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls). O nimero na base das
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primeiras barras corresponde ao “n” de animais para cada grupo.
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Estes dados sugerem que a facilitagdo de labilizagdo por D-
cicloserina combinada a administracdo de clonidina no contexto ndo-
pareado é capaz de resgatar a flexibilidade (capacidade de labilizagao)
de uma memdria potencializada por ioimbina frente ao contexto
pareado. Ou seja, podemos interferir com o traco original da meméria a
partir de um contexto dissociado do evento aversivo original, mesmo
quando ndo ha alteragdo na resposta comportamental expressa.

Experimento 8 - Envolvimento do hipocampo como sitio de
labilizacdo necessario para a modulacdo da resposta de medo
condicionada, partindo de intervencdes farmacoldgicas apds a expressdo
generalizada de medo

Sabendo da importancia do hipocampo para a formagdo e
evocacdo de uma memoria contextual (HOLLAND e BOUTON, 1999;
FANSELOW, 2000), seria importante tentar relacionar o papel dessa
estrutura no possivel mecanismo de intervencdo com a memoria original
a partir da expressao generalizada de medo (baseado no bloqueio de
“reconsolida¢do” com destaque para o envolvimento da labilizagdo)
proposto neste trabalho. Para tal, este experimento teve como objetivo
confirmar que, de fato, os resultados anteriores sejam devidos a uma
facilitacdo da labilizacdo da memdria original, apés as manipulacGes
farmacoldgicas com a expressdo generalizada de medo. Assim, 21
animais receberam 101 apds o condicionamento, foram tratados com D-
cicloserina anteriormente ao teste B1 e com clonidina imediatamente
apo6s. Um dia apés, no Teste Al, os animais foram divididos em 2
grupos com base no pré-tratamento (15 minutos antes) com ifenprodil
ou veiculo, por infusdo central diretamente sobre o hipocampo dorsal,
com o intuito de prevenir a desestabilizacdo e labilizacdo da memoria e
assim avaliar se o efeito da clonidina, observado anteriormente, €
impedido. Todos os grupos receberam clonidina imediatamente apds o
teste Al.

Para o teste A, a ANOVA de medidas repetidas indicou apenas
uma tendéncia entre os grupos para o tratamento om ifenprodil (Fy 19 =
3,4957, P = 0,08). O teste post-hoc de Newman-Keuls revelou também
uma tendéncia de prevencdo dos efeitos amnésicos da clonidina na
sessdo de Teste A2 (P = 0,09) em relagdo ao grupo controle, que ndo
recebeu ifenprodil. Para o teste B, ANOVA de duas vias indicou apenas
uma tendéncia em relacdo a re-exposicdo para o grupo VEI (Fyi9=



70

3,2976, P = 0,08). O mesmo ndo foi observado para o grupo tratado com
ifenprodil. O teste post-hoc de Newman-Keuls revelou a manutengéo da
resposta generalizada para o grupo tratado com ifenprodil em relagdo ao
grupo controle, visto que este Ultimo apresenta uma queda do
comportamento de medo entre a sessdo B1 e B2 (P= 0,05). Ou segja, 0
tratamento prévio com ifenprodil no hipocampo dorsal bloqueia
parcialmente os efeitos da clonidina apds reativacdo no contexto
pareado (observado no experimento anterior), inclusive sobre a propria
resposta de medo generalizada.
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Figura 16. O hipocampo parece ser um sitio importante de labilizacdo necessario
para os efeitos do bloqueio da reconsolidacdo da memodria generalizada sobre a
memoria original. A - loimbina (2,0 mg/kg, i.p.) foi administrada logo apds o
condicionamento da memoria de medo contextual (3 x 0,8 mA para animais operados).
30 minutos antes do teste B1 todos os animais receberam a administragdo de D-
cicloserina (i.p) e imediatamente ap6s o mesmo teste, 0s animais receberam a
administragdo de CLO. Anteriormente (15min) ao teste Al os animais receberam
administragdo intra-hipocampal de vei ou ifenprodil e imediatamente ap6s todos os
animais receberam a administragdo de clonidina. As setas indicam os momentos dos
tratamentos. B — Valores sdo expressos como média + EPM da porcentagem de
congelamento frente ao contexto pareado (Teste A) e ao contexto ndo-pareado (Teste B).
#: P = 0,05 entre as sessfes de teste para 0 mesmo grupo e t indica uma tendéncia para
efeito entre 0s grupos para a mesma sessdo de teste (ANOVA com medidas repetidas
seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls). O nimero na base das primeiras barras
corresponde ao “n” de animais para cada grupo.
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Estes dados indicam que os efeitos observados estdo
relacionados, pelo menos em parte, a alteracdo do perfil de labilizacdo
da memoria potencializada e que o hipocampo dorsal pode ser um sitio
de grande interesse para investigacdes futuras.
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DISCUSSAO

5.1 A generalizacdo de respostas defensivas por
estimulacéo farmacoldgica: as bases da pesquisa

5.1.1 O fendmeno da “generalizacdo de medo”

Tratamos do termo “generalizagdo” das respostas defensivas uma
vez que, no protocolo utilizado, os animais do grupo tratado com
ioimbina expressaram significativamente maior tempo de congelamento
gue os animais do grupo veiculo. Contudo, os primeiros ndo atingem
niveis de congelamento no contexto ndo-pareado comparaveis ao
contexto pareado. A expressao generalizada de medo s6 foi observada
guando a estimulacdo noradrenérgica foi feita ap6s um treino de
condicionamento contextual que induz, por si s6, niveis elevados de
congelamento em um teste posterior (cerca de 80%) (GAZARINI et al.,
2014). Resultados semelhantes ja haviam sido observados para a
administragdo sistémica de corticorterona (KAOUANE et al., 2012).
Vale destacar que os protocolos de condicionamento utilizados, tanto o
padrdo quanto o modificado, ndo sdo capazes de induzir a generaliza¢do
per se, conforme observado para os grupos VEI nos experimentos 1, 2 e
3. Portanto, sugere-se que a generalizacdo observada, apos
administracdo de 10Il, provavelmente é decorrente de efeito
potencializador desta droga sobre a consolidacdo da meméria, em
acordo com trabalhos prévios que demonstraram que a potencializa¢do
do aprendizado aversivo resulta na expressao generalizada de respostas
defensivas (BALDI, LORENZINI, BUCHERELLI, 2004; GAZARINI
et al, 2013; 2014; GHOSH e CHATTARIJI, 2015). Dados néo
publicados do nosso laboratério (GAZARINI, 2015) demonstraram que
a administracdo de IOIl, capaz de induzir generalizagdo do medo,
promove aumento significativo na expressdo de Arc (do inglés,
‘activity-regulated cytoskeleton-associated protein’) na regido CAl do
hipocampo. Esta proteina apresenta fungdo estrutural e expressdo
imediata frente a eventos que levam a plasticidade neuronal (KORB e
FINKBEINER, 2011), como ocorre para a formacdo de memorias
(TZINGOUNIS e NICOLL, 2006). Esta expressao aumentada de Arc no
HD reforca ainda mais a idéia de que a formacdo de uma memoria mais
intensa/robusta aumenta a possibilidade para a ocorréncia de
generalizagdo do medo.
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Tem se questionado a respeito do fendmeno neuronal responsavel
pela transicdo entre a expressdo especifica de medo para a generalizada.
E discutida a possibilidade de que estes animais submetidos a uma
potencializac¢do da consolidagdo tenham um arranjo diferencial do trago
da memoria, o que poderia ser decorrente de uma mudanca no circuito
neuronal responsavel pela formacdo da meméria de medo e,
consequentemente, de um processamento diferencial desta (CHA et al.,
2014; ROZESKE et al., 2015). Ghosh e Chattarji (2015) demonstraram,
por meio de um protocolo de condicionamento mais intenso, que a
generalizagdo de medo se correlacionou com um recrutamento
adicional, mas também diferencial, de neur6nios da amigdala basolateral
gue seriam ativados frente a uma pista nova, ndo associada com a
experiéncia aversiva original.

Fundamentalmente, é muito comum autores discutirem a
generalizagdo como uma dificuldade de discriminagdo de informagdes
contextuais no momento da evocacdo destas memdrias (OLSON, 2011),
no entanto, ja se sabe que, em algumas situacBes, a generalizacdo
acontece mesmo frente a estimulos que poderiam ser facilmente
distinguidos (DUNSMOOR, MITROFF, LABAR, 2009).

Outra interpretacdo seria a possibilidade de evocacdo da memoria
aversiva por meio de pistas ndo diretamente associadas ao evento
aversivo inicial, mas que remetam de alguma forma ao estado interno
relacionado aquela experiéncia (ATON, 2013). O estado interno
representa o significado emocional induzido por um estimulo particular
ao ser experimentado e orienta as decisGes comportamentais que afetam
a sobrevivéncia (CRAIG, 2009). Desta forma, a apresentacdo de um
estimulo que ndo faca, necessariamente, parte da informacédo
armazenada, mas refira-se ao estado emocional interno poderia induzir a
expressdo comportamental relacionada. O estado interno pode ser
alterado por qualquer estimulo externo (manipulagcdes ambientais ou
farmacolégicas) ou fatores internos (neuromoduladores) e seria o
principal responsavel por determinar como 0s neurdnios e circuitos
neuronais respondem a um determinado estimulo sensorial, tanto na
forma que a informacéo sensorial é recebida (forma que os neurdnios
respondem a estimulos sensoriais) quanto ao longo do tempo, alterando
a plasticidade neuronal (ATON, 2013).
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5.1.2 Uso da ioimbina como ferramenta farmacolégica:

A administracdo de IOl ap6s o condicionamento no Contexto A
provocou um aumento significativo na expressdo de congelamento
frente a um contexto ndo-pareado (B), quando comparada a
administracdo de VEI, caracteristica da generalizacdo das respostas
defensivas. Este resultado concorda com dados da literatura, visto que
diversos trabalhos associam este fendmeno com uma ativagdo excessiva
do sistema noradrenérgico (PITMAN, 1989; YEHUDA, MCFARLANE,
SHALEV, 1998; O'DONNELL, HEGADOREN, COUPLAND, 2004;
SOETER e KINDT, 2012). A 10Il, mediante antagonismo do
autoreceptor de noradrenalina, subtipo o, (IVANOV e ASTON-JONES,
1995), controla a liberacdo de noradrenalina pelo locus coeruleus para o
sistema nervoso central. O aumento da concentracdo de noradrenalina e,
por sua vez, consequente ativacdo aumentada de receptores [-
adrenérgicos, promovem a facilitacdo da transmisséo sindptica através
de mecanismos que envolvem aumento na concentracdo de AMPc e
sintese de novas proteinas (MCGAUGH e ROOZENDAAL, 2002),
resultando em uma potencializagdo da consolidacdo da memoéria
(TULLY e BOLSHAKOV, 2010).

Com relacdo ao perfil temporal do efeito da 10I, foi observado
gue os animais tratados com 10l 2 mg/kg continuaram expressando
niveis de congelamento no teste A2, 21 dias apds o condicionamento,
comparaveis ao teste Al. Assim, além da inducdo de generalizacao,
podemos sugerir um efeito da 10I, sobre a persisténcia da meméria ao
longo do tempo. Outros trabalhos também destacam que memorias
traumaticas apresentam uma caracteristica mais duradoura (PITMAN,
1989; ELZINGA e BREMNER, 2002; ZOLADZ e DIAMOND, 2013;
GAZARINI et al., 2014). O mesmo ndo foi observado para os animais
do grupo VEI, correspondendo provavelmente a um esquecimento
gradual que acontece em memorias nao reforcadas e nao reativadas com
0 passar do tempo (GAMACHE, PITMAN, NADER, 2012), como foi 0
caso deste grupo.

Autores destacam o potencial ansiogénico da I0Il, sendo
demonstrada por aumentar comportamentos tipo-ansiosos e de
intensificar respostas defensivas frente a outros testes comportamentais
(ZHENG e RINAMAN, 2013). Gazarini e colaboradores (2014)
demonstraram em seu trabalho que a ioimbina ndo apresenta efeito per
se sobre a expressdo de medo no contexto pareado, ou seja, que esta
droga ndo atua como estimulo incondicionado na auséncia dos choques.
No presente trabalho, confirmou-se também, através do experimento 3,
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que a generalizacdo observada ndo é resultado apenas de uma
sensibilizacdo das respostas defensivas provocada pela experiéncia
aversiva intensa somada a potencializacdo noradrenérgica. Ainda através
deste experimento, podemos sugerir que efeito da ioimbina é dependente
da formacdo da memoria aversiva mediante experiéncia associativa
(pareamento do choque com o contexto somado a estimulagdo
noradrérgica), visto que a administracdo de 10l ndo apresentou efeito
sobre a resposta de congelamento quando os animais foram submetidos
ao protocolo de “déficit de choque imediato”. A auséncia da sessdo de
familiarizacdo ou de um pequeno tempo de contextualizacdo pré-
choque, protocolo chamado de “déficit de choque imediato”, ndo
possibilita a formagdo de uma representacdo unitiria do contexto
(FANSELOW, 1990; LANDEIRA-FERNANDEZ et al., 2006), 0 que
seria crucial para a associacdo do estimulo incondicionado e formagédo
completa da  membria  contextual (MCLAREN, KAYE,
MACKINTOSH, 1989; CHANG e LIANG, 2016). Além disso, se
considerarmos que a meia-vida da 10l é de 0,15/0,5h (SWAN et al.,
2005) e que sua concentracdo no cérebro de ratos ndo persiste por mais
de 8h (HUBBARD et al.,, 1988), dificilmente poderiamos atribuir
qualquer alteracdo comportamental a um efeito residual ansiogénico ou
de sensibilizacdo por acdo desta droga no momento dos testes (24h ou
mais ap6s a administracéo).

5.1.3 Adeguactes metodoldgicas

Este trabalho requereu algumas adequagdes metodolégicas ao
passo de sua execucdo. Com relagdo a dose de 10I, por exemplo,
Gazarini e colaboradores (2014) haviam demonstrado a potencializagdo
da memoéria e expressdo de resposta generalizada de medo com o
emprego de uma dose de 1,0 mg/kg de ioimbina. Porém, neste estudo,
conforme o decorrer dos experimentos se fez necessario um ajuste de
dose (2 mg/kg) a fim de atingir niveis estaveis e reprodutiveis de
congelamento no contexto ndo-pareado, para o protocolo em questéo.

Com relagdo ao protocolo de condicionamento empregado, nos
guestionamos quanto a influéncia de uma sessdo de evocacdo (no
contexto pareado) e da alteracdo da sala de realizacdo do teste B sobre a
expressao da resposta de medo generalizada. De forma geral, conforme
observado no experimento 2, as diferencas entre os protocolos foram
mais evidentes para 0s animais do grupo controle, isso porque seria
possivel acessar e desestabilizar a memoria mediante reativagdo
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(LEWIS, 1979). Por outro lado, como ja discutimos anteriormente,
memorias reforgadas seriam menos passiveis de desestabilizar frente a
evocagdo (SUZUKI et al., 2004; BUSTOS et al., 2010; SOETER e
KINDT, 2013; GAZARINI et al., 2014; VANVOSSEN et al., 2017),
assim fica claro o porqué dos grupos tratados com 10l apresentarem
menor variagdo entre os protocolos.

Quando foi alterada apenas a sala de realizacdo do Teste B,
mantendo-se a sessdo de evocacdo prévia, ndo houve diferenca na
resposta de medo generalizada entre o grupo controle e 10l. Isto porque
0s controles parecem apresentar maior tempo de congelamento neste
paradigma. Podemos interpretar que quando a exposicdo ao contexto
ndo-pareado se d4 em uma sala também nova, a representacdo
contextual global possui carater diferenciado do que quando o teste B é
realizado na mesma sala do condicionamento, isso por que o fator
“novidade” poderia atrapalhar, ainda que parcialmente, a interpretacao
contextual. Huckberry e colaboradores também demonstraram que a
generalizacdo do medo para pistas contextuais é sensivel a pequenas
variagBes de procedimento, por meio de diferentes paradigmas nos quais
comparam a contribuicdo relativa de caracteristicas contextuais
especificas (HUCKLEBERRY, FERGUSON, DREW, 2016).

Quando a sessdo de evocacdo prévia foi omitida, porém, desta
vez, sem alteracdo da sala de realizacdo do Teste B, de forma
semelhante ndo houve diferenca na porcentagem de resposta de medo
generalizada entre o grupo controle e o 101, também porque os controles
parecem apresentar maior tempo de congelamento neste protocolo.
Huckberry e colaboradores demonstraram que a ordem do teste (teste B
antes ou apdés o Teste A) pode ter um efeito significativo na
generalizagdo do contexto, muito embora ndo atribuam um mecanismo
para tal dado (HUCKLEBERRY, FERGUSON, DREW, 2016). Autores
destacam o papel da evocacdo na manutencédo da precisdo das memdrias
ao longo do tempo, sendo responsavel por possibilitar um maior
detalhamento contextual (DUDAI, 2002). Podemos sugerir que a sessao
de evocacdo interfira na expressdo de medo através da representacdo
contextual formada, por permitir a integracdo ou atualizacdo de
componentes do contexto em questao.

Por fim, através do “protocolo modificado”, quando foi alterada a
sala de realizacdo do Teste B e a sessdo de evocacgdo prévia foi omitida,
os animais do grupo 10Ol expressaram significativamente maior
porcentagem de medo generalizado do que o grupo controle. Sugerimos
como interpretagdo 0s mesmos pontos ja discutidos anteriormente.
Acreditamos que esta situacdo seja a melhor aplicavel ao nosso objetivo,
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ja que uma das caracteristicas da generalizacdo do medo é a expressédo
de comportamentos defensivos em condicBes diferentes da situacao
aversiva original (WHALLEY, 2015), incontestavelmente na maioria
das vezes, sem 0 retorno ao contexto original para evocacdo da
memoria.
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5.2 Modulagdo da memdria aversiva original a partir da
resposta generalizada de medo

Optamos partir de estratégias baseadas no “bloqueio de
reconsolidagdo” por sua validade em diversos modelos pré-clinicos e
clinicos (MISANIN et al, 1968; MACTUTUS et al, 1979;
PRZYBYSLAWSKI; SARA, 1997; SARA, 2000; NADER, SCHAFE,
LEDOUX, 2000). A hipétese de reconsolidacdo postula que a evocacao
da memoria, mediante a apresentacdo de pistas previamente associadas,
pode induzir uma fase labil adicional durante a qual a memoria é
susceptivel a interferentes (MISANIN, MILLER, LEWIS, 1968;
LEWIS, 1979). Nesse contexto e considerando que o fenbmeno de
generalizagdo € uma consequéncia da experiéncia aversiva inicial,
sugere-se que a exposicdo ao contexto ndo associado (Contexto B)
poderia induzir um estado transitorio durante o qual a meméria original
seria passivel de modificagdo. Assim, a administracdo de drogas
amnésicas nesta fase poderia atenuar o impacto exacerbado da meméria
traumatica.

5.2.1 Clonidina e seu efeito amnésico

O papel negativo de receptores ap-adrenoceptores na modulacéo
da funcdo cognitiva ja é descrita na literatura (GALEOTTI,
BARTOLINI, GHELARDINI, 2004). Quanto ao efeito amnésico da
clonidina, ja foi demonstrado que a dose de 0,1 mg/kg foi capaz de
induzir prejuizos na tarefa de esquiva passiva (GALEOTTI,
BARTOLINI, GHELARDINI, 2004). Gazarini e colaboradores (2014)
demonstraram que a ativacdo de receptores op-adrenérgicos com
clonidina prejudicou tanto a consolidagdo quanto a reconsolidagéo de
uma memoria de medo contextual, na mesma dose empregada no
presente trabalho. Apesar de se tratar de uma dose mais alta que a
comumente empregada em testes comportamentais (MONDACA et al.,
2004) por apresentar efeitos sedativos e motores pronunciados
(MACMILLAN et al., 1996), a curta meia-vida desta droga, de 30-
120min (CONWAY e JARROTT, 1982), exclui a possibilidade desta
interferéncia no momento do teste, 24 horas ap6s sua administracdo.
Além disso, ndo podem ser atribuidos efeitos antiaversivos ou
locomotores residuais ja que resultados prévios do nosso laboratorio
demonstraram que ndo houve qualquer alteracdo no labirinto em cruz
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elevado para esta dose testada no mesmo momento do Teste B
(GAZARINI et al., 2013).

A clonidina é comprovada por prejudicar a retencdo da meméria
através do bloqueio de reconsolidagdo (GOZZANI e 1ZQUIERDO,
1976; GAMACHE, PITMAN, NADER, 2012; GAZARINI et al. 2014),
provavelmente por sua capacidade de reduzir a estimulacdo do locus
coeruleus, a atividade noradrenérgica central e a indu¢do/manutencao da
LTP (ABERCROMBIE, KELLER, ZIGMOND, 1988; RASMUSSEN e
JACOBS, 1988; DEBOCK et al., 2003; MONDACA et al., 2004; LI et
al., 2013). Contudo, conforme observado no experimento 4, a
administracdo de clonidina apds uma Gnica exposi¢do ao contexto ndo-
pareado ndo foi capaz de provocar diferencas significativas na expressdo
de medo no contexto pareado. De forma importante, o efeito da
clonidina é dependente da evocagdo que leva & desestabilizagdo da
memoria e na auséncia desta condicdo, ndo ha efeitos amnésicos
(GAMACHE, PITMAN, NADER, 2012). Visto que a manipulagédo
farmacoldgica foi dada apds exposicdo a um contexto ndo pareado,
podemos sugerir que esta condigdo ndo tenha sido suficiente para
desestabilizar a memoria.

Por outro lado, quando foram realizadas duas exposi¢cdes ao
contexto B seguidas da administracdo de clonidina (experimento 5)
houve um prejuizo na memoria original. Um trabalho recente
demonstrou que o bloqueio da reconsolidacdo por clonidina foi
observado apds um tratamento com a dose de 0,1 mg/kg e atingiu o seu
o efeito maximo apdés dois tratamentos (GAMACHE, PITMAN,
NADER, 2012). Outro experimento com até trés reativacdes poderia ser
realizado para subsidiar esse perfil de acdo da clonidina e confrontar tais
dados da literatura. Uma questdo importante a se destacar neste ponto da
discussdo é o cuidado na quantidade de exposicGes e a possibilidade de
ocorréncia de extincdo (BOUTON, 2002), visto que o nimero de
exposices e o tempo de exposicdo ao contexto podem favorecer a
formacdo de uma memoéria de extingdo. Acreditamos que esta
possibilidade seja mais improvavel visto que tratamos de um contexto
diferente e ap6s todas as exposi¢des houve administracdo de droga
amnésica, o que se fosse o caso, prejudicaria a formacdo da memaria de
extingdo (ALMEIDA-CORREA e AMARAL, 2014).

Além da intervencdo direta com a expressdo da resposta
condicionada, no experimento 7 foi possivel observar que a
manipulacdo farmacolégica no contexto ndo-pareado alterou a
resisténcia da memdria original, ou seja, a memdria potencializada pela
101, outrora inacessivel, tornou-se passivel a agdo amnésica da clonidina
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no contexto pareado. Estes dados em conjunto com os do experimento 5
sugerem que, ainda que ndo possam ser precisados tais mecanismos, de
alguma forma esta meméria pode ser evocada e reativada, mesmo que
parcialmente, no contexto B. Recentemente, Chang e Liang (2016)
sugeriram que uma memoria aversiva pode ser reativada por estimulos
ndo contidos no evento original desde que compartilhem elementos
comuns aquele, demonstrando a participacdo de mecanismos de pattern
completion hipocampais relacionados a expressdo de respostas de medo
em um contexto novo.

Muito ha para se estudar e investigar no que diz respeito ao
mecanismo relacionado aos efeitos observados no presente estudo.
Presumidamente, os efeitos da clonidina descritos no presente estudo
poderiam seguir mecanismos bem proximos aos descritos para o
blogueio de reconsolidacdo (FINNIE e NADER, 2012; KINDT,
SOETER, SEVENSTER, 2014). Contudo, na auséncia de técnicas
moleculares mais aprimoradas, ndo podemos afirmar que haja um
prejuizo de reconsolidacdo propriamente dito, mas podemos sugerir que
os dados apresentados poderiam representar um sistema de
enfraquecimento sinaptico capaz de causar este “mismatch” entre a
memoéria original e a informacdo disponivel no momento (ALMEIDA-
CORREA e AMARAL, 2014).

5.2.2 Labilizacdo como mecanismo chave: importancia e
envolvimento do hipocampo

Soeter e Kindt (2013) demonstraram em humanos propensos a
desenvolver ansiedade que uma Unica reativacdo ndo reforcada foi
insuficiente para uma destabilizacdo plena e étima do traco de memodria,
0 que corrobora com os dados do nosso experimento 4. Podemos sugerir
gue neste caso, por se tratar de uma memoéria reforcada e sua
“evocacdo” ter sido realizada em um contexto nio pareado ao evento
aversivo, seja muito dificil acessar e desestabilizar o traco de meméria
com apenas uma sessdo de reativacdo. Como mencionado na introducéo,
existem condic¢des capazes de prevenir a ocorréncia da reconsolidacéo,
tal qual acontece para memdrias reforcadas (SUZUKI et al, 2004;
FORCATO et al., 2007; WANG et al,. 2009; SOETER M, KINDT M.
2013). Um exemplo disso foi demonstrado por Gazarini et al. (2014),
onde o refor¢co no condicionamento provocado pela ioimbina torna a
memoria menos susceptivel a acdo de agentes amnésicos. Outros
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trabalhos ja demonstram resultados semelhantes em protocolos que
envolviam estresse prévio (BUSTOS et al. 2010; ESPEJO et al., 2016).

Considerando a possibilidade de que haja uma dificuldade de
labilizagdo no momento do teste B, sugerido como interpretacdo para o
resultado do experimento 4, optamos por utilizar a D-cicloserina, ja que
esta droga apresenta-se como ferramenta Gtil no favorecimento da
desestabilizacdo de memdrias mais intensas (BUSTOS et al., 2010;
ESPEJO et al., 2016) e mesmo para memérias potencializadas pela agdo
da 101 (GAZARINI et al., 2014). Conforme observado no experimento
6, o efeito amnésico da clonidina sobre a memdria original foi
evidenciado ap6s a administragdo de D-cicloserina previamente a
exposicdo do contexto ndo-pareado. Podemos sugerir que memoria
pudesse ser evocada mesmo ap6s uma exposicdo ao contexto nao-
pareado, mas somente agora, mediante agdo da D-cicloserina, possa se
tornar 1&bil e passivel da acdo amnésica da CLO, ainda que os efeitos
ndo sejam tdo pronunciados. O mecanismo preciso pelo qual a D-
cicloserina promoveria a desestabilizacdo da memdria ainda é discutido,
porém, ORTIZ e colaboradores (2015) sugerem que seja mediado pela
ativacdo do complexo ubiquina-proteassoma tentando correlacionar e
aproximar de seu mecanismo de intervencdo sobre a extin¢do de uma
memoria, este por sua vez melhor discutido na literatura (MAO et al.,
2008). Mais recentemente, Espejo e colaboradores (2016),
demonstraram que a administracdo prévia de D-cicloserina resgatou a
expressao aumentada de GIuN,B e Zif-268 apds a sessdo de reativacdo
para animais estressados, semelhante ao que é observado naturalmente
para animais ndo estressados, reforcando ainda mais o papel desta droga
em facilitar a labilizacdo da memoria. Por fim, com relagdo a dose
empregada de D-cicloserina, ja foi demonstrado que a mesma néo €
capaz de provocar qualquer alteracdo na expressao de medo durante a
sessdo de reativacdo e, de forma importante, para reativacfes curtas,
também néo levou a potencializacdo da extingdo de maneira eficiente
(GAZARINI et al., 2014).

Ainda no experimento 6, foi testada também a possibilidade do
tempo de exposicdo ao contexto ndo-pareado como fator para facilitar a
desestabilizacdo desta memoria e assim evidenciar os efeitos amnésicos
da clonidina. A duracdo da sessdo de evocacdo é um fator crucial na
indugdo de desestabilizacdo da meméria (LEE et al., 2008; BUSTOS et
al, 2010). Contudo, no presente estudo, ndo foi observado um efeito
claro da influéncia do tempo de evocacdo para acdo amnésica da
clonidina. Este dado curiosamente diverge de trabalhos prévios que
demonstraram, através do aumento do tempo da sesséo de evocagao para
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5 min, resgatar o efeito amnésico do midazolam para uma memoria
reforcada pelo estresse prévio (BUSTOS et al. 2010) e do canabidiol em
uma meméria reforcada por 101 (VANVOSSEN et al., 2017). Visto que
tratamos de uma intervencdo indireta a partir de um contexto ndo
associado, o que poderia justificar a maior dificuldade de labilizacdo
pela alteracdo de protocolo, ndo pode se descartar a influéncia da
questdo temporal na desestabilizacdo da meméria. Neste caso, mais
tempos poderiam ser testados, ou mesmo a combinacdo de
administragdo prévia de D-cicloserina + 5 minutos de exposicao.

Como mencionado, com relagdo ao experimento 7, sugere-se que
mesmo uma Unica intervencao farmacoldgica no contexto ndo associado
resultou na alteracdo da resisténcia desta memoria reforgada, ou seja,
num aumento da possibilidade de labilizacdo da memdria apds a re-
exposicdo ao contexto pareado. Para confirmar essa questdo, foi
realizado o experimento 8, com o emprego do ifenprodil como
ferramenta farmacoldgica por se tratar de um antagonista especifico para
a sub-unidade GIuN,B do receptor NMDA (WILLIAMS, 1993).
Atualmente h4 uma dissociacdo no que diz respeito as subunidades de
receptor NMDA, sendo a GIuN;B requerida especificamente para a
desestabilizacdo da meméria (FLAVELL et al., 2013; MILTON et al.,
2013). Ben Mamou e colaboradores (2006) demonstraram que 0
Ifenprodil foi capaz de prevenir o efeito amnésico da anisomicina,
presumidamente por impedir a desestabilizacdo da memoria.

O sitio de injecdo empregado, no presente trabalho, para
administragdo do ifenprodil foi o hipocampo (experimento 8). A opgéo
por esta estrutura deu-se devido ao vasto nimero de evidéncias que
relacionam a formacgédo (aquisi¢do e consolidacdo) (MAREN, PHAN E
LIBERZON, 2013) e manutencdo (evocacao, reconsolidacdo e extingdo)
de uma meméria contextual como fortemente dependentes do
hipocampo (HOLLAND e BOUTON, 1999; FANSELOW, 2000), com
destaque para a porcdo dorsal (YOUNG, BOHENEK, FANSELOW,
1994; MAREN, PHAN, LIBERZON, 2013; ARIAS, MENDEZ,
ARIAS, 2015). Além disso, trabalhos destacam que esta estrutura
também estaria relacionada com a reativacdo (GROSS e CANTERAS,
2012; CHANG e LIANG, 2016) e desestabilizacdo ap6s reativacdo de
memérias contextuais, através de mecanismos envolvendo degradacéo
proteica (LEE et al., 2008; JAROME et al., 2011). A generaliza¢do do
medo também parece ser mediada pelo hipocampo, correlacionado ao
seu papel no equilibrio de descriminacdo de reprentacdes contextuais
(KHEIRBEK et al., 2012) e em minimizar interferéncias entre ameacas
similares ou dibias (BERNARD e SAHAY, 2015). No entanto, mesmo
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com tantos dados que subsidiassem o envolvimento desta estrutura, a
interpretacdo dos resultados do experimento 8 ndo é clara. Apesar de
que a diferenca entre 0s grupos seja aparente, o erro padrdo da média
pode justificar a conclusdo estatistica, além do fato da manipulagéo ter
sido realizada de forma central. Assim, podemos apenas sugerir que 0
hipocampo tenha grande contribuicdo nos efeitos observados, através da
mediacdo de processos de labilizagdo cruciais, ndo excluindo, é claro,
participacdo de demais areas encefalicas.

A capacidade de modificar um tragco de memaria em resposta as
frequentes alteracfes do ambiente proporciona uma vantagem clara e
revela a relevancia funcional da propriedade dindmica da memoria.
Experiéncias extremadamente aversivas (como o0 condicionamento
seguido da injecdo de ioimbina) limitam essa propriedade. Neste
contexto, os resultados descritos no presente estudo podem contribuir ao
entendimento dos mecanismos implicados na formacdo e modulagéo de
uma memoria traumatica, um elemento distintivo dos transtornos
relacionados ao trauma e estressores.
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CONCLUSOES

= A dose de 2,0 mg/kg de ioimbina provocou generalizacdo
das respostas defensivas tanto no protocolo padrdo quanto no
protocolo modificado;

= A resposta de medo generalizada no contexto ndo-pareado
ndo se trata, apenas, de uma sensibilizacdo das respostas
defensivas. O efeito da ioimbina depende da formacéo da memoria
aversiva, quando esta é associada ao contexto de condicionamento;

» A manipulacdo farmacol6gica por agente amnésico
clonidina ap6s apenas uma exposicao ao contexto ndo-pareado ndo
foi capaz de alterar a expressdo da resposta condicionada, bem
como ndo alterou a resposta generalizada;

= Duas exposi¢cdes ao contexto ndo-pareado, seguidas da
administragdo de clonidina, resultaram em um prejuizo na
expressdo da resposta condicionada;

= A administracdo de D-cicloserina previamente a uma Unica
exposicdo ao contexto ndo-pareado seguida da administracdo de
clonidina possibilitou um prejuizo na expressdo de congelamento
no contexto pareado e tornou a memaria original mais susceptivel a
acdo amnésica da clonidina apds a exposi¢do ao contexto pareado.
O mesmo néo foi observado de forma tdo evidente para o aumento
no tempo de exposicao ao contexto ndo-pareado;

= O tratamento prévio com ifenprodil no hipocampo dorsal
blogueou parcialmente os efeitos da clonidina ap6s exposicdo ao
contexto pareado, indicando que os efeitos observados estdo
relacionados, pelo menos em parte, a alteracdo do perfil de
labilizacdo da memoria potencializada e que o hipocampo pode ser
um sitio de grande interesse para investigagdes futuras.



86



87

CONSIDERACOES FINAIS

Limitagdes e perspectivas do estudo

A janela temporal na qual é possivel acessar e alterar o traco de
uma memaria emocional com agentes amnésicos é pequena e 0 SUCesso
da manipulacéo depende de detalhes sutis no processo de evocacgdo desta
meméria. Este deve ser o maior desafio tanto na clinica, em pacientes
acometidos por traumas, quanto experimentalmente, através do uso de
animais. Além disso, diferencas individuais na resposta ao estresse, 0
gue determina animais resilientes e sensiveis, também colabora como
uma grande limitacdo deste estudo e pode justificar, em parte, o perfil
heterogéneo dos dados. Com relagdo aos protocolos adotados, devemos
apontar alguns pontos criticos: (i) para confirmar que, de fato, trata-se
de um prejuizo de reconsolidacdo, retestes adicionais deveriam ter sido
realizados apds 7-10 dias, com o intuito de avaliar a manutencdo dos
efeitos observados; (ii) ainda, no caso do experimento com duas
exposicOes, seria interessante utilizar uma droga que bloqueie a
desestabilizacdo da memoria, tal qual a nimodipina, para confirmar qual
das duas exposicdes exerce maior efeito sobre o prejuizo da memoéria;
por fim, (iii) deveriam ser analisadas caracteristicas e mecanismos
moleculares, como por exemplo, marcadores de reconsolidagéo
(expressdo de zif-268) e marcadores de labilizacdo (alteracdo de
trafficking de subunidades de AMPA e NMDA, atividade de
proteassoma, etc). Tais ferramentas forneceriam subsidio aos dados
comportamentais aqui apresentados.

A reativacdo de uma meméria pode iniciar processos de
reconsolidagdo ou extingdo. Aqui o foco foi dado para a intervengéo
com a etapa de reconsolidagdo, porém outro seguimento para este
trabalho poderia ser a manipulacdo da resposta de medo generalizada a
partir da extin¢do desta resposta. Uma sessdo mais prolongada (> 15
min) teria o objetivo de induzir a formago de uma memoria de extin¢do
e assim causar a supressdo da resposta de medo no contexto néo-
pareado. Neste caso a hipotese de trabalho voltar-se-ia para a
possibilidade de que a memdria de extincdo formada em B seria capaz
de provocar alteragfes na resposta de medo ao contexto original. No
entanto mais estudos sdo necessarios para subsidiar esta hipotese, visto
gue apesar da extingdo ser o principio da terapia de exposicdo para o
tratamento de pacientes com transtornos relacionados a trauma e
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estressores, a memoria nesses casos parece ser refrataria a tal
intervencao, limitando o seu uso na clinica.
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