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RESUMO

A regulagéo das respostas emocionais é essenciahmalde mental e
a forma mais simples de regulacéo destas respbatastincdo, a qual a
resposta condicionada a um estimulo diminui quawodaeforco
(estimulo) é omitido. Estudos recentes sugerem apelpimportante
dos sistemas endocanabindide (eCB) e glicocorécoamodulagéo de
estados emocionais e extincdo de memorias aversirasanimais.
Evidéncias anteriores sugerem que os eCB sé&o diberao cérebro
durante o processo de extincdo de memoérias de pragitanto que o0s
hormonios glicocorticéides sao liberados pela gldendsupra-renal
durante eventos estressantes, como nas respostagdie Sugere-se
que os glicocorticbéides podem desencadear a liderag eCB no
cérebro. Por isso, nosso objetivo foi investigaa $eteracdo entre estes
sistemas neuromoduladores poderiam contribuir paraespostas de
extingdo de uma memodria aversiva. NOs investigaampessibilidade
dessa interacdo através de experimentos compoti@Emerbioguimicos
em ratos. Nos procedimentos comportamentais utiisao modelo de
extingdo do condicionamento aversivo (CA) contelxiNaste modelo
0s animais foram colocados em uma caixa de comgdiniento e
passados 3 min. eles receberam um choque nas (ficasA, 1 s).
Posteriormente, 0s animais foram re-expostos a acabe
condicionamento durante 9 min por trés dias consesu Os
tratamentos foram realizados sempre antes de esddcsde extingéo.
Um teste sem droga de 3 min foi conduzido 24 h apdma sessao de
extingdo para investigar possiveis efeitos duramouk porcentagem do
tempo de congelamento foi utilizada como indicentemaoria. Nos
procedimentos bioquimicos investigamos essa pdssteeacdo através
de experimentos de liberacdo de GABA e glutamatog@aptossomas
e fatias do cérebro de ratos) e ensaios de imunghisica. Os
resultados comportamentais mostraram que a acaoagimista
glicocorticoide (dexametasona) depende dos re@ptoanabindides
CB,, assim como o sistema eCB depende da sintesécdeogticéides
enddgenos para que ambos exercam seus efeitatafadds sobre a
extingdo. Ja os resultados bioquimicos mostrararagiexametasona é
capaz de reduzir a liberacdo de GABA e glutamatdagias do cortex
cerebral de forma semelhante ao agonista canabinGimn
sinaptossomas. Curiosamente, este efeito da dexsonet foi
antagonizado por um antagonista dos receptoresbiogéides do

IX



subtipo CB. As imagens obtidas dos ensaios imunohistoquimicos
confirmaram a possibilidade de interac@o obseraatizriormente. Com
isso, nossos achados sugerem pela primeira vezinierdependéncia
entre os sistemas eCB e glicocorticéide como umanismo para a
extingdo do CA contextual. Sugere-se que a liberagde
glicocorticoides relacionados ao estresse indubeadcdo de eCB no
cérebro que, por sua vez, atuam ao facilitar ang&kti de memdrias
aversivas.



ABSTRACT

The regulation of the emotional responses is eisédat mental health
and the simplest form of regulation of emotionalp@nses is extinction,
in which the conditioned response to a stimulusrelses when
reinforcement (stimulus) is omitted. Recent stugigggest an important
role of the endocannabinoid (eCB) and glucocorticeystems in the
modulation of emotional states and extinction oéraive memories in
animals. Previous evidence suggests that endocaanddare released
in the brain during fear extinction. Glucocorticoitbrmones are
released by adrenal glands during stress events. stiggested that
glucocorticoids may trigger the release of endoahmoids in the
brain. Hence, our objective was to investigate Wwhethe interaction
between these neuromodulatory systems contribotdhet contextual
fear extinction. We investigated the possibilitytbis interaction using
behavioral and biochemical experiments in rats.tie behavioral
procedures we used the extinction of contextual feanditioning
model. In this model rats were placed into the @mmng chamber and
3 min later received an electric-footshock (1.5 niAs). Subsequently,
they were re-exposed to the chamber for 9 min goi@secutive days.
Treatments were performed before each extinctiah # 3-min drug-
free test of contextual memory was performed 24fthr ahe last
extinction session to investigate lasting effecihe percentage of
freezing was used as an index of fear memory. Iditiad we
investigated this possible interaction through GABAd glutamate
releasing experiments (in synaptossomes and dliogsrat brain) and
immunohistochemistry assays. Our behavioral resshswed that
glucocorticoid agonist (dexamethasone) needs thé& €&hnabinoid
receptor in the same way as endocanabinoid systequires
endogenous glucocorticoids synthesis to exertaitditative effects on
extinction of contextual fear conditioning. Biochisiry results
demonstrate that dexamethasone reduces GABA amahgite release
in slices from brain cortex in a similar way to nabinoid agonist in
synaptossomes. Interestingly, this dexamethasonéectef was
antagonized by CB cannabinoid antagonist. Immunohistochemistry
images confirmed the possible interaction obsemwexViously. Thus,
our present findings suggest an interdependendpeofglucocorticoid
and endocannabinoid systems as a mechanism foextoal fear
extinction. It is suggested that stress-relatedaorticoids drive the
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release of endocannabinoid in the brain, with alfimpact on the
extinction of aversive memories.
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1. INTRODUCAO

O aprendizado emocional é extremamente necessaa@pe 0
individuo possa sobreviver. Contudo, uma vez adtpdr as
associacdes emocionais nem sempre sdo manifestdadagerdade, a
regulacdo das respostas emocionais sob difereotelcbes ambientais
€ essencial para a salude mental. Sendo assimma foais simples de
regulacdo das respostas emocionais é a extincdgualoa resposta
condicionada a um estimulo diminui quando o refofgstimulo) é
omitido. No entanto, em certos momentos este mgr@nde extingdo
pode ndo ocorrer de forma satisfatoria e as respeshocionais podem
se tornar exageradas ou comegarem a ocorrer enagis
inapropriadas, caracterizando um disturbio de dasdie, como, por
exemplo, o transtorno de estresse poOs-traumati&PT) (Quirk e
Mueller, 2008).

1.1. Processos de formacao de memoria

Podem existir tantas memorias quantas forem asriérp@s
em um individuo. Em geral, o processo responséilelnggistro destas
experiéncias pode ser distinto em duas grandes:fé&sgnacdo e
evocacao A formacdoda memodria pode ainda ser dividida em trés
momentos distintosi) a aquisigdo (adquirir, aprender), momento que
ocorre durante a exposi¢éo a experiéncia formadmemoria. Trata-
se da conducéo da informacdo ao cérebro via éggEEDriais e cortex
sensorial primério. Esta etapa depende da atencéda percepcao.
Fatores como fadiga, ansiedade e preocupacdo piderferir neste
processoii) aconsolidacagqadeséo, fixacdo), momento mais instavel e
suscetivel a modificagdes. Consiste na conversaa@atdecimento
através de uma representacdo significativa no #rdfsta etapa é
reforcada pela repeticdo ou pela associacdo comosoutados ja
armazenados na memorid) o armazenamentgarmazenar, guardar)
onde ocorre a real internalizacdo do traco de man(@old, Zornetzer
et al, 1974). J4 aevocacdoou recordacdo refere-se ao acesso a
informacdo armazenada. Este processo pode sert&sporou ocorrer
pela busca voluntaria, sendo influenciada por éstonternos (humor,
motivacao, interesse, etc.) e externos (local, eantbj etc.). Além disso,

a memoaria, as vezes, implica ha mudanca de conmpenta, uma vez
gue a simples observacdo de aspectos anatomiamgificos ou
eletrofisiolégicos ndo permite detectar sua presemg um individuo.
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Desta maneira, somente estaremos certos de quemuhagos
conhecimentos ou habilidades foram adquiridos fastisamente no
momento em que 0s mesmos forem requeridos e, pmrtevocados
para a realizagdo de uma tarefa ou atividade. 8e missivel medir a
evocagao, isto é, a alteracdo do comportamento¢ qéxssivel detectar
a existéncia de memoria. Durante a evocacgdo de determinada
memdria dois processos importantes podem acontaferse a
informacdo é importante esta memoria ser&onsolidadaii) se a
informacéo ndo agrega mais nenhum valor a sobrelddadividuo esta
memdria serdextinta O sentido bioldégico da re-consolidacdo da
memaoria € manter e acrescentar novas informac@esnddria antiga,
enquanto que o da extingdo, principal abordagertadese, é formar
uma nova memoria com significado distinto a memdoigginal
(Cammarota, Bevilaquet al, 2005).

1.2. Sobre a extingdo

Como apontado inicialmente, o aprendizado emociénde
extrema importancia para a sobrevida do individua forma mais
simples da regulacdo destas respostas € a extingé&m, quando por
algum motivo o processo de extingdo é prejudica®,respostas
decorrentes do aprendizado emocional também sdo e,
consequentemente, podemos ter uma extrapolacdmemas. Neste
caso, é bem possivel que se desencadeiem algumstotreos de
ansiedade, como o TEPT, que nada mais é do quen@m@racao
indevida e exagerada do trauma frente a estimulos fpram
previamente associados ao trauma, mas que ja n&oremesentam
perigo algum quando apresentados de forma isofadak(e Mueller,
2008).

Para se ter uma ideia das dimensdes que esteotranstcapaz
de alcancar, nos Estados Unidos estudos vem mdstigue o TEPT
possui uma prevaléncia de até 1,9% na populacimlaskt. Através
destes dados € possivel concluir que cerca de 35i20es de
estadunidenses sdo acometidos por este transteranséedade (NIMH
— National Institute of Mental Health) (Kessler,iClet al, 2005). Por
isso, cada vez mais se faz necesséario o desenesitonde agentes
farmacoldgicos que venham a promover a facilitagaoextingdo de
memarias aversivas e que possam ser agregadosxist@gntes terapias
cognitivo-comportamentais (Quirk e Mueller, 2008)as para que seja
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possivel o desenvolvimento de tais farmacoterapiassencial que se
compreenda cada vez melhor como o processo de&xtimcorre em
seus minimos detalhes. Neste sentido, os model@®aian tém
contribuido de forma bastante importante na triagiste tipo de
composto farmacologico e, em contrapartida, vem homahdo
consideravelmente nosso entendimento acerca desnee®S neurais
gue sustentam este processo mnemanico.

Dentre os modelos animais utilizados para se estudatingéo
de memodrias aversivas, um dos mais requisitados réodelo do
condicionamento aversivo (CA) contextual. Este nwmdiem sido
utilizado para o estudo de memodrias aversivas eexgaessao de
comportamentos defensivos que sucedem a recordasfas memoarias,
uma vez que a aquisicdo de comportamentos defsnsoralicionados
pode estar envolvida no desenvolvimento de patdode ansiedade
deflagradas pela exposicdo a experiéncias traumsati@rewin e
Holmes, 2003). No modelo do CA contextual as measéaversivas sdo
estudadas através da exposicdo do animal a umxtorfex.: caixa de
condicionamento, estimulo condicionado-EC) onde w@stimulo
incondicionado (El) nocivo (usualmente um choques metas) €
liberado (Rudy, Huffet al, 2004). Quando re-expostos ao mesmo
contexto, o animal exibe respostas comportamentiEfensivas
condicionadas como o congelamento (Blanchard ecB&d, 1969). A
extincdo desta resposta condicionada se da pdidapeu prolongadas
exposi¢des ao contexto, na auséncia do choquepde que se observa
uma diminuicio do tempo de congelamento, caraat®iz o
aprendizado de que o contexto ndo esta mais adeoatachoque nas
patas (Pavlov, 1927). Sendo assim, a extingcdo de memoria ndo é
apenas um evento simples como um “esquecimentolinausimples
“apagar”, e sim um conjunto de flexibilidades com@mentais que
caracterizam uma nova forma de aprendizado (Quiik&ler, 2008).

No entanto, é importante ressaltar que alguns esitt&m
sugerido que a extingdo ndo é um mecanismo adgoc{abntexto vs
auséncia de choque), como mencionado acima, masrsimecanismo
nao-associativo. Entdo, ao invés de um novo amaddj a extingcao
seria um desaprender da associagdo original enBeEIE Nesta
abordagem, a extincdo provocaria um processo #pitttacdo com
perda das informacgdes relacionadas ao EC (Pedtied,€1980) ou El
(Rescorla e Heth, 1975). De qualquer forma, variestudos
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comportamentais tém fornecido muitas evidénciascamdlo que a
extincdo de uma memobria aversiva reflete muito mais novo
aprendizado do que a eliminacdo do trago originacwado ao
componente aversivo. A maior evidéncia de que oga%o de extingdo
envolve um novo aprendizado vem dos experimentos reaquisicao
onde os resultados mostram que um pareamento raligotre EC e El
apos a extingdo é capaz de reativar de forma dgidar esta associagdo
(EC-EI). Outra evidéncia vem do fato de que muigstudos tém
mostrado que com o passar do tempo parece haver em de
recuperacao da associacdo EC-El que havia sidaaprente extinta.
Desta forma, o traco original de memoria ndo faggulo durante a
extingdo, mas apenas reprimido por uma nova mengigando faz
mais a associacdo entre EC e El (Bouton e Swanttem 1989;
Napier, Macraeet al, 1992; Brooks e Bouton, 1993). Para uma melhor
abordagem entre as diferencas de um mecanismoias&be nao-
associativo (ver Riebe, Pamplosteal, 2012)

1.3. Mecanismos neurais envolvidos na extincdo deemodrias
aversivas

Diante da possibilidade de se estudar a extincametadrias
aversivas em modelos animais, muitos estudos t&m fEitos na
tentativa de fornecer um melhor entendimento sobmeo este processo
estaria acontecendo em niveis neurobiologicos. épmntemente, a
medida que se tem um melhor entendimento acercanggcanismos
neurais que sustentam este processo, temos tampéssihilidade de
sugerirmos compostos que possam interferir cons eacanismos e,
com isso, promover a facilitacdo da extincdo destasndrias com
potencial de desencadearem transtornos de ansieoiadeo TEPT.

Em relacdo aos mecanismos neurais que estdo atn®lno
processo de extingado, podemos dizer que nos Ul@mos as pesquisas
evoluiram relativamente bem no entendimento destastgo. Um
crescente numero de estudos tem caracterizadotueagrucerebrais
como amigdala, hipocampo e, ultimamente, muito semfalado no
coértex pré-frontal (CPF) como estruturas chaves susentam este
processo (para revisao ver Myers e Davis, 2007tkG@uMueller, 2008;
Herry, Ferragutet al, 2010; Quirk, Paret al, 2010).



Embora as pesquisas sobre o medo tenham focadaraeik
na amigdala, estudos recentes vém mostrando cadanmags a
importancia de um controle cortical sobre estaiast a fim de regular
as respostas aversivas (para mais detalhes versSRdon e Quirk,
2010). Em modelos de roedores, tém sido bem estallelque a regido
infralimbica (IL) do CPF possui um papel chave moeadizado da
extingdo (Quirk, Garciat al, 2006; Sotres-Bayon, Cagt al, 2006).
Estes estudos tém mostrado também alguns mecaniswlesulares
envolvidos na plasticidade relacionada a este psoceAlém do mais,
um numero crescente de estudos tem sugerido @ negidimbica (PL)
do CPF como fundamental na expresséo das respestasdo. Ambos,
IL e PL estdo intimamente conectados com a amigdalautras
estruturas através de projecdes excitatdrias @drids que controlam a
expressao do medo na amigdala (para mais detah&otres-Bayon e
Quirk, 2010).

O primeiro estudo a relatar a importancia do CPExmessao
da extingdo do condicionamento de medo foi pubticadr Morgan e
colaboradores no ano de 1993. Neste estudo, oeautmstraram que
lesbes na porcao ventromedial do CPF (CPFvm), imdduareas IL e
PL, ndo tém efeitos na aquisicdo do condicionamdetanedo a um
som, mas prejudicam sua extingdo (Morgan, Romaeskil, 1993).
Mais recentemente, um estudo publicado por Lebraol@boradores
confirmou a importancia do CPFvm na extincdo de ér&m aversivas
ao mostrar que ratos que tiveram esta estrutuebi@rlesada podem,
eventualmente, extinguir memoérias aversivas, porguoessitam duas
vezes mais treinos para que este processo segdimifebron, Milad
et al, 2004). Neste sentido o oposto também pareceesdadeiro, ja
gue a ativagcdo da porcéo IL do CPF facilita a eftinde memorias
aversivas (Milad e Quirk, 2002; Milad, Vidal-Gonealet al, 2004;
Mueller, Porteret al, 2008). Sabe-se também que o CPF emite
projecBes neurais para a amigdala, inibindo a @tvaneural nessa
estrutura e reduzindo, consequentemente, as raspdstmedo. Sendo
assim, o CPF suprime as respostas de medo coraticicen inibir a
funcdo da amigdala em desencadear tais respostasrijais detalhes
ver Pape e Pare, 2010).

A figura 1 nos mostra como as regides PL e IL d& €8tariam
hipoteticamente interagindo com a amigdala no ottita expressao e
extingdo do CA ao som. Durante a expressdo (esguereé extingdo
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(direita) do condicionamento de medo, as respadtais da amigdala
sdo integradas pelas regides PL e IL do CPF e ogewve com

informacdes vindas de diversas outras fontes conpmcampo,

monoaminas do tronco cerebral, tAlamo mediodoes@RF orbital para
determinar se devem ou néo produzir uma respostegede. O aumento
na expressdo do medo envolve projecdes que vaegidrPL do CPF
até a amigdala basal, enquanto que a inibicdo ddo namvolve

projecBes que vao da regido IL do CPF para asaséintercalares da
amigdala. Por sua vez, a amigdala basal estimulaeosinios dos
ndcleos centrais da amigdala que, consequentemprdduzem as
respostas de medo, enquanto que as células iatEEal
predominantemente GABAérgicas, inibem estes neosdacarretando
numa diminuicdo destas respostas. Assim, um messatonwo

condicionado pode sinalizar ambos o0s estados, deerdo ou

diminuicdo na expresséo do medo, dependendo dastasjue for mais
apropriada para determinada circunstancia (SotagsiB e Quirk,

2010).

Expressio do medo Extin¢iio do medo

CPF Amigdala CPF Amigdala

Ce

Medo Medo
intenso moderado

Som

Figura 1 — Controle do cortex pré-frontal sobre a expressaexencdo do
condicionamento aversivo. (Hipp) Hipocampo; (Bstmpnoaminas do tronco
cerebral; (MD) talamo médio dorsal; (OFC) Cortexé-frontal orbital; (BA)
Amigdala basal; (ITC) Células intercalares da aaiagd CeM) nucleos centrais da
amigdala; (PL) Cértex pré-frontal pré-limbico; (ICprtex pré-frontal infra-limbico
(traduzido de Sotres-Bayon e Quirk, 2010).

Entender melhor quais estruturas cerebrais est&mvétas no
processo de extingdo nos facilita em muito o eritesdko de como este
processo ocorre. Descobertas importantes ja témfeiis neste campo
e um bom exemplo é o estudo feito por Monfils ealbotadores,
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publicado no ano de 2009. Neste estudo os autofes apenas
contribuiram para um melhor esclarecimento de cdomxiona o
processo, como também mostraram ser possivel deepesesso se
torne persistente. Este é um grande achado salecasnos que um dos
principais problemas relacionados ao periodo “pdisrgho” se trata
justamente da rememoracdo espontanea da respéstatab extinta.
Para isso, 0s autores consideraram o fato de miregdo reduz os
valores emocionais relacionados ao estimulo camthicio e aplicaram
este procedimento na “janela” de reconsolidacée, mada mais é do
gue o periodo em que a memdria evocada se tortd@@he suscetivel a
modificacbes. Desta forma, a extingdo feita na €fan de
reconsolidacdo” resultou em uma reducdo do meddodea mais
resistente e duradoura daquela que ocorre na aatimpgando feita fora
deste periodo instavel. Este processo envolveudasastabilizacdo do
traco inicial da memodria aversiva que, por sua Ve recodificado
como um estimulo seguro (para maiores detalhes Menfils,
Cowansaget al, 2009).

Embora o estudo de Monfils e colaboradores né&o atenh
utilizado tratamentos farmacolégicos, a busca porpostos capazes de
facilitar a extingdo de memorias aversivas contimtiensa e se mostra
cada vez mais uma abordagem promissora no tratardertranstornos
relacionados a rememoragcdo de eventos traumatigestro desta
abordagem farmacoldgica para uma facilitacdo dangdd, varios
estudos tém sugerido compostos capazes de proresger tipo de
resposta (no prelo Bitencourt, 2012 (no prelo))ntGdo, para trilhar o
caminho que leva a estes compostos € fundamerdadeyentenda néo
apenas sobre as estruturas cerebrais envolvidaslepnocesso, mas
também quais os sistemas envolvidos e, a partie demhecimento,
pressupor quais compostos interfeririam com tateias a ponto de
facilitar a extincdo de uma memoria aversiva. DepB sistemas cujo
envolvimento parece ser primordial para que ocormanprocessos de
extingdo, destacamos aqui o sistema endocanabif(éi@B) e os
glicocorticoides, que estdo amplamente expresseseaggdes cerebrais
conhecidas por desempenharem um importante paptd tipo de
resposta (Fuxe, Wikstroet al, 1985; Herkenham, Lynet al, 1990) e
que foram os sistemas preferencialmente abordadgasntd o
desenvolvimento desta tese. E claro que com issp pdilemos
descartar a importancia de outros sistemas, comaosistema
glutamatérgico, GABAérgico, noradrenérgico, colgiéo,
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dopaminérgico e tantos outros que possuem, assine 3 sistemas
eCB e glicocorticoide, uma importante participagéotodo e qualquer
processo que envolva eventos mneménicos (para esagtatalhes ver
Kaplan e Moore, 2011).

1.4 — Sistema endocanabindide e a extincdo de meimdraversivas

Apoés a descoberta do sistema eCB (ver Fig. 2),a ialui
receptores (CB1 e CB2), ligantes enddgenos (anadda@AG, etc) e
enzimas de sintese e degradacéo de eCB, o desgiioéurar entender
quais as funcdes fisiologicas deste “novo” sistemadulatério.
Descobriu-se que o sistema eCB atua como moduladgulando a
liberacdo de varios neurotransmissores, tanto agcibs (glutamato)
como inibitérios (GABA). Desde entéo, é cada veisnstaro o papel
importante que este sistema desempenha num nunziady de
fungbes neurofisiolégicas como, por exemplo, ane&dh de memorias
aversivas (Pertwee, 2006; Kaplan e Moore, 2011).



Glicerol
+
Acido
araquiddnico
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nativa¢ao

Fosfatase Anandamida
Acido DAGL
Fosfo-AEA NAPE-PLD = araquidonico
Sintese  sn-1-Acil-2-
NAPE.PLC? Sintese ‘!e de 2-AG Araqundmul
Anandamida glicerol
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. . Glicerfosfolipidio
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+
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Figura 2 - Representacdo esquematica do sistema endocéitbimos neurdnios
pré- e pos-sinapticos. O terminal pré-sinéptica Estalizado no topo, enquanto que
o terminal poés-sinaptico esta localizado na parterior da pagina. Os receptores
CB; estdo expressos predominantemente em terminaiguwténios pré-sinapticos
(Katona, Sperlagkt al, 2000). Devido a esta localizagéo, aliado ao dat@tuarem
de outros neurotransmissores como GABA e Glutarfidtarsicano e Lutz, 1999;
Azad, Ederet al, 2003). Os receptores ¢Parecem estar crucialmente envolvidos
no controle de diversos estados emocionais comoextimgdo de memdrias
aversivas. (EMT) transportador membranar de enddadide; (MAGL) lipase de
monoacilglicerol; (DAGL) lipase de diacilglicerdAEA) anandamida; (NArPE) N-
araquidonil-fosfatidiletanolamina;  (NAT)  N-aciltrsferase;  (2-AG)  2-
araquidonilglicerol. (figura traduzida de Pacheatlgiet al, 2006).

O primeiro trabalho a mostrar claramente a padido do
sistema eCB na extincdo de memdrias aversivas foi astudo
publicado por Marsicano e colaboradores em 2003teNestudo, 0s
autores mostraram haver liberacdo de eCB no commlexamigdala
basolateral (BLA) durante o processo de extingdosthMram também
gue ambos, camundongos com eliminacdo génica deptozes CB1
ou camundongos submetidos ao tratamento com andégara estes
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receptores, tiveram um grande prejuizo na extidigdoondicionamento
auditivo de medo (Marsicano, Wotjat al, 2002). Mais tarde, outros
estudos vieram a reforcar estes achados (Canniohaki\ét al, 2004;
Suzuki, Josselyrt al, 2004; Chhatwal, Davist al, 2005; Kamprath,
Marsicanoet al, 2006; Pamplona, Prediget al, 2006; Niyuhire,
Varvel et al, 2007; Pamplona, Bitencouwet al, 2008; Abush e Akirav,
2009; Lin, Maoet al, 2009; Dubreucq, Koehtt al, 2010; Plendl e
Wotjak, 2010).

Sabendo-se da importancia do sistema eCB pararg@&xtde
memorias aversivas e que o0 bloqueio, seja farmgioml6ou por
eliminacdo génica, prejudica este processo, a dogla proxima
indagacdo foi a seguinte: o oposto, ou seja, anpatezacdo do sistema
eCB, facilitaria o processo de extingdo? Dadasmaiasidades entre o
procedimento de extingdo e as psicoterapias baseatdaexposicao,
utilizadas para o tratamento de transtornos rafados ao medo em
humanos, o sistema eCB representaria um novo atwmatoldgico para
0 tratamento deste tipo de transtornos caso a sts@e mostrasse
positiva (Ruehle, Aparisi Rest al, 2011).

De fato, as pesquisas tém mostrado que a resppsekiti&a, ou
seja, a ativacdo do sistema eCB, seja por meiogdaisias diretos
(Pamplona, Predigeet al, 2006; Pamplona, Bitencouet al, 2008;
Abush e Akirav, 2009; Lin, Maet al, 2009) ou de compostos capazes
de aumentar os niveis de eCB (Chhatwal, Dawvel, 2005; Bitencourt,
Pamplonaet al, 2008; Pamplona, Bitencoudt al, 2008; Abush e
Akirav, 2009; Lin, Maoet al, 2009) ou ainda através da administracdo
direta de anandamida (De Oliveira Alvares, Pasgu#lienroet al,
2008), é capaz de promover a facilitacdo da extimd@ memorias
traumaticas (ver tabela 1). Ainda ndo estd bemocleomo a
potencializacdo do sistema eCB pode promover hté@éio da extincao
de memdrias aversivas, porém, acredita-se quevacad cortical dos
receptores CB1 esta associada com uma ativagatoii@bretrograda
nas sinapses GABAérgicas desta regido (Bodor, léatbral, 2005;
Wedzony e Chocyk, 2009). Assim, a ativacdo dospteces CB1
resultaria em um aumento na atividade neural daaemrtical que, por
sua vez, regularia a expressao do medo mediadampédglala, como ja
mencionado anteriormente (Quirk, Likhtk al, 2003).
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TABELA 1 — Efeitos da manipulagio do sistema endocanabindide na extin¢io do medo.

Modelo

Efeito na extingao

Intervenc¢io

Referéncia

Condicionamento de
medo auditivo

Delegdo do receptor CB1
Delegdo do receptor CB1
Delegdo do receptor CB1
Delegao do receptor CB1

Marsicano et al. (2002)
Cannich et al. (2004)
Kamprath et al. (2006)
Dubreucq et al. (2010)

et Delegdo do receptor CB1 Plendl et al. (2010)
SR141716A (3 mg/kg, s.c.) Marsicano et al. (2002)
SR141716A (3 mg/kg, i.p.) Niyuhire et al. (2007)
SR141716A (3 mg/kg, s.c.) Plendl et al. (2010)
Condicionamento de SR141716A (10 mg/kg, i.p.) Suzuki et al. (2004)
SRR Prejudica SR141716A (1 mg/kg, ip.)  Pamplona et al. (2006)
SR141716A (1 mg/kg, i.p.) Pamplona et al. (2008)
WINS5,212-2 (0,25 mg/kg, i.p.)  Pamplona et al. (2006)
WINS5,212-2 (0,25 mg/kg, i.p.)  Pamplona et al. (2008)
AM404 (10 mg/kg, i.p.) Pamplona et al. (2008)
Facilita AM404 (1 pg/ul, ic.v.) Bitencourt et al. (2008)
CBD (2 pg/ul, i.c.v.) Bitencourt et al. (2008)
De Oliveira Alvares et al.
AEA (0,17 ng, CAl) (2008)
Sobressalto o SR141716A (1,5-5 mg/kg i.p.) Chhatwal et al. (2005)
"OIC“Ciﬁq';ZdO pelo  Prejudica AM251 (2 pg, CPF-IL) Lin et al. (2009)
WINS55,212-2 (0,05 pg, CPF-IL) Lin et al. (2009)
AM404 (10 mg/kg, i.p.) Chhatwal et al. (2005)
Facilita
AM404 (0,2 ng, CPF-IL) Lin et al. (2009)
URB597 (0,3 pg, CPF-IL) Lin et al. (2009)
Sem efeito WINS5,212-2 (5 mg/kg, i.p.) Chhatwal et al. (2005)
Esquiva inibitoria Prejudica AM251 (6 ng/0,5 ul; CAl) Abush et al. (2009)
WINS5,212-2 (5 ng/0,5 ul; CAl) Abush et al. (2009)
ety AM404 (200 ng/0,5 ul CAl) Abush et al. (2009)
Esquiva passiva Prejudica SR141716A (3 mg/kg, i.p.) Niyuhire et al. (2007)
Condicionamento de
medo no labirinto de Prejudica SR141716A (3 mg/kg, i.p.) Niyuhire et al. (2007)

Barnes

Efeitos de distintas manipulagbes do sistema eCBdiferentes tipos de paradigmas
comportamentais que envolvem extingdo de memdviasiaas. (s.c.) subcutanea; (i.p.)
intraperitoneal; (i.c.v.) intracerebroventricul§€Al) regidao do hipocampo; (CPF-IL)
cortex pré-frontal infra limbico; (SR141716A) amagsta dos receptores B
(WIN55,212-2) agonista dos receptores ;CBAMA404) inibidor da recaptacdo e
degradacdo de eCB; (CBD) canabidiol; (AEA) anandam{AM251) antagonista dos
receptores CB (URB597) inibidor da degradacdo de anandamida.
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1.5 — Glicocorticoides e a extincdo de memdrias as&as

Outro sistema que parece estar crucialmente enlolvia
extingdo de memoérias aversivas € o0 sistema glitobwmte.
Glicocorticéides sao hormonios esterdides (cort@osa em animais e
cortisol em humanos) liberados pela adrenal, gerienem situacbes
de estresse (ver Fig. 4). Uma vez liberados eldem@assar a barreira
hematoencefélica e ligar-se aos receptores glitodmes (GR)
localizados em diversas regifes cerebrais, in@usaquelas estruturas
gue desempenham papel fundamental nos processodinigho (Fuxe,
Wikstromet al, 1985).

Hipotalamo

Hipdfise
anterior

Glandula ———= =~
adrenal ‘]

Cortisol

Mudangas fisiolégicas
de apoio a resposta
de luta-ou-fuga

Figura 3 — Representagdo esquematica dos circuitos ativadogesposta ao
estresse. O eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HRula a secregdo de cortisol
(em humanos) e corticosterona (em animais) da glanaldrenal em resposta ao
estresse. O hormdnio liberador de corticotrofin®KE € 0 mensageiro quimico
entre os nucleos paraventriculares do hipotalarachpdfise anterior. A liberacédo
do horménio adrenocorticotrofico (ACTH) pela himéfi viaja pela circulagédo
sanguinea até a glandula adrenal, localizada adtnram, estimulando a liberagéo
de cortisol/corticosterona. O cortisol/corticostexo contribui para a resposta
fisiolégica do organismo ao estresse e ao atranayssa barreira hematoencefalica
podem ligar-se nos receptores glicocorticoidesgmes em estruturas cerebrais que
desempenham papel importante em varias respostasograis como, por exemplo,
naquelas envolvidas nos processos de extingdo ,(Rlfiestrom et al, 1985).
(figura adaptada de Joels e Baram, 2009).
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Nos ultimos anos varios estudos tém evidenciadopmitante
papel dos glicocorticoides na extincdo de memoaeasrsivas. Por
exemplo, Barret e Gonzalez-Lima mostraram que ardiffio de
corticosterona é fundamental para a extingdo doonoesdicionado,
visto que este processo pbdde ser prejudicado pibigdo da sintese da
mesma através da administracdo de metirapona {Barr€onzalez-
Lima, 2004). O mesmo foi observado em animais cassgram por
adrenalectomia (remo¢do da adrenal), porém, a d&tragho
subcutanea (s.c.) ou intracerebroventricular ().cde corticosterona
normalizou o prejuizo provocado por esta interver(@bhus, De Kloet
et al, 1982). O tratamento com corticosterona tambémcégaz de
reverter 0 prejuizo na extincdo provocado peloamnanto com
metirapona (Blundell, Blaisst al, 2011; Clay, Heberet al, 2011).
Além disso, varios estudos tém mostrado a capaeidad
glicocorticoide sintético dexametasona em promaveacilitacdo da
extingdo de memdrias aversivas em diferentes w@fmportamentais
(ver tabela 2) (Yang, Chaet al, 2006; Yang, Chacet al, 2007;
Ninomiya, Martynhalet al, 2010; Blundell, Blaisgt al, 2011).

Estudos clinicos também mostram a importancia dos
glicocorticoides na extingdo de memdrias aversilacientes com
TEPT parecem ter niveis de cortisol reduzidos (Mah@olieret al,
2004) e a administracdo diaria deste glicocortiedfdi capaz de
amenizar os sintomas relacionados as memorias dtaman destes
pacientes (ver tabela 2) (Aerni, Trale¢rl, 2004; De Quervain, Bentz
et al, 2011). Ambos os estudos mencionados acima emcarntr
evidéncias de efeitos prolongados da administrdgdalicocorticoides
mesmo apoés o fim do tratamento, sugerindo umatég@b da extingédo
das memodrias traumaticas muito mais do que umasdedtiemporaria
das respostas de ansiedade. Além do mais, o trt@melongado com
altas doses de glicocorticoides administradas apdsuma parece
reduzir os riscos de desenvolvimento de TEPT (8obeKilger et al,
2004).

13



TABELA 2 — Efeitos da manipulagio do sistema glicocorticéide na extingio do medo

Modelo Efeito na extin¢io Intervencio Referéncia
Condmonam?mo de Prejudica Metirapona (50 mg/kg, s.c.) Barrett et al. (2004)
medo auditivo s
Condicionamento de Prejudica Metirapona (50 mg/kg, s.c.) Blundell et al. (2011)

kel boifeating] Corticosterona (10 mg/kg, i.p.) Blundell et al. (2011)

Facilita Dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) Ninomiya et al. (2010)

Espironolactona (10 mg/kg, s.c.)  Ninomiya et al. (2010)

Sobressalto S Metirapona (25 mg/kg s.c.) Yang et al. (2006, 2007)
potenci:;l;ido pelo  Prejudica — e ona (5 ng, intra-AMI) Yang et al. (2006)
o Dexametasona (0,5-1 mg/kg, i.p.) Yang et al. (2006, 2007)
Facilita R 28362 (1-3 ng, intra-AMI) Yang et al. (2006)
Exposi¢do ao predador  Prejudica Metirapona (50 mg/kg, s.c.) Clayetal. (2011)
Psicoterapia baseada na - Cortisol (20 mg, oral) De Quervain et al. (2011)
extingao Hieil Cortisol (10 mg, oral) Aerni et al. (2004)

Efeitos de distintas manipulagcdes do sistema ghitmdide nos diferentes tipos de
paradigmas comportamentais que envolvem extingAonemorias aversivas. (s.c.)
subcutanea; (i.p.) intraperitoneal; (intra-AMI) ramtamigdala; (metirapona) inibidor da
sintese de glicocorticoides enddgenos; (dexamesqsglicocorticdide sintético;
(espironolactona) antagonista dos receptores nhiwemricoides MR; (mifepristona)
antagonista dos receptores glicocorticéides GR;28382) agonista dos receptores
glicocorticéides.

1.6 - Um suposto mecanismo para a extingdo de menay aversivas
envolvendo a interacdo entre os sistemas eCB e gtorticéide

A primeira evidéncia de uma interacdo funcionalreerms
sistemas eCB e glicocorticéide partiu de um estudo Di e
colaboradores no ano de 2003. Este estudo revetoumecanismo
rapido de retroalimentacdo negativa de glicocade® via sistema eCB
nos nucleos paraventriculares (PVN) do hipotalabipNlalcher-Lopes
et al, 2003). Ja um trabalho recente publicado poréidblaboradores
(2011) prop6s que os eCB modulam ndo apenas alietemtacdo
negativa rapida dos glicocorticéides no PVN, mamb&m uma
retroalimentacdo negativa lenta através do CPFih (Hclaughlin et
al., 2011). Portanto, estes dois estudos demonstrano gistema eCB
esta envolvido em ambas, rapida e longa retroatagén negativa dos
glicocorticéides. Somadas a estas evidéncias, @sttéin reafirmado
esta interacdo ao mostrar que tanto o estressecar@ondicdo que
induz a hipersecrecédo de glicocorticdides, comeatamento crénico
com corticosterona, sao capazes de aumentar oss rdgeeCB na
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amigdala (Hill, Hoet al, 2005; Patel, Roelket al, 2005). Em um
comentario publicado no ano de 2009 na conceittadsta PNAS, Hill

e McEwen mostraram de forma bastante didatica quoderia ocorrer
esta interacdo e como os glicocorticides endég@oderiam estar
aumentando a producdo e liberacdo de eCB e estessua vez,
inibindo a neurotransmissdo GABAérgica via recest B (ver Fig. 5

Hill e Mcewen, 2009).

Inibigdo da liberagdo
de GABA via
receptores CB,

Figura 4 — Representagdo esquemédtica da interacdo entsistesnas eCB e
glicocorticoide. O glicocorticoide enddégeno (CORTya-se a um receptor
glicocorticoide de membrana ainda néo caracterifediGR) que ativa a via Gs-
CAMP/PKA que, por sua vez, induz a sintese de é08eCB séo liberados na
sinapse onde irdo se ligar aos receptoresroB terminais GABAérgicos inibindo a
liberagdo de GABA. (figura traduzida de Hill e Mc&w2009).

15



Além do mais, esta interacdo entre eCB e glicomiides
parece também ocorrer em processos de memoria, nanamigdala
como no hipocampo. Na amigdala, o agonista canialeiniIN55,212-
2 facilitou a consolidagdo de memoria aversiva olené similar ao
tratamento com corticosterona e ambos os efeitasfbloqueados pela
administracdo do antagonista canabindéide CB1, o 3M2
(Campolongo, Roozendaet al, 2009). Este estudo reafirma os efeitos
modulatérios positivos dos receptores CBl na caesgdo de
mema@rias com componente aversivo e sugere queedesetimilares
produzidos pela corticosterona possam ser medjgelossistema eCB.
Resumindo, neste caso os glicocorticéides pareeemitar o sistema
eCB da amigdala para modular a consolidacdo de nasreversivas.
Ja& no hipocampo, a ativacao do sistema eCB tamla¢ete depender
dos glicocorticoides para que exercam sua funcadulatmria na
consolidacdo de memorias de medo. Um estudo pdbligeor De
Oliveira Alvares e colaboradores mostrou que aaefiv do sistema
eCB hipocampal durante a consolidacédo deste tipmetadria requer
certo nivel de aversividade, o que, de certa foest associada a um
aumento dos niveis de glicocorticoides enddgenst i a primeira
demonstracdo de que o sistema eCB hipocampal ptetagir com os
glicocorticoides ao modular a formagdo de uma m@amaversiva
contextual (De Oliveira Alvares, Engellet al, 2010). Por fim, um
trabalho publicado recentemente por Atsak e cotmlmes (2012),
também foi capaz de mostrar uma interacdo entre e£B
glicocorticoides, porém, na etapa de evocacdo dadamas aversivas
(Atsak, Haueet al, 2012).

Tendo em vista todas as intera¢des descritas amtemte entre
eCB e glicocorticoides, principalmente aquelasagista modulacao de
memdrias aversivas, nos perguntamos se ndo sesé/pbuma suposta
interacdo entre estes dois sistemas também na@&xtibesse tipo de
memdria. Serd que ndo estariam os glicocorticoidesutando eCB
também nesta etapa? A literatura com esta abordagdmastante
limitada e esta pergunta ainda nao foi respondtda.entdo com o
intuito de ao menos esclarecer estas questdeqdazimos o presente
trabalho. Para este fim, nos propomos a avaliaossilplidade de
interacdo entre os sistemas eCB e glicocorticoitesprocesso de
extingdo de uma memoéria aversiva. Para um melhdaresimento
desta questédo langamos méo de abordagens compudégneomo o
modelo do CA contextual em ratos, e abordagensubiiigas, como
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ensaios de liberacdo de GABA e glutamato em sisaptnas e fatias do
cértex cerebral, assim como técnicas de imunohistaga. Entender
melhor como estes sistemas funcionam e possivedneigragem entre
si durante o processo de extingdo seria um graaggoma busca por
compostos capazes de facilitar este processo ra assi fornecer mais
alternativas terapéuticas que possam ser utilizeda® adjuvantes no

tratamento de transtornos relacionados a remenwrded eventos
traumaticos.
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2 — OBJETIVOS
2.1 — Objetivo geral:

v' Investigar possiveis interacbes entre 0s  sistemas
endocanabinéide (eCB) e glicocorticoide sobre @ne&b de
memodrias aversivas em ratos.

2.2 — Objetivos especificos:

1. Investigar os efeitos das administracdes i.p. &.i.de um
agonista glicocorticéide sintético, a dexametasos@hre a
extingdo do CA contextual em ratos;

2. Investigar a participacdo dos receptores canalagéib tipo
CB; nos possiveis efeitos da dexametasona;

3. Verificar a influéncia da sintese de glicocorti@sdenddgenos
nos efeitos facilitatérios ja conhecidos de um idob da
recaptacdo e degradacdo de eCB, o0 AM404, e de amstay
dos receptores GB o WIN55212-2, sobre a extincdo de
memorias aversivas;

4. Investigar a participacdo dos receptores glicongides e
mineralocorticéides nos efeitos da dexametasona AM404
sobre a extingdo do CA contextual;

5. Verificar a possibilidade de interacdo entre otesias eCB e
glicocorticoide na liberacdo de GABA e glutamatntd em
sinaptossomas como também em fatias da regidacalodo
cérebro de ratos;

6. Obter imagens de imunohistoquimica que possibilitem
melhor entendimento neuroanatdmico desta evemtigahicao.
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3 - MATERIAL E METODOS
3.1 — Animais

Para os procedimentos comportamentais foram utdza
aproximadamente 350 ratos Wistar machos com pesixia@ado de
350 g e com cerca de 3 meses de idade na datgpdenesntacdo. Os
animais foram fornecidos pelo Biotério Central davdrsidade Federal
de Santa Catarina (UFSC) e mantidos por pelo memassemana antes
dos experimentos no Biotério Setorial do Laboratéride
Psicofarmacologia. Os animais foram agrupados erxasade
polipropileno (42 x 34 x 17 cm), contendo 4 ou fais por caixa e
mantidos em condi¢des controladas de temperat®a: (2 °C), com
ciclo claro-escuro de 12 horas (fase clara das &009:00 h) e com
agua e racacad libitum Todos os procedimentos experimentais
utilizados no protocolo comportamental foram cormdloz de acordo
com as normas do Comité de Etica para o Uso de dsima
Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UF8gjstrados no
processo numero: 23080.011821/2010-12.

Para as andlises bioquimicas, efetuadas no Laboraié
Neuromodulacdo e Metabolismo da Universidade denbai-Portugal,
foram utilizados aproximadamente 20 ratos Wistachma com peso
aproximado de 300 g e com cerca de 3 meses de. i@slanimais
foram adquiridos junto ao Laboratério Charles-Riv@arcelona-
Espanha). Estes animais foram alojados em umdag&aSPF (30 x 19
x 13 cm) contendo 2 animais por caixa e mantidos cemdices
controladas de temperatura (23 + 2 °C), com citdootescuro de 12 h
(fase clara das 7:00 as 19:00 h) e com agua e aachtnitum Todos os
estudos utilizados nos ensaios bioquimicos foramduzidos de acordo
com 0s principios e procedimentos definidos nastriies da UE
(86/609/CEE) e aprovados pelo comité local de adddacom os
animais.

3.2 — Drogas e tratamento

Nos procedimentos de experimentacdo comportaméorsain
utilizados AM404, um inibidor da recaptacdo e ddggdio de
anandamida (Tocris, USA); dexametasona, um glidimdide sintético
(Tocris, USA); WIN55212-2 (WIN), um agonista dosceptores
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canabindides do tipo GBmifepristona, um antagonista dos receptores
glicocorticoides (Tocris, USA); e espironolactona) antagonista dos
receptores mineralocorticéides (Tocris, USA), digdas em PBS 0,1M
contendo 10 % de dimetilsuféxido (DMSO). SR14171&R), um
antagonista dos receptores canabindides do tipp (8&nofi-Aventis,
Franga) e metirapona, um inibidor da sintese dicosterdides (Sigma-
Aldrich, USA), foram dissolvidos em solucéo fisigiéa (NaCl 0,9 %)
contendo 10 % de DMSO e 0,1 % de Tween 80. O e@ridissolucdo
foi utilizado como solucdo controle. AM404, dexaaseina e WIN
foram injetados intracerebroventricularmente (ij)c min. antes dos
testes comportamentais. Mifepristona e espironmtecforam injetados
i.c.v. 5 min. antes da administracdo de AM404, detasona ou
solugéo controle. SR foi injetado intraperitoneaitae(i.p.) 20 min.
antes da administracdo de AM404, dexametasona logasocontrole.
Por fim, a metirapona foi administrada subcutaneenés.c.) 90 min.
antes da administracdo de AM404, WIN ou solucadretm As drogas
de administracdo i.c.v. foram injetadas em um veluwfe 1,0 pl por
animal. As drogas de administracdo i.p. e s.c.nfoigetadas em um
volume de 0,2 ml/100 g de peso corporal.

Nos procedimentos que envolveram ensaios bioquériaam
utilizados dexametasona e 02050, um antagonista rdosptores
canabindides do tipo GBambos daTocris, USA. WIN55212-2 e
mifepristone foram adquiridos da AscentScientifidKj. HEPES,
sacarose, acido amino oxiacetico mifepristone, iliraag
dimetilsulféxido (DMSO) e a tetrahidrolipstatinaHT, orlistat) foram
obtidos da Sigma (Saint Louis, MO, EUA). Os reagerihorganicos
foram comprados da MerckBiosciences (Darmstadtnatéa). Todas
as substancias ndo solluveis em agua foram alicaptadongeladas em
varias concentragdes sempre com uma diluicao @®Q.:(concentracdo
final de DMSO 0,1%).

As doses das drogas utilizadas foram selecionamesatias em
trabalhos prévios e estudos pilotos (Oitzl, Fltittet al, 1998;
Rahmouni, Barthelmebst al, 2001; Van Acker, Flutterét al, 2001;
Yang, Chacet al, 2006; Yang, Chaet al, 2007; Bitencourt, Pamplona
et al, 2008).
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3.3 — Cirurgia estereotaxica

Os animais foram anestesiados com uma mistura Hedd.:
Cetamina (75 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) admiaidas num volume
de 1,5 ml/kg via i.p. ApGs perda total dos reflexos animais foram
colocados em um aparelho estereotéxico (Kopf, noo@er), mantendo
0 Bregma e Lambda no mesmo plano horizontal. Emidadez-se a
tricotomia na cabeca seguida da administracéo.«iale 0,2 ml de uma
solucéo anestésica e vasoconstritora local (chindde lidocaina 2%
com norepinefrina 1:200.000, Lidocaina Geyer 2%sBr e exposicao
da calota craniana por meio de uma incisdo na pede,
aproximadamente 1,5 cm de didmetro. O periésteefoado e a calota
craniana secada com,® a 10%. Com o auxilio de uma broca
ortoddntica (n° 6) foram feitos dois furos na calotaniana para fixacéo
de parafusos. Posteriormente, um terceiro furéefto para implantacao
de uma cénula guia no ventriculo lateral direiémd® 0 posicionamento
da mesma, calculado por meios de estimativas eagaelao Bregma
(ponto de encontro entre as suturas sagital e l&itdditilizado como
referencial anatdmico). As coordenadas utilizadd®=(-0,8 mm; ML=
-1,6 mm; e DV= -3,6 mm) tiveram como referénciasapetros do
Atlas de ratos (Paxinos e Watson, 2002).

Uma canula de aco inoxidavel de 10 mm de comprioner,7
mm de didmetro externo, previamente confeccionamlagartir de
agulhas 0,7 x 25 mm (Becton Dickinson - BD, Bradi) introduzida
no ventriculo cerebral direito. Apds implantacdoaaula e os parafusos
foram fixados ao cranio com resina acrilica autopalisavel. Mandris
de aco inox n° 26 de 0,35 mm de diametro (ComeiRial Verde,
Brasil) foram introduzidos nas canulas para ev#apbstrucao das
mesmas durante o periodo da recuperacdo dos anilpés o0
procedimento cirdrgico, os animais foram mantideslecal aquecido
até a recuperacao da anestesia, sendo posterieraiejados em caixas
moradias com agua e comidd libitum e acompanhados diariamente
até a realizacdo dos experimentos que ocorreu de7 Xdias apés a
cirurgia estereotaxica.

3.4 — Procedimento de infusdo

Uma agulha injetora de 11 mm de comprimento enth8de
didmetro foi fixada a canula guia e a administragée. foi realizada
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através de uma microseringa de 10 ul (HanfiltddSA) conectada a
agulha injetora por um tubo de polietileno P101fi de diametro). As
drogas foram injetadas com o auxilio de uma bomeéainfusao

automatica (Insight, Brasil) num volume de 1ulnsauaxa de 2ul/min.
Apos a retirada do mandril e introducdo da aguhato era alojado em
uma caixa plastica (30 x 21 x 15 cm), permanecdintd durante todo
0 processo de infusdo. Um periodo de 30 segundaslédado como
tempo necessério para a completa difusdo da solledoo do tecido
cerebral e posterior retirada da agulha injetooa.fitn, um tempo de 5
min foi adotado entre a administragdo da solugéd exposicdo ao
protocolo experimental.

3.5 — Procedimentos comportamentais

Todos 0s experimentos comportamentais descritasegalir
foram registrados com a utilizacdo de um sistemavideo-camera,
permitindo ao experimentador observar os animaisupo monitor de
video posicionado em uma sala adjacente a salxmlrimento. Os
experimentos foram realizados entre o periodo des16 h e a escolha
dos animais para cada tratamento obedeceu a uma atdatoéria.

3.5.1 — Condicionamento aversivo contextual

Os experimentos de CA contextual foram realizaglbsuma
caixa de esquiva ativa modificada (Automatic Refl€onditioner
modelo 7531, Ugo Basile, Itdlia) dotada de chaalemdo conectado a
um gerador de choques elétricos, devidamente aoafips as
condicbes experimentais. O mesmo compartimento dialag de
condicionamento (22 x 22 x 25 cm) foi utilizado ewdos os
procedimentos experimentais (ver Fig. 5).
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1A
Figura 5 — Modelo representativo da caixa de esquiva atista caixa foi
modificada e utilizada nos experimentos do cond@iento aversivo contextual.

A sala de experimentacdo foi suavemente iluminastauma
luz vermelha, resultando em uma luminosidade artddiele cerca de 10
Lux. O modelo de CA contextual utilizado neste @thb foi baseado no
modelo de Pavlov (Paviov, 1927). Neste modelo, misna@s foram
colocados na gaiola de condicionamento e apés 3receberam um
choque elétrico nas patas. A duracao e intensidadboque foram de 1
s e 1,5 mA, respectivamente. Os animais permaracpe mais um
min. na gaiola de condicionamento antes de serémdes e levados
novamente ao biotério. O teste comportamental mastéelo consistiu
em re-expor o animal & gaiola de condicionamentarda 3 sessdes de
9 min com um intervalo de 24 h entre cada sessmosas drogas,
administradas antes de cada sessao (ver Fig. 6jesimadicional de 3
min, na auséncia de drogas, foi realizado 24 h apditma sesséo de
extincdo no intuito de verificar a persisténcia ude possivel efeito
sobre a extincdo do CA. Quando re-expostos, 0samiexpressam
respostas autondmicas e comportamentos defensivaEno
congelamento, pilo-erecdo, aumento da freqiéncitiaza e liberacéo
de corticotrofina (Blanchard e Blanchard, 1969; dedow, 1980). No
presente estudo, o congelamento, definido por Bkmdce Blanchard
(1969) como imobilidade em uma posicdo estereatipade
agachamento, com exce¢do dos movimentos necesspaiEs a
respiracdo, e caracterizado como um comportamemtdiconado por
Fanselow (1980), foi registrado e utilizado comdida de memoria
durante as sessdes de re-exposicdo ao contextasé@acéa do El
(choque).
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Condiciona & Sessao de Sessao de Sessdode = | ===m-- '--Z---
& extingdo 1 extingdo 2 extingdo 3 Sessao
aversivo contextual (9 min) (9 min) (9 min) (3 min)

l (24 hr) l 24 hr i 24 hr l (24 hr) i

Figura 6 - Representacdo esquematica do procedimentoadalizos experimentos
comportamentais.

3.5.1.1 —Experimento 1: Efeitos da administragéo i.p. deasleatasona
na extingdo do CA contextual.

Para este experimento o0s animais foram tratada® co
dexametasona (0,1; 0,5 ou 1,0 mg/kg, i.p.) ou smiwpntrole 20 min.
antes de cada sessao de extingdo. Um teste de.3naiauséncia de
tratamento farmacoldgico, foi realizado 24 h apd@ditana sessédo de
extingdo para investigar se os efeitos das drogasexiingdo de
memorias aversivas foram agudos (ex. dependentedrdga) ou
persistentes (ver esquema na Fig. 6).

3.5.1.2 - Experimento 2: Efeitos da administracdo i.c.v. de
dexametasona na extingdo do CA contextual.

De maneira similar ao experimento anterior, sueass
exposicdes a caixa de condicionamento foram destaitilizadas para
testar os efeitos da dexametasona injetada ix@vigmente a sessao de
extingdo do CA contextual. O tratamento i.c.v.dscolhido como uma
alternativa ao tratamento i.p. no intuito de canéir se eventuais efeitos
da dexametasona seriam mesmo mediados pelo sistFw@so central.
O procedimento foi o mesmo utilizado no experimedtocom a
diferenca de que neste experimento os animais fdratados com
dexametasona (0,1; 0,5 ou 1,0 pg/pl, i.c.v.) oucsm controle 5 min.
antes de cada sesséo de extingdo (ver esquemg. 6. Fi

3.5.1.3 —Experimento 3: Participacdo dos receptores canaidie® CB
nos efeitos da dexametasona i.c.v.

Este experimento foi realizado para investigarpsssiveis
efeitos da dexametasona i.c.v. na extingdo do QMegtual estavam
relacionados a ativacdo dos receptores canabind@i®s Neste
procedimento (ver esquema na Fig. 6) os animaasrf@ré-tratados i.p.
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com um antagonista dos receptores; @R141716A (0,2 mg/kg) ou
solucéo controle 20 min. antes de cada injecdoesandetasona (0,5
po/ul) que, por sua vez, foi administrado i.c.vmb. antes de cada
sessédo de extingéo.

3.5.1.4 — Experimento 4. Influéncia da inibicdo da sintese de
glicocorticoides endbégenos sobre os efeitos fatdlifos ja conhecidos
do AM404 sobre a extingdo do CA contextual .

Este experimento foi realizado para investigapsefeitos ja
conhecidos de um inibidor da recaptacdo e degraddeaeCB, o
AMA404, sobre a extincdo do CA contextual (BitencoBamplonaet
al., 2008), estariam relacionados a sintese de glitogoles
enddgenos. Neste procedimento (ver esquema nabJigs animais
foram pré-tratados s.c. com um inibidor da sintiesglicocorticoides, a
metirapona (25 mg/kg), ou solugcéo controle, 90 raintes de cada
injecdo de AM404 (1,0 png/ul) que, por sua vezaftministrado i.c.v. 5
min. antes de cada sesséo de extingéo.

3.5.1.5 — Experimento 5: Influéncia da inibicdo da sintese de
glicocorticoides enddégenos nos efeitos facilitaiéria conhecidos do
agonista canabindide WIN55212-2 sobre a extincd@Aaontextual .

De forma semelhante ao experimento anterior esteqolo foi
realizado para investigar se os efeitos ja conbscitb WIN sobre a
extingdo do CA contextual (Pamplona, Predigieal, 2006; Pamplona,
Bitencourt et al, 2008), estariam relacionados a sintese de
glicocorticoides endogenos. Neste procedimento ¢gguema na Fig.
6) os animais foram pré-tratados s.c. com um ioibida sintese de
glicocorticoides, a metirapona (25 mg/kg) ou sotucantrole 90 min.
antes de cada injecdo de WIN (0,1 pg/ul) que, pm eez, foi
administrado i.c.v. 5 min antes de cada sessdoxtiec&. A dose
efetiva de 0,1 pg/ul (i.c.v.) foi obtida a parte dm estudo piloto que
avaliou uma curva dose resposta do agonista candeirw/IN (ver
resultado no apéndice N° 1).
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3.5.1.6 —Experimento 6: Participacdo dos receptores glicdicoides
nos efeitos da dexametasona.

Com o intuito de investigar se os efeitos da detasona i.c.v.
na extincdo do CA contextual estariam relacionaaoativacdo dos
receptores glicocorticdides (GR) conduzimos esfgelmento. Neste
procedimento (ver esquema na Fig. 6), os animaenfgré-tratados
i.p. com um antagonista dos receptores glicocodés) o mifepristona
(100 ng/ul) ou solucdo controle 5 min. antes deacagecdo de
dexametasona (1,0 pg/ul) que, por sua vez, foirddirado i.c.v. 5 min.
antes de cada sesséo de extincéo.

3.5.1.7 —Experimento 7: Participacdo dos receptores glicdicoides
nos efeitos do AM404.

De maneira similar ao experimento anterior, 0 eriwdnto
dos receptores glicocorticéides foi desta vez itigado nos efeitos do
AM404 sobre a extingdo do CA contextusleste procedimento (ver
esquema na Fig. 6), os animais foram pré-tratados. icom
mifepristona (100 ng/ul) ou solugdo controle 5 nmamtes de cada
injecdo de AM404 (1,0 pg/ul; i.c.v.). Passados B.mdeste tratamento,
0s animais foram submetidos as respectivas seds@edincao.

3.5.1.8 - Experimento 8: Participacdo dos receptores
mineralocorticéides nos efeitos da dexametasona.

Este experimento foi realizado para investigar Sgassiveis
efeitos da dexametasona na extincdo do CA conlexa@mvam
relacionados a ativagcdo dos receptores mineraloginits. Neste
procedimento, os animais foram pré-tratados igwm um antagonista
dos receptores mineralocorticoides, a espironalac{@00 ng/ul), ou
solugéo controle 5 min. antes de cada injecdo atendetasona (1,0
po/ul) que, por sua vez, foi da mesma forma adiniiia 5 min. antes

de cada sessédo de extincéo.

3.5.1.9 - Experimento 9: Participacdo dos receptores
mineralocorticoides nos efeitos do AM404.

Da mesma forma que no experimento anterior, olemvento
dos receptores mineralocorticoides foi desta veestigado nos efeitos
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do AM404. Neste procedimento os animais foram &dos i.c.v.
com a espironolactona (100 ng/ul), ou solugédo otnt, 5 min. apds,
foram da mesma forma administrados com AM404 (QQuiL Cada
sessao de extingdo foi conduzida 5 min. apds egtartento.

3.6 — Procedimentos bioquimicos

3.6.1 — Experimento 10: Liberacdo de GABA e glutamato em
sinaptossomas e fatias da regido cortical do cévale ratos

Os experimentos em sinaptossomas e fatias foramuzalos
como descrito anteriormente (Kofalvi, Rodriguatsal, 2005; Kofalvi,
Pereira et al, 2007). O cortex frontal e somatosensorial foram
rapidamente removidos de acordo com o atlas des rRaxinos e
Watson, 2002). Para os experimentos em sinaptossonsatecidos
foram recolhidos e colocados em 2 ml de solucdsadarose gelada
(0,32 M, contendo 5 mM de HEPES, pH 7,4), homogsauss
instantaneamente e centrifugados a 5000 g por 5 #pods, o
sobrenadante formado foi mais uma vez centrifugad8000 g por 10
min. para se obter a fracdo sinaptossomal P2. Hsigo foi
armazenada em gelo até ser utilizada dentro deil5Am fatias foram
obtidas através de um fatiador de tecidos Mcllwaim 450 um de
espessura e equilibradas durante 60 min. a teropgrambiente sob
gaseificacdo com £a 95% e C@a 5% em tampéao de bicarbonato de
Krebs com ou sem tetrahidrolipstatina (THL 1puM)tahpao de Krebs
utilizado ao longo do estudo teve a seguinte com@@os(em mM):
NaCl 113; KCI 3; KHPQ, 1,2; MgSQ 1,2; CaC) 2,5; NaHCQ 25;
glicose 10, HEPES 15, pH 7.4, 37 °C, e continhalaiglutamato
descarboxilase e o inibidor da GABA transaminasgdcd amino
6xiacético (100 M) para prevenir o metabolismd’t GABA e [“C]
glutamato.

Os sinaptossomas e as fatias foram incubados ciagpeente,
em 0,5 e 1,0 ml de uma solucdo contendo I (B¢)]GABA (American
Radiolabeled Chemicals, Inc, EUA; concentracdol fig®0 nM) e
[*“C]-U-glutamate (PerkinElmer, EUA; 20 pM) por 10 mibma
camara de perfusdo com 16 canais foi preenchidango de todos os
canais com os sinaptossomas que haviam sido preniaroarregados e
retidos nos filtros Whatman GF/C dispostos em azateal. As fatias
foram adicionadas manualmente, de duas em dudsng@o dos filtros
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dispostos em cada canal. Em seguida as preparagées perfundidas
continuamente a uma taxa de 0,8 ml/min & uma teatyrerde 37°C até
o final da experiéncia. Durante este processo déugd® foram

efetuados os tratamentos farmacoldgicos propostogjo estes feitos
antes do segundo estimulo, para o experimento dueptessomas, e
antes do primeiro (e Unico) estimulo, para os exmtos com fatias.
As amostras foram colhidas em um liquido de cigditea cada 2 min.
Os filtros com sinaptossomas e fatias também faralmdos a fim de

se obter o teor de radioatividade total.

Depois de colhidas 4 amostras como linha bas#dleeatédo de
neurotransmissores dos sinaptossomas foi estimdizavezes com 15
mM K com um intervalo de 10 min. entre cada estimulotes do
segundo estimulo se deu o tratamento farmacol@gicodexametasona
(0,1; 1,0; 10 e 30 pM) e WIN55212-2 (1 pM). Os ekpentos com
sinaptossomas foram feitos em duplicata. JA4 nogriexgntos com
fatias, foi feito uma Gnica estimulacdo com 30 mMpgér 5 min. O
tratamento farmacologico com dexametasona (10 uM)2650 (0,5
mM), mifepristona (10 mM) ou THL (1 mM), foi realido antes deste
Unico estimulo. Neste experimento optamos por faaetinico estimulo
porque os valores referentes a um estimulo foranitommnais
consistentes quando comparados aos valores obtidos dois
estimulos. Os experimentos em fatias foram feitosoetuplicata. O
contetido de®H] de cada amostra foi contado utilizando um Thdar
counter (PerkinElmer) e os valores foram expressnso a fracdo de
liberacdo (FR%), ou seja, o percentual de contetm@fluente em
relacdo ao conteudo total no sinaptossomas e tas. fa

3.6.2 — Experimento 11: Imunohistoquimica para verificar as
possibilidades neuroanatémicas de uma possivelagd® entre os
sistemas eCB e glicocorticoides

Fatias coronais do cérebro de ratos contendo o €PF
somatosensorial foram selecionadas para este mqred (Paxinos e
Watson, 2002). Estas fatias foram bloqueadas erfolde albumina
sérica de cabra (Vector Laboratories, CA, USA)/ 5B%A/ 0,3 %
Triton X-100 por 40 min. e incubadas durante aeneinh um coquetel
que continha os seguintes anticorpos primariosi-GBtR (coelho;
1:1000; Abcam, UK); anti-GR monoclonal (camundondgtu250;
Abcam, UK); e anti-VGLUT1 policlonal (cobaia; 1:20@Bynaptic
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System, Alemanha); ou anti-VGAT (cobaia; 1:200; &bc UK). As

fatias foram entéo lavadas em tampao de fosfatpRBI) e incubadas
por duas horas com um coquetel contendo 0s seguartBcorpos
secundarios conjugados com fluoréforo: DylLight 59dnti-coelho;

DyLight 488 anti-camundongo; e DyLight 650 anti-a@ (todos na
concentracdo de 1:200; Kirkegaard & Perry Laborasorinc, EUA).

Apé6s a lavagem com PB 0,1M, as fatias foram momstaa laminas
utilizando Vectashield Hardest Mounting Medium  (Y6c
Laboratories). Imagens de baixa ampliacdo foraraddis em um
microscopio Zeiss Axiovert 200M equipado com Axisign software.
Imagens confocais foram tiradas utilizando um nsicépio confocal
modelo Zeiss LSM510META.

Antes de captar tais imagens foram feitos tesaes @liminar a
possibilidade de auto-fluorescéncia em laminas fetias controles sem
0 tratamento de anticorpos primarios.

3.7 — Perfuséo e histologia

Ap6s a realizagcdo dos experimentos que fizeram deso
microinjecdes cerebrais, os animais foram profuredden anestesiados
com hidrato de cloral e perfundidos transcardiacdeneom solucao
fisiolégica (NaCl 0,9 %) seguida de formaldeidd&olpara fixacdo dos
tecidos. Ao término da perfuséo, 5 pl de coranteg de Evans (0,1 %)
foram injetados pelas cénulas guias. Posteriormentmjecdo do
corante, os cérebros foram removidos e fixados @mdideido 10 %
por 24 h. Passadas as 24 h, com o auxilio de umiadade bisturi,
foram feitos cortes coronais nos locais de implatdge canulas para
verificar o posicionamento correto das mesmas. CGmt@s foram
visualizados, sem o auxilio de qualquer equipameetaumento, como
um preenchimento completo do ventriculo lateradittir pelo corante
administrado. Eventuais erros no posicionamento dd@snulas
implicaram em desconsideracdo dos resultados @btido

3.8 — Anadlise gréfica e estatistica
Os dados foram expressos como média + erro paldrdinedia

(E.P.M.). A confeccéo dos gréaficos foi feita utlimo-se o programa
Graph Pad Prisfh4.0 (Graph Pad Software, San Diego, CA, EUA). As
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andlises estatisticas foram feitas no programastitat para Windows
6.0 (Statsoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA).

A andlise de variancia para medidas repetidasidegyde teste
post hoc Newman-Keuls foi utilizada para detectderencas na
porcentagem do tempo de congelamento durante sSesede extingao
entre o0s grupos farmacoldgicos, tratados sisteng@ingan ou
microinjetados no ventriculo.

Nos resultados referentes aos experimentos dodestedroga (sessao
4) realizados para demonstrar os efeitos persestemi ndo das drogas
testadas sobre a extingdo do CA contextual foiaigeddOVA de uma
ou duas vias, com pré-tratamento e tratamento comGaveis
independentes seguido pelo teste post hoc de Neieals.

Em relagédo aos resultados de liberagdo em sinaptasse fatias todos
os dados representam a média + EPM de 4 animaidugticata ou
octuplicata. Os dados obtidos a partir dos tratémsenforam
normalizados para o veiculo controle de cada exjeitio. Estes dados
foram normalizados utilizando os testes de norrad&dD'Agostino &
Pearson, Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov. Caso dados
sugerissem uma distribuicio Gausiana, a signifiadastatistica era
calculada utilizando Teste-t para amostra simfesando mais de um
teste ficava fora da normalidade, era feito test&\tilcoxon contra um
valor hipotético de 100.

O nivel de significancia considerado para todagstes foi p<0,05.
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4 — RESULTADOS
4.1 — Condicionamento aversivo contextual

Como descrito previamente na introducdo, o priaciio CA
contextual é a associagdo de um estimulo avensoandicionado (El),
geralmente doloroso, a um estimulo indcuo, cham@eloestimulo
condicionado (EC). A apresentacdo do EC ap0s &iagdo com o El
provoca rea¢fes comportamentais defensivas no knsimalares as
provocadas originalmente pela apresentacdo do &imbidelo do CA
contextual utilizado neste trabalho, o EC foi o Emte no qual o
animal era condicionado (a gaiola de condicionao)esdm suas pistas
cognitivas de mdltiplas caracteristicas sensor@i€l foi um choque
elétrico nas patas gerado no chao gradeado da agait
condicionamento.

4.1.1 —Experimento 1: Efeitos da administracdo i.p. deaeetasona
na extincdo do CA contextual.

A representacado esquemdtica do procedimento diilizeeste
experimento encontra-se ilustrado na figura 7A. €feitos da
dexametasona (0,1; 0,5 ou 1,0 mg/kg i.p.) sobréingdd do CA
contextual estao representados nas figuras 7B © T€ste de analise de
varidncia com medidas repetidas para os resul@@asiministracdo de
dexametasona i.p. nas trés sessdes de extincddourewdeito
significativo para os fatores tratamentg s~ 7,73; p < 0,0005], sesséo
de extingdo [p,72= 92,48; p < 0,0001] e para a interagdo entre estes
fatores [ks 72~ 3,34; p < 0,01] em relagéo ao parametro porcemadp
tempo de congelamento nos grupos tratados combegexepetidas de
dexametasona i.p. ou solugdo controle antes dio ideccada sesséo de
extingdo do CA contextual (Fig. 7B).

Conforme ilustrado na figura 7B, a analise subsegue
utilizando o testepost hoc de Newman-Keuls demonstrou que o
protocolo de extingdo utilizado com trés re-expieic(sessdes) causou
uma diminuicdo na porcentagem do tempo de congelanagravés das
sucessivas exposi¢cdes do grupo controle a gaiokeoddicionamento
(p<0,05; 32 sessdo comparada a 1?). O grupo tratadca maior dose
de dexametasona (1,0 mg/kg, i.p.) obteve uma édiparcial ja na 22
sessdo (p<0,05 comparada a 12 sessdo do mesmg grapibbiu uma
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diminuicdo na % do tempo de congelamento durarie e 32 sessdes
comparadas as respectivas sessfes do grupo cor{pel@05),
sugerindo um efeito facilitatorio sobre a extingfioCA contextual. Os
grupos tratados com as duas menores doses de daganz(0,1 e 0,5
mg/kg) também obtiveram uma extin¢éo parcial j2haesséo (p<0,05
comparada a 1% sessdo do mesmo grupo), porém, xiBware
diferencgas estatisticas na % do tempo de congetardarante a 22 e 32
sessfes quando comparadas as respectivas sessgagpdacontrole
(Fig. 7B).

A fim de investigar se os efeitos da dexametasoma na
extincdo de memoarias aversivas foram agudos (@erdiente da droga)
ou persistentes, uma sessao adicional (sessaoadyugéncia de
tratamento farmacolégico, foi realizada 24 h apddtima sessédo de
extincdo. A ANOVA de uma via para estes dados ocevetfeito
significativo para o fator tratamento k= 3,13; p < 0,05]. Uma
andlise posterior através do teste de Newman-Kemgistrou que o
grupo tratado com a maior dose de dexametasonani@/Rg, i.p.)
apresentou uma diminuicdo na porcentagem do tempomgelamento
em relagdo a respectiva sessdo do grupo contrel®@b) (Fig. 7C).
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Figura 7 — Efeitos da administracdo i.p. do glicocorticosdetético dexametasona
(0,1; 0,5; 1,0 mg/kg) na extingdo do CA context(&). Representacdo esquematica
do procedimento utilizado no experimento 1. (B) Méd E.P.M. da % de tempo de
congelamento expressa pelos animais tratados cramggasona i.p. e submetidos
a 3 exposicdes de 9 min. a gaiola de condicionammenm intervalo de 24 h (cada
barra representa os dados de uma sesséo). (C) MdliR.M. da % do tempo de
congelamento expressa pelos mesmos grupos de anthaante uma Unica
exposicdo de 3 min. a gaiola de condicionamentoaumséncia de tratamento
farmacoldgico, 24 h apds a Ultima sessdo de extin@d p<0,05 comparado a
primeira sessédo do respectivo grugs). {<0,05 comparado a respectiva sessao do
grupo controle (testpost hocde Newman-Keuls). (Controle/n=10, dexametasona
0,1/n=10, dexametasona 0,5/n=10, dexametasona1{)/n

4.1.2 —Experimento 2: Efeitos da administracéo i.c.v. dgainetasona
na extincdo do CA contextual.

Os efeitos da dexametasona injetada i.c.v. solendiacdo de
memdrias aversivas foram investigados utilizandonadelo do CA
contextual da mesma forma como visto no experimehtoA
representacdo esquematica do procedimento utilimadexperimento 2
encontra-se ilustrado na figura 8A. Os efeitos @eathetasona (0,1; 0,5
ou 1,0 pg/uli.c.v.) sobre extingdo do CA contekasddo representados
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nas figuras 8B e 8C. O teste de andlise de vadaoam medidas
repetidas para os resultados da administracdoxdengg¢asona i.c.v. nas
trés sessbes de extingdo revelou efeito signiicagiara os fatores
tratamento [ 325~ 6,87; p < 0,005], sessédo de extin¢dgdf= 106,21;

p < 0,00001] e para a interagéo entre estes doie$a[ks e~ 2,60; p <
0,05]. A analisgpost-hocdestes dados demonstrou, de forma consistente
com o experimento 1, que na 32 sessédo 0 grupoot®rdbteve uma
extingdo parcial do comportamento condicionado dagelamento
guando comparada a 12 sesséo (p<0,05). O tratacmnta menor dose
de dexametasona (0,1 pg/ul i.c.v.) ndo interfeau% do tempo de
congelamento apresentada pelos animais em relac§oupo controle,
embora tenha apresentado uma extingdo parcial geganda sesséo
guando comparado a primeira sessao deste mesmo. gium grupo
tratado com a dose intermediaria de dexametasqbap@ul i.c.v.),
além de obter uma extincdo parcial ja na segundadee(p<0,05
comparada a 1% sessao do mesmo grupo), exibiu mardiférencas
estatisticas na porcentagem do tempo de congelamerante a 22 e 32
sessfes quando comparadas as respectivas sessgagpdacontrole
(p<0,05). O grupo tratado com a maior dose de detasana (1,0 pg/ul
i.c.v.) voltou a apresentar um resultado semelhaotebservado com a
administracdo da menor dose, ou seja, uma extipgiocial j& na
segunda sessdo quando comparado com a primeié sisste mesmo
grupo, porém ndo houve diferenca em relacdo acogeaptrole. Este
efeito facilitatério por parte da dose intermediade dexametasona,
também chamado de efeito em curva de “U” invertglagere, assim
como no tratamento i.p., uma facilitagdo sobre #@ne&o do CA
contextual por parte da dexametasona i.c.v.(Fi}. 8B

A ANOVA de uma via para os dados do teste sem di@gssao
4) revelou um efeito significativo para o fatortaraento [k 327 7,93; p
< 0,0005]. O testpost hoade Newman-Keuls mostrou uma diminuicao
na porcentagem do tempo de congelamento das duassmdoses de
dexametasona (0,5 e 1,0 pg/ul i.c.v.) quando coadpara respectiva
sessédo do grupo controle (p < 0,05) (Fig. 8C).
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Figura 8 — Efeitos da administracao i.c.v. do glicocortiégintético dexametasona
(0,1; 0,5; 1,0 pg/ul) na extingdo do CA contexta). Representagdo esquematica
do procedimento utilizado no experimento 2. (B) Méd E.P.M. da % de tempo de
congelamento expressa pelos animais tratados coramegasona i.c.v. e
submetidos a 3 exposicdes de 9 min. & gaiola déi@onamento, com intervalo de
24 h (cada barra representa os dados de uma seg€3ab)édia + E.P.M. da % do
tempo de congelamento expressa pelos mesmos gdgpasimais durante uma
Unica exposi¢cdo de 3 min. a gaiola de condicionémera auséncia de tratamento
farmacoldgico, 24 h apos a Ultima sessdo de extin@l p<0,05 comparado a
primeira sessédo do respectivo grupgy). {<0,05 comparado a respectiva sessao do
grupo controle (testpost hocde Newman-Keuls). (Controle/n=8, dexametasona
0,1/n=8, dexametasona 0,5/n=9, dexametasona 10/n=1

4.1.3 —Experimento 3: Participa¢do dos receptores canaioie® CB
nos efeitos da dexametasonai.c.v.

A representacdo esquematica do procedimento exgreEim
utilizado no experimento 3 encontra-se ilustrado figara 9A. Os
efeitos do pré-tratamento com um antagonista dosepteres
canabindides do tipo GB o SR141716A (0,2 mg/kg, i.p.), e do
tratamento com dexametasona (0,5 pg/ul, i.c.v.)esektincdo do CA
contextual estao representados nas figuras 9B ©3€ste de analise de
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variancia com medidas repetidas para os result@da@@xtingdo do CA
contextual revelou efeitos significativos para @doffes tratamento
[Fz.30) =12,28; p < 0,00005], sessao de extingdgeff-=114,62; p <
0,00001] e para a interacao entre estes fatogesj4,61; p < 0,001].
A andlise post-hoc destes dados demonstrou que o tratamento com
dexametasona i.c.v. facilitou a extingdo do CA erttal, reforcando os
dados do experimento 2. Além disso, o tratamento 8& previamente
a administracdo de dexametasona preveniu a oc@rdeste fendbmeno
(p<0,05; 22 e 32 sessdOes comparadas ao grupo otratath
dexametasona) em uma dose pee sendo exerceu influéncia sobre a
extingdo do CA contextual. Estes resultados evidemcque a
dexametasona facilita a extingdo do CA contextuglie este efeito, de
alguma forma, parece depender da ativacédo dostoeesganabindides
CB;. Este resultado nos fornece os primeiros indidepossibilidade
de uma interacdo entre estes dois sistemas npstediresposta (Fig.
9B).

A ANOVA de duas vias para o teste sem droga (sed3ao
revelou efeitos significativos para o fator tratatoe{R; 30=19,87; p <
0,0005] e para a interagdo entre os fatores pirtemto x tratamento
[Fa30 =15,21; p < 0,0005]. O grupo tratado com dexanoetag0,5
pg/pl i.c.v.) apresentou uma diminuicdo na % do ptmde
congelamento se comparado ao grupo controle (pyx0c0Bfirmando
mais uma vez os resultados obtidos no experimeniéth do mais, o
SR antagonizou os efeitos facilitatorios provindasadministracdo de
dexametasona, sendo que o grupo pré-tratado cora B&ado com
dexametasona mostrou um maior tempo de congelamguando
comparado ao grupo tratado apenas com dexametéBe0®5) (Fig.
9C).
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Figura 9 — Efeitos do antagonista dos receptores canaliad@® SR141716A (SR
0,2 mg/kg; i.p.) nos efeitos facilitatérios do glorticdide sintético dexametasona
(DEX 0,5 pg/ul; i.c.v.) sobre a extingdo do conmli@imento aversivo contextual.
(A) Representacdo esquematica do procedimentazaddi no experimento 3. (B)
Média + E.P.M. da % de tempo de congelamento espreelos animais pré-
tratados com SR e tratados com dexametasona e tidsna 3 exposicdes de 9
min. & gaiola de condicionamento, com interval®deh (cada barra representa os
dados de uma sessdo). (C) Média + E.P.M. da % uhpaede congelamento
expressa pelos mesmos grupos de animais duranténiozgexposicdo de 3 min. a
gaiola de condicionamento, na auséncia de tratanfarmmnacolégico, 24 h apos a
Ultima sessao de extingd@) (p<0,05 comparado a primeira sessdo do respectivo
grupo. €) p<0,05 comparado a respectiva sessdo do grupwotmn) p<0,05
comparado a respectiva sessao do grupo Ctrl+DEXe(pmst hocde Newman-
Keuls). (Ctrl+Ctrl/n=8, SR+Ctrl/n=8, Ctrl+DEX/n=8R+DEX/n=9).

4.1.4 — Experimento 4. Influéncia da inibicdo da sintese de
glicocorticoides enddgenos nos efeitos facilitaiéria conhecidos do
AMA404 sobre a extingdo do CA contextual .

A representacdo esquematica do procedimento exgreEim
utilizado no experimento 4 encontra-se ilustradofigara 10A. Os
efeitos do pré-tratamento com um inibidor da stis glicocorticéides
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enddgenos, a metirapona (25 mg/kg, s.c.), e dantexito com AM404
(2,0 po/pl, i.c.v.) sobre a extingdo do CA contekestdo representados
nas figuras 10B e 10C. O teste de andlise de wdaidzom medidas
repetidas para estes resultados revelou efeitosfisgivos para os
fatores tratamento [£307=6,85; p < 0,001], sesséo de extingag i
=109,48; p < 0,00001] e para interacdo entre dstieses [F(6,78)
=13,46; p < 0,00001]. A andligmst-hocdestes dados demonstrou que
0s animais do grupo pré-tratado com solucédo cantofratados com
AM404 (1,0 pg/ul, i.c.v.) tiveram uma diminuicgdo nempo de
congelamento ja na segunda sessao quando compgpéadaeira sessao
deste mesmo grupo e também mostraram uma redugé® teepo na
segunda e terceira sessdo quando comparadas estikespsessdes do
grupo controle (p < 0,05). Estes resultados apeoafrmam resultados
prévios do nosso grupo onde o AM404 ja se most@@Ao0 um
facilitador do processo de extincdo do CA contdxfiigtencourt,
Pamplonaet al, 2008; Pamplona, Bitencouet al, 2008). J& o pré-
tratamento com metirapona, em uma dose que naceexerenhum
efeito per se foi capaz de bloquear estes efeitos facilitagbfor parte
do AM404. Sendo assim, temos suporte para afirmarcg efeitos do
AM404 sobre a facilitacdo da extingdo de memoénassavas parecem
depender da sintese de glicocorticoides endogekste dado reforca
ainda mais a possibilidade de interacdo entre gliticdides e eCB
neste tipo de processo (Fig. 10B).

A ANOVA de duas vias para o teste sem droga (sed3ao
revelou efeito significativo para os fatores tragaimo [ 30)=38,54; p <
0,00001], pre-tratamento §fg) =17,05; p < 0,001] e interagéo entre
esses dois fatores ([kRg) =11,79; p < 0,005]. O testgost hocapenas
confirmou no teste sem droga o que ja havia sidembhdo durante as
sessOes de extingdo, ou seja, 0s animais que haidamratados com
AM404 continuavam mantendo uma diminuicdo no temge
congelamento assim como 0s animais previamentadtoat com
metirapona continuavam a apresentar um bloqueida dessposta
facilitatéria (Fig. 10C).
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Figura 10 —Efeitos de um inibidor da sintese de corticost@glignetirapona (MET
25 mg/kg; s.c.), nos efeitos facilitatérios do ididr da recaptacéo e degradagdo de
eCB, o AM404 (1,0 pg/ul; i.c.v.), sobre a extingim condicionamento aversivo
contextual. (A) Representacdo esquematica do piroeetb utilizado no
experimento 3. (B) Média + E.P.M. da % de tempealeggelamento expressa pelos
animais pré-tratados com metirapona e tratados AbM04 e submetidos a 3
exposicdes de 9 min. a gaiola de condicionamerim intervalo de 24 h (cada
barra representa os dados de uma sessdo). (C) Métlia.M. da % do tempo de
congelamento expressa pelos mesmos grupos de anthaante uma Unica
exposicdo de 3 min. a gaiola de condicionamentoauséncia de tratamento
farmacoldgico, 24 h apos a Ultima sessdo de extin@d p<0,05 comparado a
primeira sesséo do respectivo grupgn. §<0,05 comparado a respectiva sessao do
grupo controle. d p<0,05 comparado a respectiva sessédo do grupeAGtd04
(teste post hoc de Newman-Keuls). (Ctrl+Ctrl/n=12, MET+Ctrl/n=11,
Ctrl+AM404/n=10, MET+AM404/n=10).

4.1.5 — Experimento 5: Influéncia da inibicdo da sintese de
glicocorticdides nos efeitos facilitatorios j4 cadidos do agonista
canabinoide WIN55212-2 sobre a extingdo do CA o .

Desta vez o inibidor da sintese de glicocorticoEledogenos, a
metirapona, foi administrado previamente ao tratdmeom o agonista
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canabin6ide WIN com a mesma finalidade do expetimanterior, ou
seja, analisar a importancia da sintese destesdh@ampara os efeitos
de um agonista canabinéide direto, sobre a extidgdGA contextual.
A representacao esquematica do procedimento exgmiaihrutilizado no
experimento 5 encontra-se ilustrado na figura 1QA.efeitos do pré-
tratamento com metirapona (25 mg/kg, s.c.) e dartranto com WIN
(0,1 pg/ul, i.c.v.) sobre a extingdo do CA contekastdo representados
nas figuras 11B e 11C. O teste de andlise de \@@iditom medidas
repetidas para estes resultados revelou efeitasfisigivos para os
fatores tratamento [§3,713,46; p < 0,00001] e sessdo de extingéo
[Fees) =21,78; p < 0,00001]. Esta analise nédo reveloitosfepara a
interacdo entre os fatores tratamento e sessagtided®, porém, esti
auséncia de efeitos pode ser decorrente ao fatqudeo agonista
canabinoide foi capaz de induzir a facilitacdo xkingeédo ja na primeira
sessdo. Como pode ser visto no apéndice numercsta tkese, ao
dividirmos a primeira sessdo em blocos de 3 mircgi®mos que os
animais tratados com WIN diferem do grupo contrafgenas nos
segundo (3-6 min.) e terceiro (6-9 min.) blocosstsdiltima analise,
inclusive, houveram efeitos significativos paranéeiacdo entre o0s
fatores tratamento e sesséo de extingdo. Sendo, gzsdemos dizer
que ha sim uma facilitacdo da extingdo por parte agmnista
canabinodide, contudo, esta facilitagcdo ocorre dadamais rapida, ja na
primeira sessao (ver apéndice 2). Resultados egtesconfirmam
estudos prévios do nosso grupo (Pamplona, Predigat, 2006) os
guais também mostraram que o WIN possui um efedtis rdpido sobre
a extingdo quando comparado ao AM404 (Pamplonan&iurtet al,
2008). A analisepost hocdestes dados confirmou a diminuicdo no
tempo de congelamento observado pela administdg@icenor dose de
WIN e mostrou ndo haver influéncia da sintese décogterdides neste
resultado, visto que o pré-tratamento com metirap@o bloqueou este
efeito facilitatério por parte do agonista canalie6 Assim, podemos
concluir que os agonistas canabindides, ao agieriormna direta nos
seus respectivos receptores, nao necessitariam ibdmacho de
glicocorticoides para que exercessem seus efatolitdtérios sobre a
extingdo do CA contextual (Fig. 11B).

A ANOVA de duas vias para o0 teste sem droga (sed}ao
revelou efeito significativo para o fator tratanwef 33 =74,16; p <
0,00001]. O testpost hocapenas confirmou no teste sem droga o que ja
havia sido observado durante as sessdes de extmgdeja, 0os animais
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gue haviam sido tratados com WIN, independenteedsnt sido pré-
tratados com metirapona ou solucdo controle, coatiam mantendo
uma diminui¢do no tempo de congelamento em relagd&canimais do
grupo controle (p < 0,05) (Fig. 11C).
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Figura 11 — Efeitos de um inibidor da sintese de corticostiess, metirapona (MET
25 mg/kg; s.c.), nos efeitos facilitatérios do agta canabindide dos receptores
CB,;, WIN55212-2 (WIN 0,1 pg/ul; i.c.v.), sobre a exfio do condicionamento
aversivo contextual. (A) Representacdo esquemédtcprocedimento utilizado no
experimento 5. (B) Média + E.P.M. da % de tempaalegelamento expressa pelos
animais pré-tratados com metirapona e tratados ¥éiN e submetidos a 3
exposi¢cdes de 9 min. & gaiola de condicionamerttoy intervalo de 24 h (cada
barra representa os dados de uma sesséao). (C) MdliR.M. da % do tempo de
congelamento expressa pelos mesmos grupos de anthaante uma Unica
exposicdo de 3 min. a gaiola de condicionamentoaumséncia de tratamento
farmacolégico, 24 h apos a ultima sessao de extin@d p<0,05 comparado a
primeira sessédo do respectivo grupgy). {<0,05 comparado a respectiva sessao do
grupo controle (testpost hocde Newman-Keuls). (Ctrl+Ctrl/n=8, MET+Ctrl/n=9,
Ctrl+WIN/n=10, MET+WIN/n=10).
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4.1.6 —Experimento 6: Participacéo dos receptores glicticdides nos
efeitos da dexametasona.

A representacdo esquematica do procedimento exgraain
utilizado no experimento 6 encontra-se ilustradofigara 12A. Os
efeitos do pré-tratamento com um antagonista dosepteres
glicocorticoides (GR), o mifepristone (100 ng/ud,\.), e do tratamento
com dexametasona (1,0 pg/ul, i.c.v.) sobre extim@&A contextual
estdo representados nas figuras 12B e 12C. O destanalise de
variancia com medidas repetidas para os result@d@@xtingdo do CA
contextual revelou efeitos significativos para @doffes tratamento
[F28) =9,08; p < 0,0005], sessdo de extingagsdr =58,49; p <
0,00001] e para a interacao entre estes fatoges;-4,48; p < 0,001].
A andlise post-hoc destes dados demonstrou que o tratamento com
dexametasona i.c.v. faciltou a extincdo do CA erntal. Em
contrapartida, o tratamento com mifepristone preeiate a
administracdo de dexametasona preveniu a ocorrélesig fenémeno
(p<0,05; 22 e 32 sessdOes comparadas ao grupo otratath
dexametasona) em uma dose pee sendo exerceu influéncia sobre a
extingdo do CA contextual. Estes resultados reafinna capacidade da
dexametasona em facilitar a extingdo do CA conéxunos mostram
gue este efeito depende da ativac&o dos recepglaresorticoides (GR)
(Fig. 12B).

A ANOVA de duas vias para o teste sem droga (sed3ao
revelou efeitos significativos para o fator tratamoe[R; .5 =7,25; p <
0,05], para o fator pre-tratamentoa[fg)=15,45; p < 0,0005] e para a
interacéo entre estes fatoreg bk =10,19; p < 0,005]. O grupo tratado
com dexametasona (0,5 pg/ul i.c.v.) apresentou dimauicdo na %
do tempo de congelamento se comparado ao grupm(j<0,05) e
este efeito foi bloqueado pelo pré-tratamento comartagonista
glicocorticoide (GR) mifepristone (P<0,05). Estesultados, obtidos no
teste sem droga confirmam os resultados obtidosntkias sessdes de
extincdo (Fig. 12C).
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Figura 12 — Efeitos de um antagonista dos receptores glitio6@es (GR), o
mifepristone (MIF 100 ng/ul; i.c.v.), nos efeitoacilitatérios do glicocorticéide
sintético dexametasona (DEX 0,5 pg/ul; i.c.v.) sabextingdo do condicionamento
aversivo contextual. (A) Representacdo esquemdticarocedimento utilizado no
experimento 3. (B) Média + E.P.M. da % de tempealeggelamento expressa pelos
animais pré-tratados com mifepristone e tratados @exametasona e submetidos a
3 exposi¢Oes de 9 min. a gaiola de condicionamemim, intervalo de 24 h (cada
barra representa os dados de uma sessdo). (C) Métlia.M. da % do tempo de
congelamento expressa pelos mesmos grupos de anthaante uma Unica
exposicdo de 3 min. a gaiola de condicionamentoauséncia de tratamento
farmacoldgico, 24 h apos a ultima sessdo de extin@ld p<0,05 comparado a
primeira sesséo do respectivo grupgn. §<0,05 comparado a respectiva sessao do
grupo controle.d) p<0,05 comparado a respectiva sessédo do grupeDEX (teste
post hoc de Newman-Keuls). (Ctrl+Ctrl/n=8, MIF+Ctrl/n=8, W®tDEX/n=8,
MIF+DEX/n=8).

4.1.7 —-Experimento 7: Participacdo dos receptores glicdodides nos
efeitos do AM404.

O pré-tratamento com mifepristone (100 ng/ul, iyodesta vez
foi conduzido para analisar uma possivel influérida ativacdo dos
receptores glicocorticoides (GR) nos efeitos fetilirios sobre a
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extingdo do CA por parte do AM404. A representagsguematica do
procedimento experimental utilizado no experimefftoencontra-se
ilustrado na figura 13A. Os resultados deste ewpmrio estdo
representados nas figuras 13B e 13C. O teste diseai# variancia
com medidas repetidas para estes resultados reveleitos
significativos para os fatores tratamentg $;=7,33; p < 0,001], sesséo
de extingéo [pse =96,21; p < 0,00001] e para interagdo entre estes
fatores [kss6) =7,15; p < 0,00001]. A andlisgost-hocdestes dados
demonstrou que o tratamento com AM404 mais umafaiezapaz de
facilitar a extingdo do CA contextual. De maneingeiessante, 0 pré-
tratamento com mifepristone, em uma dose pee se mostrou-se
ineficaz, foi capaz de prevenir a ocorréncia déstémeno (p<0,05; 22
e 32 sessOes comparadas ao grupo tratado com AMEZKIE} resultados
reforcam uma interacdo entre glicocorticoides eeG8 nos efeitos
facilitatérios promovidos pelo AM404 (Fig. 13B).

A ANOVA de duas vias para o teste sem drogas (sedya
revelou efeitos significativos para os fatoresatmanto [k 2g)=18,96; p
< 0,0005], para o fator pré-tratamente, g =21,12; p < 0,0001] e para
a interagdo entre estes fatoreg 4§ =12,11; p < 0,005]. O grupo pre-
tratado com solucdo controle e tratado com AM40darte as sessdes
de extincdo (1,0 ug/ul i.c.v.) apresentou, no testen droga, uma
diminuicdo na % do tempo de congelamento quandopamado ao
grupo controle (p<0,05). Ja quando o tratamento &avii04 foi
subseqiiente ao pré-tratamento com mifepristonefeitss facilitatorios
anteriormente observados foram completamente bénpse pelo
antagonista em questdo (p<0,05 quando comparadograpo
Ctrl+AM404). Estes resultados reforcam aquelesdobtidurante as
sessOes de extingdo (Fig. 13C).
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Figura 13 — Efeitos de um antagonista dos receptores glitio6@es (GR), o
mifepristone (MIF 100 ng/ul; i.c.v.), nos efeitoacilitatérios de um inibidor da
recaptacao e degradacdo de eCB, o AM404 (1,0 puig¢pM;), sobre a extingdo do
condicionamento aversivo contextual. (A) Represgiia esquematica do
procedimento utilizado no experimento 3. (B) Médi&.P.M. da % de tempo de
congelamento expressa pelos animais pré-tratadosritepristone e tratados com
AMA404 e submetidos a 3 exposicdes de 9 min. a @aiel condicionamento, com
intervalo de 24 h (cada barra representa os dadosmé sessdo). (C) Média +
E.P.M. da % do tempo de congelamento expressa pwesios grupos de animais
durante uma Unica exposigdo de 3 min. a gaioladdicionamento, na auséncia de
tratamento farmacolégico, 24 h apds a Ultima seskiiextingdo. & p<0,05
comparado a primeira sessdo do respectivo grupo.p€0,05 comparado a
respectiva sesséo do grupo controt.p<0,05 comparado a respectiva sessao do
grupo Ctrl+AM404 (teste post hoc de Newman-Keuls). (Ctrl+Ctrl/n=8,
MIF+Ctrl/n=8, Ctrl+AM404/n=8, MIF+AM404/n=8).

4.1.8 —-Experimento 8: Participacao dos receptores mineratticoides
nos efeitos da dexametasona.

A representacdo esquematica do procedimento exgrg@in
utilizado no experimento 8 encontra-se ilustradofigara 14A. Os
efeitos do pré-tratamento com um antagonista dosepteres
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mineralocorticdides (MR), a espironolactona (10@uhgi.c.v.), e do
tratamento com dexametasona (0,5 pg/ul, i.c.viesakextincdo do CA
contextual estdo representados nas figuras 14 eQ4este de andlise
de variancia com medidas repetidas para estesadgsirevelou efeitos
significativos para os fatores tratamentg; §f; =13,67; p < 0,00001],
sessao de extingao ko) =142,21; p < 0,00001] e para interagdo entre
estes fatores [fs0)=4,84; p < 0,0005]. A analigmst-hocdestes dados
demonstrou que o tratamento com dexametasonadacdiextingdo do
CA contextual sem que o pré-tratamento com espizotona
antagonizasse este efeito. Ao que parecem, os<f@tilitatérios da
dexametasona sobre a extingdo do CA ndo estadoreddos a ativacéo
dos receptores mineralocorticoides (Fig. 14B).

A ANOVA de duas vias para o teste sem droga (sed3ao
revelou efeito significativo para o fator tratanwef sg) =88,06; p <
0,00001]. Os animais tratados com dexametasonap(@gl, i.c.v.),
mesmo aqueles que receberam o pré-tratamento qonoregactona,
continuaram apresentando uma diminuicdo na % dopderme
congelamento quando comparado ao grupo control®,{px (Fig.
14C).
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Figura 14 — Efeitos de um antagonista dos receptores mowglcoides (MR), a
espironolactona (SPI 100 ng/ul; i.c.v.), nos eteifacilitatérios de um agonista
glicocorticéide sintético, a dexametasona (0,5 |id/p.v.), sobre a extingdo do
condicionamento aversivo contextual. (A) Represgiia esquematica do
procedimento utilizado no experimento 8. (B) Médi&.P.M. da % de tempo de
congelamento expressa pelos animais pré-tratadosespironolactona e tratados
com dexametasona e submetidos a 3 exposicOes dein9 angaiola de
condicionamento, com intervalo de 24 h (cada bepmesenta os dados de uma
sessdo). (C) Média + E.P.M. da % do tempo de cangmito expressa pelos
mesmos grupos de animais durante uma Unica expodigd3 min. a gaiola de
condicionamento, na auséncia de tratamento fardgicol, 24 h apdés a Ultima
sessdo de extingd@) (p<0,05 comparado a primeira sessao do respegtiym. b)
p<0,05 comparado a respectiva sessdo do grupootmnitestepost hoc de
Newman-Keuls). (Ctrl+Ctrl/n=9, SPI+Ctrl/n=8, CtrlHX/n=8, SPI+DEX/n=9).

4.1.9 —Experimento 9: Participacao dos receptores mineratticoides
nos efeitos do AM404.

Desta vez o0 antagonista dos receptores mineréloiides
(MR) foi utilizado para analisar a participacéo tdesreceptores nos
efeitos facilitatérios do AM404 sobre a extincdo @A contextual. A
representagcdo esquematica do procedimento expédaimeiizado no
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experimento 9 encontra-se ilustrado na figura 184.efeitos do pré-
tratamento com espironolactona (100 ng/ul, i.@wp tratamento com
AM404 (1,0 pg/ul, i.c.v.) sobre a extingdo do CAniextual estdo
representados nas figuras 15B e 15C. O teste diseai# variancia
com medidas repetidas para estes resultados reveleitos
significativos para os fatores tratamentg; §h; =12,78; p < 0,00001],
sessao de extingao ko =119,98; p < 0,00001] e para interagdo entre
estes fatores [£s0)=4,34; p < 0,0005]. A analigmost-hocdestes dados
confirmou que o tratamento com AM404 facilita aimgdo do CA
contextual (p < 0,05), contudo o pré-tratamento @spironolactona,
assim como ocorrido no experimento com dexametasord
antagonizou este efeito. Ao que parecem, os efégtiitatorios do
AM404 sobre a extingdo do CA também ndo estdo ioglados a
ativacao dos receptores mineralocorticéides (5.1

A ANOVA de duas vias para o teste sem droga (sed3do
revelou efeito significativo para o fator tratanwef so) =90,42; p <
0,00001]. Os animais tratados com AM404 (1,0 ug/jd,v.)
apresentaram uma diminuicdo na % do tempo de camgeto quando
comparados ao grupo controle (p<0,05), mesmo quanédratados
com o antagonista dos receptores mineralocortis@dpironolactona (p
< 0,05) (Fig. 15C).
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Figura 15 — Efeitos de um antagonista dos receptores mowglcoides (MR), a
espironolactona (SPI 100 ng/ul; i.c.v.), nos eteifacilitatérios do inibidor da
recaptacao e degradacdo de eCB, o AM404 (1,0 puig¢p;), sobre a extingdo do
condicionamento aversivo contextual. (A) Represgia esquematica do
procedimento utilizado no experimento 9. (B) Médi&.P.M. da % de tempo de
congelamento expressa pelos animais pré-tratadosespironolactona e tratados
com AM404 e submetidos a 3 exposi¢Oes de 9 miraiélagde condicionamento,
com intervalo de 24 h (cada barra representa ossddel uma sesséo). (C) Média +
E.P.M. da % do tempo de congelamento expressa pesios grupos de animais
durante uma Unica exposi¢do de 3 min. a gaioladdicionamento, na auséncia de
tratamento farmacolégico, 24 h apds a Ultima seskiiextingdo. & p<0,05
comparado a primeira sessdo do respectivo grupo.p€0,05 comparado a
respectiva sessao do grupo controle. (teptsst hoc de Newman-Keuls).
(Ctrl+Ctrl/n=9, SPI+Ctrl/n=8, Ctrl+AM404/n=9, SPI-M404/n=8).

4.2 - Experimentos bioquimicos

4.2.1 — Experimento 10: Liberacdo de GABA e glutamato em
sinaptossomas e fatias da regido cortical do cévatw ratos

Este experimento foi conduzido no intuito verificee as
interacbes entre eCB e glicocorticoides observauas resultados
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referentes aos procedimentos comportamentais letiaaf também na
liberacdo de GABA e glutamato em sinaptossomadiasfabtidos a
partir da regido cortical do cérebro de ratos. €sltados obtidos neste
experimento encontram-se ilustrados nas figurasel@7. Como
podemos observar nos resultados referentes a démeraem
sinaptossomas (Fig. 16), o agonista dos recep@Bgso WIN55212-2
(1 M), foi capaz de inibir a liberacdo de ambosB& e glutamato
(p<0,05; teste-t comparado a um hipotético valor 188%). J4& o
tratamento com o glicocorticéide sintético dexams@ta mostrou-se
ineficiente em alterar a liberagcao destes neursitn&@sores em trés das
quatro doses testadas (0,1; 1,0 e 30 pM) (p>005)inico efeito
observado por parte da dexametasona neste exp&rimsrm
sinaptossomas, e ainda sim um efeito bastante fitiha dose de 10
UM. Nesta dose a dexametasona mostrou uma pequeimiddao na
liberacdo de GABA (p<0,05; teste-t comparado a iputético valor de
100%), mas néo glutamato (Fig. 16 C e D).
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LIBERAGAO DE GABA E GLUTAMATO EM SINAPTOSSOMAS
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Figura 16 — Liberagdo de GABA e glutamato em terminais n&pgo

(sinaptossomas) da regido cortical do cérebro fs.ras figuras A e B ilustram a
curva de liberacdo de GABA ou glutamato em sin&goioss ao longo de 22 min
frente a dois estimulo com KCI 15 mM. As figurae @ representam a média +
E.P.M. do percentual da fracdo de GABA ou glutanidterados em relacéo ao
contelido total nos sinaptossomas. Os dados foraiisahos com teste T de uma
amostra (one-sample t-test) contra o grupo contf@presentado como 100%).
*P<0,05 e **P<0,01 comparado ao grupo controleh@ipontilhada em vermelho).

Na segunda parte deste experimento, ou seja, egnoento
envolvendo a liberagdo de GABA e glutamato em $atis resultados
se mostraram um pouco diferentes daqueles observaum
procedimento com liberacdo em sinptossomas. Odtadss obtidos
nesse experimento encontram-se ilustrados na fidrae, como
podemos observar, a dexametasona na dose de 1Onufdtias foi
capaz de causar uma inibicdo muito mais acentuadgué aquela
observada nos experimentos com sinaptossomas. beesiea inibicao
foi observada ndo apenas na liberacdo de GABA, tamadém no
glutamato (p<0,05; teste-t comparado a um hipatétalor de 100%),
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embora neste Ultimo neurotransmissor a inibicdbaesido bem mais
discreta. Este efeito da dexametasona foi prevepetipantagonista dos
receptores glicocorticéides (GR), o mifepristonentido, o efeito mais
importante ficou por parte do antagonista dos tecep CB, o 02050,
gue preveniu os efeitos inibitérios da dexametasoiae a liberagdo de
GABA e glutamato (p>0,05). Por ultimo, o THL, unibiidor da sintese
de eCB, ndo apenas antagonizou, mas reverteu iossdfebitérios da
dexametasona sobre a liberacdo dos neurotransesssdrordados
(p<0,05) (Fig. 17 C e D).

LIBERAGAO DE GABA E GLUTAMATO EM FATIAS
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Figura 17 - Liberacdo de GABA e glutamato em terminais nsogo(fatias) da
regido cortical do cérebro de ratos. As figurasB\ikistram a curva de liberagcdo de
GABA ou glutamato em sinaptossomas ao longo de 22fmente a um estimulo
com KCI 30 mM. As figuras C e D representam a médi&aP.M. do percentual da
fracdo de GABA ou glutamato liberados em relacdoateudo total nas fatias. Os
dados foram analisados com teste T de uma amasteas@mple t-test) contra o
grupo controle (representado como 100%). *P<0,05Rx0,01 comparado ao
grupo controle (linha pontilhada em vermelho).
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4.2.2 — Experimento 11: Imunohistoquimica para verificar as
possibilidades neuroanatdmicas de uma possivelagd® entre os
sistemas eCB e glicocorticéides

Este experimento foi conduzido a fim de analisar as
interacbes até entdo observadas seriam realmessiveis diante das
disposicdes neuroanatdbmicas dos elementos até adquidados. As
imagens obtidas deste experimento encontram-geaitias na figura 18.
Como podemos observar em uma imagem mais amplacddst na
figura 18 A, os receptores canabindides do tipo, GBn azul), os
receptores glicocorticdéides (GR) (em vermelho), bewmo os
transportadores de glutamato (VGLUT1) (em verdegomtram-se
amplamente distribuidos na regido cerebral quedvaéstriado até o
cortex somatosensorial. J& em uma imagem aumerpadamos
observar a co-localizacao (indicacéo feita pors3etas receptores GB
(em azul) com o transportador glutamatérgico (erdajena porgao pré-
sinptica dos neurénios (figura 18B). Percebemobdan nesta mesma
figura uma presenca dominante de marcacdo paeceptores GR (em
vermelho) no corpo celular dos neurdnios principa# nas imagens
obtidas do CPF percebemos que os receptores GRefel) continuam
predominantemente expressos no corpo celular doémes principais,
com a diferenca de que nesta regido cerebral eptres CB (em
azul) parecem estar co-localizados (indicacéo feda setas) com os
transportadores GABAérgicos (VGAT) (em vermelhohd@ com o0s
transportadores  glutamatérgicos como observados attex
somatopsensorial (Fig. 18C). O mesmo padrdo deemgas dos
receptores GR (em vermelho) nos corpos celularesnalgdnios
(indicado por asterisco) e de receptores GBn azul) na porcéo pré-
singptica foi observada também na regido CAl dedampo (Fig.
18D). Na regido do giro denteado as imagens mogimais uma vez a
co-localizacéo (indicada por setas) dos receptoBs(em azul) com o
transportador glutamatérgico (VGLUT1) (em verdedsim como a
presenca de receptores GR (em vermelho) no corpreua@nios (Fig.
18E).
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VGLUT1/GR/CB,R VGLUT1/GR/CB,R GR/CB,R

CA1 hipocampo

Cértex somatosensorial

Giro denteado

Estriado — Cértex somatosensorial

Cértex pré-frontal
Giro denteado

Figura 18 — Imagens de imunohistoquimica para os receptaesbindides CBe
glicocorticéides (GR), bem como para os transporesl GABAérgicos (VGAT) e
glutamatérgicos (VGLUT1) em fatias do cérebro desa(A,,) imagens da regido
do estriado até o cortex somatosensoriglyJBmagens do cortex somatosensorial;
(Cjy) cortex pré-frontal; (D) regido CAl do hipocamp@&i,7) giro denteado.
VGLUT1, transportador de glutamato; VGAT, transpddr de GABA; CB,
receptor canabinoide; GR, receptor glicocorticoid#) setas indicam co-
localizacao; (*) asteriscos indicam o corpo celular

54



5 — DISCUSSAO

Esta tese teve como principal hipétese a existédeiauma
interacdo entre o0s sistemas eCB e glicocorticOiggsextingdo de
memorias aversivas. Para este propésito lancamas dodmodelo
comportamental do CA contextual, bem como anabseguimicas que
envolveram experimentos de liberagdo de GABA eagiato em
sinaptossomas e fatias, e técnicas de imunohisticpui Os resultados
obtidos a partir destas abordagens reafirmam ashdaditeratura os
quais mostram uma participagdo importante tantsistema eCB como
do sistema glicocorticide na extingdo de memorasersivas.
Sobretudo, estes resultados mostram, pela primezauma interacao
entre estes sistemas no processo de extingdo tijEstde memoria,
interacdo esta que parece revelar certa interdépeid entre a
funcionalidade de ambos o0s sistemas para que egsoale extincdo
ocorra de forma satisfatéria. Este achado, con discutido a seguir,
foi evidenciado tanto pelos resultados oriundos goscedimentos
comportamentais como também pelos resultados cbtd@vés das
analises bioquimicas.

Como mencionado na introducéo, existem varios linaka
mostrando a participacdo tanto do sistema eCB coduos
glicocorticoides na extingdo de memorias aversfvas tabelas 1 e 2).
Estes trabalhos mostram que um bloqueio dos reesptanabindides
do subtipo CB seja por eliminagcdo génica ou por ferramentas
farmacoldgicas, é capaz de prejudicar os procets@xtingdo de uma
memoria de medo. Ja o contrério, ou seja, uma patezacdo deste
sistema, seja por agonistas diretos ou substagciasaumentam os
niveis de eCB, séo capazes de promover uma faéititaeste tipo de
resposta. O mesmo parece acontecer com os glimtides, onde a
administracdo de inibidores da sintese de glicmdidies endégenos
bem como a remocdo da adrenal parece prejudicarocegso de
extingdo tal qual acontece no bloqueio dos recegtaanabindides.
Além do mais, assim como este processo pode serticey com a
potencializacdo do sistema eCB, no caso dos glitogmles isso
também é verdade, ou seja, a administracdo decastdrona, assim
como do glicocorticéide sintético dexametasonaagae de facilitar o
processo de extincdo. Com isso, podemos ver alggimakaridades
entre as respostas mediadas pelo sistema eCB e gslema
glicocorticoide no que diz respeito ao process@xtcdo, mas nada
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além de similaridades. Ainda que trabalhos ja tenin@ostrado uma
interacdo funcional entre estes dois sistemasMBicher-Lopeset al,
2003; Hill, Mclaughlinet al, 2011), até mesmo intera¢cdes envolvendo
processos de memdria (Campolongo, Roozendaahl, 2009; De
Oliveira Alvares, Engelkeet al, 2010; Atsak, Haueet al, 2012),
nenhum destes trabalhos mostrou especificamente int®@cdo na
etapa de extingdo. Sabendo-se das similaridades ast respostas
destes dois sistemas frente ao processo de extingdimn como das
interacbes funcionais j4 observadas entre canakgigdi e
glicocorticbides em outras abordagens, partimosa gavestigar a
possibilidade de interacdo também nos processos anwlvem
extingdo de memdrias com componentes traumaticos.

Em um primeiro momento, decidimos analisar os aseile um
glicocorticoide sintético, a dexametasona, quangkidda i.p. em ratos
que foram posteriormente submetidos a um protodel@xtingdo de
memdrias aversivas j4 padronizado em nosso labmrgtditencourt,
Pamplonaet al, 2008). Neste primeiro experimento, confirmamos
dados de outros estudos (Yang, Cleaal, 2006; Yang, Chaet al,
2007; Ninomiya, Martynhalet al, 2010), ou seja, a dexametasona,
mesmo quando injetada i.p., € capaz de faciliextim¢cdo do CA (Fig.
7B). Este foi um efeito dose dependente, vistoapenas a maior dose,
dentre as trés doses utilizadas (0,1; 0,5 e 1,kghgfoi capaz de
promover tal facilitacdo. O perfil desta respogtanmnteve quando os
mesmos grupos de animais foram novamente testddosigds a ultima
sessao de extingao, porém desta vez sem tratafaemi@cologico (Fig.
7C). Este teste realizado 24 h ap6s a ultima seds@extincdo nos
confirma ser este um efeito mneménico muito maisjw® um eventual
efeito do tipo ansiolitico por parte desta drogina a resposta se
mantém mesmo ha auséncia de tratamento farmaocolégimbora
saibamos que a dexametasona possui um tempo devideia
relativamente longo (Meikle e Tyler, 1977) e quessefeitos podem ter
consequéncias no decorrer de dias (Belkebir-Meslgdnnefont-
Rousselotet al, 1999), neste caso, uma droga com caracterigifmas
ansiolitica, teria provavelmente diminuido o tenslgocongelamento ja
na primeira sessdo de extingdo tal qual como acemteo tratamento
com diazepam feito em um estudo publicado antedotenpelo nosso
grupo (Bitencourt, Pamplonat al, 2008). Todavia, mesmo com a
manutencdo do padrdo comportamental de diminuie&aespostas de
congelamento 24 h apds a Ultima sessdo de extirgcampossivel
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afirmar com base apenas nestes resultados queéestm efeito
duradouro. Como sabemos, a rememoracao de evesulozaticos pode
ocorrer muito tempo apos o trauma, sendo estaréeuna espontanea
um fenbmeno bastante comum. Diante destas cirawiaty ndo é
possivel precisar se os efeitos aqui observadbsaps a Gltima sesséo
de extincdo seriam efeitos duradouros ou ndo. Megm teste fosse
feito com um periodo maior de tempo, seria diffall precisdo haja
mostrado que o restabelecimento espontaneo destemimoria ndo
parece obedecer a um padrao de tempo (Quirk,ePafte2010).

Diante deste primeiro resultado, no qual a dexasoaeti.p. foi
capaz de facilitar a extincdo do CA contextual,08s® proximo passo
foi no sentido de responder se este efeito conimuaaso a
dexametasona fosse administrada centralmente.)i.Gostariamos de
ter a certeza que o efeito facilitatorio sobre #inge&o foi um efeito
mediado por respostas do sistema nervoso ceni&l)(8 ndo um efeito
decorrente meramente de acdes periféricas em @idadratamento i.p.
com dexametasona. Através do mesmo protocolo ewpetal,
testamos trés doses de dexametasona injetadas (D¢ly 0,5 e 1,0
pa/pl) 5 min. antes de cada sessdo de extingdos Mamia vez a
dexametasona foi capaz de promover a facilitacdextiacdo do CA
contextual, porém, ao contrario de como acontecetratamento i.p.,
onde tivemos um efeito dose resposta, neste castamento i.c.v. se
mostrou mais eficaz através da administracéo da idtsrmediaria (0,5
pno/ul) (Fig. 8B). Esta resposta, como ja mencionadk@riormente, é
conhecida como curva em “U” invertido. Este efe®curva em “U”
invertido, onde apenas a dose intermediaria teitoeéefrequentemente
encontrado em respostas comportamentais obtidas aréir ple
experimentos que envolvam a administracdo de cadidleis (Moreira,
Aguiar et al, 2009). De qualquer forma, ainda era cedo paratapuos
qualquer forma de interacdo entre o0s sistemas ralidd e
glicocorticoide baseando-se apenas nessa Unictasifade. Todavia,
ao observar os efeitos facilitatorios da dexametasioc.v. sobre a
extingdo, confirmavamos mais uma vez outros estudesquais
mostraram que os efeitos de agonistas glicocotésdsobre este tipo de
resposta eram mesmo efeitos mediados pelo SNC (YGmapet al,
2006).

Tendo confirmado os efeitos facilitatérios da degtsmona
sobre a extincdo de memorias aversivas decidinmfisn,eanalisar uma
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suposta interagdo deste sistema com 0 sistema eS& tipo de
resposta. Para isso, selecionamos a dose efetivdedametasona
injetada i.c.v. (0,5 pg/ul) para darmos continuelads experimentos.
Este terceiro experimento foi conduzido nos mesmaddes do
experimento anterior, porém, com a diferenca de gqunées do
tratamento com dexametasona (0,5 upg/ul; i.c.v.) féio um pré-
tratamento com o antagonista dos receptores candbimlo subtipo
CB;, 0 SR141716A (0,2 mg/kg, i.p.). Através desta dhgem seria
possivel analisar se os efeitos facilitatorios plzsios por parte da
dexametasona i.c.v. eram ou ndo dependentes destelet receptor
canabindide. Como podemos observar na figura 9remtfe aos
resultados do terceiro experimento, o antagonatatindide foi capaz
de reverter os efeitos facilitatorios da dexametasgem que exercesse
um efeito per se Embora ndo seja novidade a interacdo entre estes
sistemas (Di, Malcher-Lopest al, 2003; Campolongo, Roozendal
al., 2009; De Oliveira Alvares, Engellat al, 2010; Hill, Mclaughlinet
al., 2011; Atsak, Hauest al, 2012), esta foi a primeira evidéncia de que
nossa hipotese poderia estar correta, ou sejaja®g)sistemas eCB e
glicocorticoide poderiam interagir também na exmgle memorias
aversivas. Com isso sabemos que este glicocomicitético, ao que
parece, depende da ativacdo dos receptores CBleparaer seus
efeitos sobre a extingdo do CA contextual. Comeahetasona néo é
capaz de se ligar diretamente aos receptores cdidds, coube a nés
pensar que esta ligacdo deve estar ocorrendo o fimdireta. Neste
caso, 0 aumento dos niveis deste glicocorticOitiEriasaumentando a
producéo e liberagdo de eCB (Hill, idbal, 2005) que, por sua vez, em
niveis aumentados, atuariam facilitando a extirg@cse ligarem nos
receptores CB(Marsicano, Wotjalet al, 2002; Chhatwal, Davist al,
2005; Bitencourt, Pamploret al, 2008). Este resultado é reforcado por
um trabalho publicado no ano de 2009 onde Campoloerg
colaboradores mostraram que um antagonista €BM251, foi capaz
de bloquear os efeitos da corticosterona sobre resotidacdo de
memdrias aversivas (Campolongo, Roozendsatalal, 2009). Mais
recentemente, Atsak e colaboradores (2012) tambésiramam esta
dependéncia dos efeitos da corticosterona pelept@es canabindides,
porém, desta vez, na etapa de evocacdo de uma imeaw@rsiva
(Atsak, Haueret al, 2012). Embora as abordagens sejam diferentes
(consolidacdo e evocacédo VS extingdo) o princi@e tespostas é o
mesmo, Ou seja, antagonistas canabindides blogoeamdefeitos de
agonistas glicocorticoides.
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Mesmo que com 0 experimento anterior tenhamos gaitke
mostrar uma primeira evidéncia de interacdo erdraistemas eCB e
glicocorticéide através do bloqueio das respostagexametasona com
um antagonista CB ainda assim n&o tinhamos argumentos suficientes
para afirmar que os efeitos deste glicocorticéideésco estariam
mesmo relacionados a um aumento nos niveis de ACBm de
esclarecer este ponto, decidimos, por meio de oeagperimento
(experimento nimero 4), analisar se os glicocdd&s eram mesmo
essenciais para os efeitos ja conhecidos dos e€B tipo de resposta
(ver tabela 1 para os efeitos ja conhecidos). Pstaa etapa resolvemos
tratar os animais com um inibidor da sintese deogtirticbides
enddgenos, a metirapona (25 mg/kg; s.c.), previenaa tratamento
com AM404, um inibidor da recaptacdo e degradagiarindamida
(eCB). Para este experimento utilizamos uma doseAdd04 ja
conhecida por facilitar a extingdo neste mesmoopadd experimental
(2,0 po/ul, i.c.v.) (Bitencourt, Pamploma al, 2008). Sabiamos que o
AM404 facilitava a extincdo de memoérias aversivasaamentar 0s
niveis de eCB e estes, por sua vez, ao se ligaosmateptores GB
Sendo assim, os efeitos do AM404 s6 sdo possiiaitedda presenca
de uma quantidade minima de eCB ja pré-existeate sando possivel
gue o AM404 se ligue diretamente nos receptores S&endo disso, e
partindo do pressuposto de que nesta situacdo tit;d@x de uma
memdria aversiva os eCB parecem ser cruciais paraefeitos
falicitatorios dos glicocorticéides, gostariamos daber se o0s
glicocorticoides enddgenos ndo seriam também dsupira os efeitos
facilitatérios dos eCB, ou seja, do AM404. Assinmauinibicdo na
sintese de glicocorticéides enddgenos poderiafénterao anular os
efeitos ja conhecidos do AM404. Os resultados degperimento ndo
deixaram dividas. Como podemos observar na fighya Inetirapona
foi capaz de bloquear os efeitos facilitatériosnpowidos pelo AM404
em uma dose quper sendo exerceu efeito algum. Este padrdo de
resposta se manteve mesmo quando os animais fastadds na
auséncia de tratamento farmacolégico 24 h apédimalkessédo de
extingdo. Com isso podemos dizer que ndo apenaticasorticoides
dependem dos receptores CBomo também os eCB parecem depender
da sintese de glicocorticoides para que exercans ®feitos de
facilitacdo sobre a extincdo do CA contextual. Emitla esta que ja
havia sido levantada pelo trabalho de De Oliveiraoboradores,
porém, abordando o processo de consolidagdo e end@xtihcdo (De
Oliveira Alvares, Engelket al, 2010). Estes Ultimos resultados, além
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de fortalecerem a hipGtese levantada por algursaliras os quais
dizem que os glicocorticoides podem aumentar augd e liberacéo
de eCB (Di, Malcher-Lopest al, 2003; Hill, Hoet al, 2005; Malcher-

Lopes, Diet al, 2006; Hill, Mclaughlinet al, 2011), reforgam também
a hipotese de interacdo entre eCB e glicocortisdigemposta no
presente trabalho.

Mesmo diante da consisténcia de interacdo observada
resultados anteriores, ainda sim era possivel quet@apona estivesse
de alguma forma diminuindo a ligagdo dos eCB aos sespectivos
receptores canabindides e com isso impedindo o ANdéOexercer seus
efeitos. Assim teriamos uma falsa conclusdo de apieefeitos do
AM404 estariam sendo dependentes da sintese decaficdides
enddgenos quando, na verdade, a interacdo podsda @correndo
diretamente no receptor. Embora esta possibiliddéelenteracdo do
inibidor da sintese de glicocorticéides, a metirepadiretamente com
os receptores GBfosse remota, decidimos analisa-la com mais Gautel
no experimento seguinte (experimentos 5). Para fitslidade
resolvemos administrar a metirapona previamentératamento com
um agonista dos receptores £8 WIN55212-2, que se liga diretamente
nos receptores GBao contrario do AM404 que atua de forma indireta
ao aumentar os niveis de eCB. Trabalhos do nosgwiprgrupo ja
haviam mostrado que este agonista canabindide & @ facilitar a
extingdo de uma memodria aversiva e que este erafeito mediado
pelos receptores GB(Pamplona, Predigeet al, 2006; Pamplona,
Bitencourt et al, 2008). Sendo assim, caso a metirapona estivesse
anulando os efeitos facilitatérios do AM404 por umgeracdo direta
com os receptores GE ndo por uma conseqiéncia da diminuicdo da
sintese de glicocorticéides enddgenos, este initbdobém seria capaz
de interferir com os efeitos ja conhecidos do Wdso contrério, ou
seja, caso os efeitos antagbnicos da metirapong s0®AM404 ndo
tenham sido em decorréncia de uma suposta intecapd@s receptores
CBy, 0 WIN, que nédo depende da liberacdo de eCB pera&xerca seus
efeitos, iria manter o padrdo de resposta observam® estudos
anteriores. Para dar segmento ao padrdo de adajdist dos
experimentos anteriores decidimos injetar o WINvi,diferentemente
das publica¢des anteriores nas quais o WIN fotddje i.p. Por este
motivo um experimento piloto (apéndice nimero 1)ctmduzido com
a Unica finalidade de achar uma dose de WIN qubtdiase a extingao
do CA contextual quando injetado i.c.v. Com basstenegrimeiro
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experimento com WIN selecionamos a menor dose (@/ul, i.c.v.),
que foi a que mostrou uma facilitacdo bastantdvef¢h na primeira
sessdo de extincdo, quando comparada ao grup®leor fato de o
agonista canabindide ter diminuido a % do tempootgelamento j& na
primeira sessdo poderia ser um indicativo de etgim-ansiolitico ao
invés de facilitacdo da extingdo, contudo, ao saatios a primeira
sessdo em blocos de 3 min. (3 + 3 + 3 = 9), vimees & facilitacdo
ocorre ja nesta primeira sessao. O WIN foi capadiaénuir o tempo
de congelamento, quando comparado ao grupo contimleegundo (3-
6) e terceiro (6-9) bloco de 3 min (ver apéndicmero 2). Por isso ndo
foi possivel observar a facilitagdo da extincdo parte do WIN ao
longo das sessdes de extingdo, visto que ess@tafzidl se dava ja
durante a primeira sessao. Outro indicativo denfigese tratava de um
efeito tipo-ansiolitico foi o resultado do testens#roga, feito 24 h apos
a Ultima sessdo de extincdo. Neste teste vimosadedo tempo de
congelamento dos animais tratados com WIN manteve-s
significativamente abaixo da % do tempo de congefdandos animais
do grupo controle (ver apéndice 1). Do contrarasoco efeito do WIN
fosse um efeito ansiolitico, € bem provavel que addbotempo de
congelamento durante o teste sem droga ficassé agugsuperior aos
animais do grupo controle. Da mesma forma que acentem um
trabalho publicado no ano de 2008 pelo nosso gropde 0S animais
tratados com um ansiolitico bastante conhecido, irepdm,
apresentaram uma reducdo na % do tempo de congetadch@rante as
sessbes de extincdo, porém, no teste sem drogadiesinuicdo em
relacdo ao grupo controle desapareceu (Bitenc®antplonaet al,
2008). Além do mais, outros trabalhos ja haviamtrads os efeitos
facilitatérios do WIN sobre a extincéo, sobretuds primeiros 9 min.
do procedimento (Pamplona, Prediget al, 2006; Pamplona,
Bitencourtet al, 2008), da mesma forma como observado no presente
estudo. Portanto, com a dose efetiva em maos, nuetipara o
experimento seguinte que foi praticamente idéntco experimento
numero quatro (MET+AM404), com a Unica diferencagde ao invés
de AM404 utilizamos o WIN como tratamento subsetpiean pré-
tratamento com metirapona.

Como pode ser observado na figura 11, a metirapéoafoi
capaz de reverter os efeitos facilitatorios do WilXgrentemente do que
havia acontecido quando administrada previamentgaé@mento com
AM404. Com isso, podemos concluir que os efeitomginicos da
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metirapona em relacdo aos efeitos do AM404 devesmuoder sido por
uma diminuicdo na sintese dos glicocorticoides gadds muito mais
do que qualquer eventual efeito sobre os recep@BesEste resultado
reafirma a capacidade que um agonista dos recep@Bgpossui em
promover a faciltagdo da extingdo de uma memonersiva
(Pamplona, Predigeet al, 2006; Lin, Maoet al, 2009), bem como
estende as informagdes em relagdo a este achatosimar que este
efeito facilitatério por parte do WIN nado pareceeleder da sintese de
glicocorticoides enddgenos.

Embora os resultados anteriores tenham nos mostraeoa
dexametasona provavelmente atue ao induzir a piodeidiberacdo de
eCB e que estes, por sua vez, sdo responsavaisquoover os efeitos
falitatorios sobre a extingdo ao se ligarem nosptres CB ainda ndo
sabemos ao certo onde se daria esta interagdo.quessio primordial
seria, por exemplo, saber através de quais reesptordexametasona
estaria se ligando para que induzisse um aumergmiveis de eCB.
Como mencionado na introdugdo, as principais acks
glicocorticoides endbégenos sdo mediadas por reespespecificos dos
guais existem dois tipos ja descritos: os receptormeralocorticoides
(MR) e dlicocorticoides (GR). Mesmo que muitos dsstsejam
receptores nucleares, varios estudos tém mostradoestes também
podem estar localizados em membranas, mediandm aasi acdes
rapidas dos glicocorticéides endégenos como, pemelo, as resposta
de extingdo (Fulford e Harbuz, 2005; Prager e Juhn2009). Ainda
gue um trabalho anterior tenha nos mostrado qedeitss facilitatorios
da dexametasona sobre a extincdo sejam provavenmmt acdo
especifica nos receptores glicocorticéides (Yanigaot al, 2006),
decidimos, mesmo assim, analisar se os efeitos aaggirvados, tanto
por parte da dexametasona como também do AM4O0nsafeitos
mediados por receptores glicocorticoides ou mipemticoides.
Assim, saberiamos nao apenas se 0s receptores
glicocorticoides/mineralocorticéides sdo os mediasados efeitos da
dexametasona ao supostamente aumentar os nivee&CHBe como
saberiamos também se estes receptores nao tergehfpadamental
nos efeitos do AM404 por si s6. Primeiramente, lvesnos testar a
participacdo dos receptores glicocorticoides negcf falicitatorios da
dexametasona (experimento 6). Para isso adminissramantagonista
destes receptores, o mifepristone (100 ng/ul;.),cpreviamente ao
tratamento com dexametasona. Como podem ser olssma grafico
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da figura 12, os resultados com a dexametasona n@sl; i.c.v.)
continuam apontando para uma facilitacdo da exdiqg# parte desta
droga, replicando os achados anteriores. J4 orgieévtento com
mifepristone foi capaz de bloquear este efeito lifatrio da
dexametasona, reforcando a idéia de que os reespilicocorticéides
sdo fundamentais para estes efeitos da dexamet@éamg Chacet al,
2006). De forma ainda mais interessante, o mifeprés também foi
capaz de antagonizar os efeitos facilitatorios mfagids em decorréncia
do tratamento com AM404 (Fig. 13). Assim podemazedique o0s
receptores glicocorticéides sdo fundamentais, nd@enas para que
ocorram os efeitos facilitatorios da dexametasoras também para os
efeitos do AM404. Provavelmente a situacédo de ssdrgerada durante
0 processo de extingdo leva a uma elevacdo dosis nide
glicocorticoides enddgenos (hormonios do estressstes, por sua vez,
ao se ligarem nos receptores glicocorticoides, atene os niveis de
eCB (como exemplificado na Fig. 4 da introducao)l (&l Mcewen,
2009). Com estes receptores antagonizados, teriamasconseqiiente
diminuicdo no aumento dos niveis de eCB e, com i3sdM404 néo
teria aporte suficiente destes mediadores endégmarasque exercesse
seus efeitos facilitatérios. Este fato também fdisesvado no
experimento 4, todavia, com a diferenca de que elagexperimento
uma possivel diminuicdo dos niveis de eCB e comsgguperda dos
efeitos facilitatérios do AM404 tenha se dado atsada inibicdo da
sintese de glicocorticoides enddégenos e ndo pelqueio de seus
receptores. Portanto, como ja demonstrado recenteme trabalho de
De Oliveira Alvares e colaboradores (2010), estagira resposta de
estresse, bem como todas as consequéncias fisidogjue esta
resposta pode acarretar, parecem ser cruciaisapaespostas dos eCB
no que diz respeito a facilitagdo dos processosextacdo. Esta
constatagdo fica ainda mais evidente ao percebergus se
antagonizarmos o0s receptores glicocorticoéides ldamos também os
efeitos facilitatérios por parte do AM404.

Mesmo tendo confirmado o importante papel dos tecep
glicocorticoides nos efeitos da dexametasona e W@04 sobre a
extingdo de memorias aversivas, ainda ndo podesiadescartar
completamente a possibilidade de participagdo deseptores
mineralocorticdides neste processo. Para isso perimentos 8 e 9
foram conduzidos no intuito de esclarecer melhea epiestdo. Nestes
experimentos (8 e 9), ao invés do pré-tratamenta ooantagonista
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glicocorticoide mifepristone antes da dexametasenAM404, nds
administramos o0 antagonista dos receptores mirendicdides, a
espironolactona (100 ng/ul; i.c.v.). Como podemdsseovar nos
gréficos expressos nas figuras 14 e 15 referergstea experimentos, o
pré-tratamento com espironolactona néo foi capgzelenir os efeitos
facilitatorios tanto da dexametasona como do AMd@dre a extingao
do CA contextual. Estas duas drogas, por sua veamfincaram
apresentando a caracteristica de facilitar a édir(da mesma forma
como observado nos experimentos anteriores). Agsilemos concluir
que pelo menos neste tipo de resposta que abordstirrcdo de
memarias aversivas, 0s receptores mineralocorésghrecem néo ter
uma grande participacdo. Estes resultados est@matdo com outros
estudos os quais mostraram serem os receptoresaticdides os mais
importantes para esta interacdo (Di, Malcher-Lagiesd, 2003; Tasker,
Di et al, 2006; Hill e Mcewen, 2009) bem como serem estes o
principais receptores envolvidos nas respostas gla®corticéides
enddgenos diante de um processo de extingdo (‘Ciramet al, 2006).

Ao analisar todos o0s resultados comportamentaisi aqu
apresentados podemos concluir que ambos os sistee@B e
glicocorticoide, parecem depender um do outro ne dja respeito a
facilitacdo da extingdo de memorias aversivas. dTaos efeitos
observados através da administracdo do glicocatcdxdgeno
dependem dos receptores canabindides CB1 como narobéefeitos
decorrentes do aumento dos niveis de eCB pareceemdier da sintese
de glicocorticides enddgenos. Sem falar que amb®sefeitos
necessitam da ativacdo dos receptores do tipocglitodide (GR).
Sendo assim, com base nestes e em outros estucited@s, podemos
supor que, em um primeiro momento do processo tlecén, ha um
aumento na resposta de estresse que, consequelgtergera uma
elevagdo nos niveis de glicocorticoides endogenestes, através dos
receptores glicocorticéides, proporcionam um aumertds niveis de
eCB que, ao se ligarem nos receptores, @Bomovem a facilitagdo
deste processo. Entretanto, estes resultados aiianos permitem
prever quais os eventos neurobioldgicos estariamntacendo apés a
ativacdo dos receptores Cpelos eCB. Foi com o intuito de esclarecer
0 que estaria acontecendo apés a ativacdo dostoeeCB, bem
como reafirmar esta interacdo observada nos proesatds
comportamentais, que os procedimentos bioquimaasf conduzidos.
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Nos ultimos anos, trabalhos tém mostrado a impodado
CPF na extingdo de memodrias aversivas (Myers esDa007; Quirk e
Mueller, 2008; Peters, Kalivast al, 2009; Sotres-Bayon e Quirk,
2010). Tem sido aceito que a inibicdo desta regidjudica a extingao e
que o oposto € verdadeiro, ou seja, a estimulagéapéz de facilitar
este processo (Morgan, Romanskial, 1993; Milad e Quirk, 2002;
Lebron, Miladet al, 2004; Milad, Vidal-Gonzaleet al, 2004; Mueller,
Porter et al, 2008). Sabemos também que tanto os receptores
canabindides como os glicocorticides sdo amplaneligtribuidos
nesta regido cortical (Fuxe, Wikstroet al, 1985; Aronsson, Fuxet
al., 1988; Herkenham, Lynet al, 1990; Egertova, Giangt al, 1998) e
possivelmente tem participacdo em varias respostasoladas por esta
estrutura inclusive, por exemplo, nas respostasxtiecdo. Neste caso,
os efeitos dos canabindides sobre a extin¢éo, quajetados no CPF,
ja vem sendo explorados (Lin, M&b al, 2009) e é possivel que estes
compostos facilitem a extingdo ao modular de foimhitdria, via
receptores CB1, a neurotransmissdao GABAérgica nestautura
(Lafenetre, Chaouloffet al, 2007). Inibindo um sistema inibitério,
temos indiretamente uma estimulagcao que, quandoidegmo CPF, ja
sabemos ter por consequiéncia efeitos facilitatésimisre a extingao
(Sotres-Bayon e Quirk, 2010). Mas além dos canat#sd os
glicocorticdides também podem modular a liberacde d
neurotransmissores excitatérios e inibitorios (Baxsonet al, 2009).
Desta forma, tanto os canabindides como os gliticoades poderiam
estar promovendo a facilitacdo da extingdo de ueradna aversiva ao
estimularem indiretamente o CPF através da inibicda
neurotransmissdo GABAérgica nesta regido. Por sgm@sso seguinte
aos experimentos comportamentais foi analisar egtosf tanto de
canabindides como glicocorticoides, sobre a livade GABA e
glutamato na regido cortical do cérebro de ratassMspecificamente,
utilizamos as regibes que compreendem o cOrtex tegprssorial e o
pré-frontal. Esta regido mais ampla foi necesgéaia que tivéssemos
tecido suficiente para ambos o0s experimentos deragdio, em
sinaptossomas e em fatias.

Nos experimentos feitos com sinaptossomas, ondestapenas
a fracdo pré-sinaptica do neurbnio, utilizamos cotnatamento
diferentes doses de dexametasona com a finalidaddservar se este
glicocorticoide sintético poderia interferir na diacdo de GABA e
glutamato das regifes corticais aqui utilizadadizdinos também um
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agonista dos receptores B WIN55212-2, como controle positivo por
ja sabermos que este composto é capaz de dimitiberacéo tanto de
GABA como glutamato (Kofalvi, Rodriguest al, 2005). Desta forma,
caso a dexametasona também mostrasse essa cstiaatdd diminuir a
liberacdo destes neurotransmissores, poderiamdisasinama possivel
interacdo entre os sistemas eCB e glicocorticoedtertipo de resposta,
a exemplo da interagdo observada nos procedimeaingortamentais.
Neste experimento, os resultados obtidos confirmamacaracteristica
do agonista canabindide em diminuir a liberacaGABA e glutamato
(Katona, Sperlaglet al, 1999; Kofalvi, Viziet al, 2003), porém, nao
foram observados grandes efeitos por parte da dggaona (Fig. 16).
O Unico efeito por parte da dexametasona, e aindensito sutil, foi na
dose de 10 pM, onde ouve uma pequena diminuicdiibe@cdo de
GABA, o0 que ndo se repetiu diante da liberacaoldimato. De toda
maneira, essa auséncia de efeitos mais contundeotegarte da
dexametasona pode ser explicada, em parte, peto dat termos
escolhido utilizar sinaptossomas ao invés de fatiassa técnica
(loannou, Liapiet al, 2003). Se isso for verdade, ou seja, se a aasénci
de efeitos se dever a utilizagdo de sinaptossandssteriamos ai mais
um indicio de interagdo entre glicocorticéides 8.eTudo isso porque,
como mencionado anteriormente, os sinaptossomasmaapenas a
porcao pré-sinaptica dos neurénios, o que eliranguialquer efeito da
dexametasona mediado pelo aumento na liberacaA&Be \@sto que
estas substancias endodgenas, ao contrario dos tra@groissores
classicos, séo liberados da poés-sinapse (revisad®ertwee, 2006).
Neste caso, o0 efeito sutii observado pela dose @epl de
dexametasona pode ter sido decorrente de fracGesimpticas dos
neurdnios que eventualmente ficam misturadas aaptsissomas.

Para averiguar entdo se uma eventual interacde eB e
glicocorticoides na liberacdo de GABA e glutamastaga ocorrendo
nos terminais pos-sinapticos, resolvemos repetiexgserimentos de
liberacdo em fatias. As fatias, ao contrario dogiossomas, mantém
todas as sinapses como se estivessem “embaladashamecendo
intactas tanto estruturas pré- como poés-sinaptidasim, seria mais
facil verificar a possibilidade da interacdo prdpogntre eCB e
glicocorticoides sobre a liberacdo de GABA e glitmna regido
cortical selecionada, caso esta interacdo realmexitta. Para estes
experimentos em fatias, resolvemos utilizar apendsse de 10 uM de
dexametasona, que se mostrou uma dose promissoexpeoimento
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anterior. Como podemos observar nos resultadosergés a este
experimento e representados na figura 17, a degaor& na dose de 10
UM foi capaz de inibir a liberacdo tanto de gluttor@omo de GABA
da mesma forma que o0 agonista canabin6ide WIN unibos
experimentos com sinaptossomas. Podemos obsembérta que esta
inibicdo foi mais contundente na neurotransmiss@BA®rgica, a
exemplo do trabalho publicado recentemente poreHilblaboradores, o
qual mostrou haver uma inibicAo mais especifica gste tipo de
neurotransmissor (Hill, Mclaughliet al, 2011). Esse dado s6 vem a
reforcar a hipétese de que os efeitos de faciliteg@bre a extingao,
observados no protocolo comportamental, podem estasmo
relacionados a uma inibicdo predominantemente GAgié& na regido
cortical, que indiretamente seria estimulada esequentemente, iria
promover a diminuicdo na expressdo do medo (SBigen e Quirk,
2010). Além do mais, este resultado também refacdipotese
levantada anteriormente para a auséncia de efitdexametasona nos
experimentos com sinaptossomas, ou seja, a faltterd@nais pos-
singpticos pode mesmo ter sido fundamental pardalgo negativo”.

Sabendo que a dexametasona diminuiu a liberaggtutenato
e, principalmente, GABA, resolvemos entéo verifiggrarticipacao dos
receptores que se mostraram fundamentais para @e#tosef
comportamentais deste composto. Testamos entatagoaista para 0s
receptores glicocorticéides (GR), o mifepristonep @ntagonista dos
receptores canabindides (B o 02050. Testamos também um
composto capaz de bloquear uma enzima respons@wvahya etapa da
producédo do eCB 2-AG, a tetrahidrolipstatina (THR)antagonista dos
receptores glicocorticoides foi capaz de bloqueaefeitos inibitrios
da dexametasona sobre a liberacdo de GABA e gltwac@nfirmando
estudos anteriores (Wang e Wang, 2009) e mostranéaemplo dos
resultados comportamentais, a importancia destedtipreceptor para as
respostas deste composto (Fig. 17 C e D). Entmgtant mais
interessante ficou por parte do antagonista dospteres CB que
também foi capaz de bloquear os efeitos inibitodasdexametasona
sobre a liberagdo de GABA e glutamato (Fig. 17 B)eEste ultimo
resultado nos mostra que a dexametasona pareagareelCB nédo
apenas durante a facilitagcdo da extin¢cdo, obsermadaexperimentos
comportamentais, mas também durante a inibicdoilmaatdo de
GABA e glutamato. Este resultado vai ao encontm tdhbalho
publicado por Hill e colaboradores no ano de 2@1dual mostra que o
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antagonista canabindide é capaz de bloquear a®<feibitérios da
corticosterona sobre a liberacdo de GABA no CPH, (Mclaughlin et
al., 2011). Todavia, ainda mais surpreendente quequblo dos efeitos
inibitérios da dexametasona pelo antagonista, @@ o fato de THL
reverter este efeito (Fig. 17 C e D). A dexametasqgue antes inibia a
liberagdo destes neurotransmissores, quando nangeesde THL,
passou a aumentar esta liberacdo. Ao que parec®AG atua
modulando os efeitos da dexametasona no sentidubilea liberacao
dos neurotransmissores analisados. Este resudththo,de mostrar mais
uma vez esta interdependéncia entre glicocortisdieleeCB, atribui
também uma importancia até entdo ndo muito comergadrelacdo ao
eCB 2-AG, importancia esta que pode, inclusiveetiefse nos
resultados comportamentais. Porque embora o AM#@ foi utilizado
no protocolo de extincéo, seja uma droga que afmemte aumente 0s
niveis apenas de anandamida por inibir a enzimponssvel pela
degradacdo deste eCB, ndo podemos esquecer qumegesto inibe
também o transportador de eCB (Pacher, Bawgial, 2006),
transportador este que ainda ndo esta bem eluc{daditarzo, Fontana
et al, 1994; Giuffrida, Beltramet al, 2001) e que eventualmente pode
transportar ambos, anandamida e 2-AG (BeltramdaSteal, 1997).

Feitos os experimentos comportamentais e de liberaginda
precisadvamos saber, neuroanatdmicamente falandotoda esta
interacdo observada anteriormente era possivel. iBsw, optamos por
fazer alguns experimentos de imagens o0s quais ipod&os permitir,
de forma mais confiavel, concluir sobre a real jhigtade desta
interacdo. Neste caso, 0s experimentos de imuoghishica
envolvendo anticorpos para receptores CB1 e gliticéales, bem
como anticorpos para os transportadores de GABAitargato, foram
imprescindiveis para que tal conclusdo fosse pelssBomo podemos
observar na figura 18, as imagens nos mostram emsacexpressao de
receptores CBe glicocorticéides (GR) na regido cortical do bévede
ratos. Estes receptores parecem estar predomirameacompanhados
pelo transportador glutamatérgico no cortex soneatssial (Fig. 18A e
B) e por transportadores GABAérgicos no CPF (F&8f)1 Se olharmos
as imagens de forma mais detalhada, veremos quecdntex
somatosensorial (Fig. 18B), temos uma co-localizagé receptores
CB; com o transportador glutamatérgico em células sprépticas
enquanto que os receptores GR parecem estar pretdrinente
localizados no corpo celular dos neurbnios prirsipdad quando
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olhamos pra o CPF (Fig. 18C), notamos uma pequearmamga em
relacdo ao padrdo observado no cortex somatosahsio CPF os
receptores GR continuam predominantemente expressogorpo
celular dos neurbnios principais e o receptores; €Bntinuam
aparecendo em terminais pré-sinpticos, entretamfsta regido, estes
Ultimos aparecem co-localizados com transportad@A8Aérgicos.
Esta co-localizag&o vai ao encontro dos resultadbados no estudo de
Hill e colaboradores (Hill, Mclaughlirt al, 2011). A co-localizacéo
encontrada, dos receptores ;C&m o transportador GABAérgico no
CPF, bem como a presencga de receptores GR no celydar, reforca
ainda mais as hipoteses até aqui levantadas. ©gtoees GR do corpo
celular, quando ocupados por glicocorticoides, ipebaente aumentam
a liberacdo de eCB (Hill, Het al, 2005) que, por sua vez, ao se ligarem
nos receptores GB pré-sinapticos que co-localizam-se com o
transportador de GABA, promovem uma diminuicdoibaracédo deste
neurotransmissor inibitério. Uma vez este proceasontecendo no
CPF, temos a ja mencionada ativacdo desta regi@olayaria aos
efeitos facilitatorios sobre a extingdo, explicaswdmo a interacdo entre
eCB e glicocorticéides poderia estar levando difacfio desta resposta.
Além do mais, estas imagens reforcam a propostetdeacdo entre
estes dois sistemas (Di, Malcher-Lopstsal, 2005; Hill, Ho et al,
2005; Campolongo, Roozendaat al, 2009; De Oliveira Alvares,
Engelkeet al, 2010; Hill, Mclaughlinet al, 2011).

Sem maiores pretensdes que possam ir além da idades
vimos também que o padrdo de presenca de recef@éteso corpo
celular e de receptores ¢Bna pré-sinapse se mantém quando
analisamos outras estruturas, como o hipocampo {BDQ) e o giro
dentado (Fig. 18E). Nesta ultima, inclusive, obaprgs mais uma vez a
co-localizacdo dos receptores {3#®m o transportador de glutamato.

Analisando estes trés grupos de resultados, coamperttais, de
liberacdo e de imagens, observamos fortes evidédeianteracdo entre
eCB e (glicocorticéides. Uma interacdo que mostrartace
interdependéncia entre estes sistemas e que pitete,rpor exemplo,
no comportamento de extingdo de uma memdria ager€ifsservamos
também que esta interacdo pode estar sendo mambaddteracdes na
liberacdo de GABA na regido cortical frontal doet®p de ratos.
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6 — CONSIDERACOES FINAIS

Com base em nossos resultados comportamentais, @smde
glicocorticoides parecem recrutar eCB para os asfefacilitatérios
sobre a extingdo de uma memadria aversiva, e com s resultados
bioquimicos, onde este tipo de interacdo tambéracpaocorrer nos
efeitos inibitérios da dexametasona sobre a lilBerate glutamato e,
principalmente GABA na regido cortical do cérebeoratos, supomos o
seguinte: durante o processo de extingdo o0 animede&posto ao local
onde ele foi previamente condicionado e, consegquesrite, isto evoca
respostas de estresse relacionadas ao ambientepagseu a ser
aversivo. Em resposta a esta situacdo de esttessge um aumento na
liberacdo de glicocorticides na corrente sangujiuea ao chegarem no
SNC, podem induzir a producdo e liberacdo de eCBG2) via
receptores GR. Os eCB, por sua vez, irdo agirndibialguns sistemas
de neurotransmissdo em diferentes estruturas egelbomo, por
exemplo, o sistema GABAérgico da regiao corticalcdoebro (CPF?).
Esta inibicdo resultaria em uma desinibicao (dm#&indireta ao “inibir
uma inibicdo”) da estrutura em questdo. Atravéestanulacdo desta
regido cortical do cérebro (CPF?), teriamos comusegliéncia uma
facilitacdo da extincdo de memorias aversivas. HEatditacdo na
extincdo em decorréncia desta estimulacdo podett@ar @correndo
porque a porcao IL do cértex, como levantado nbathe de Sotres-
Bayon e Quirk (2010), ao ser estimulada, enviaggfgs excitatorias
(glutamatérigcas) para as células intercalaresrdgdala (ITCs) e para
a porcao lateral da amigdala central (Cel). Estass degides, que
possuem neurotransmisséo predominantemente GAB¥aérghibem o
ndcleos centrais da amigdala (CeM), reduzindo destsa as respostas
de medo (ver esquema na Fig. 19) (para maiorethdstam relacdo a
interacdo entre CPF e amigdala nas respostas devee&otres-Bayon
e Quirk, 2010).
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Expressdo do Medo - Extingédo do Medo CPF
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== Sem Extingao

corticosterona

Niveis de

Tempo

Figura 19 —Figura esquemética representando o mecanismo poogesnteracéo
entre eCB e glicocorticdides no processo de extimigiuma memdria aversiva. Em
um primeiro momento (figura do rato) tem-se um aumedos niveis de
glicocorticoides enddgenos atuando nos receptdicexgrticoides que, por sua vez,
aumentam a producéo e liberacéo de eCB. O aumestnineis de eCB contribuira
para um feedback negativo e consequente diminuigdo liberagdo de
glicocorticoides endégenos. Em uma projecdo dasosfeecorrentes do aumento
dos niveis de eCB (2-AG?) no CPF(?) (esquema “EBsaeedo medo — Extingéo do
medo”) tem-se uma estimulacdo desta regido quesymivez, através das células
intercalares, inibe os nucleos centrais da amigagsponsaveis pela expressdo do
medo. CPF=Cadrtex Pré-frontal; PL=pré-limbico; IFranlimbico AMIG=amigdala;
BA=amigdala basolateral; CeM=nlcleos centrais daigda; ITC=células
intercalares da amigdala; CB1R=receptores canal@gdido tipo CBI;
GR=receptores glicocorticéides. (Figura adaptad&atees-Bayon e Quirk, 2010;
Hill, Mclaughlin et al, 2011).

Ainda estamos longe de entender todos 0s processos
neurobiolégicos que envolvem a extingdo de uma manaversiva,
porém, importantes passos ja foram dados nesddsdrbje sabemos
gue a extingdo deste tipo de memoria € muito naigud um simples
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esquecimento ou um simples apagar e envolve, rdadey todo um
processo de reaprendizado. Para que isso ocdoeanea também que o
nosso cérebro recruta locais anatbémicos especifieos como uma
variedade de neurocircuitarias e sistemas capazetesempenharem
esta resposta da melhor maneira possivel. Entezgter processo é
apenas o primeiro passo para que possamos madifi€¥s eventuais
SuUCess0S Ou insucessos que venhamos a ter em possasdes de
modifica-lo serdo apenas uma conseqiéncia do quesdbnente

entendemos deste processo. Para isso, nossossetutdaontribuido

em apenas uma parte deste “quebra-cabeca” e siro flira o quéo

importante foi esta contribuicdo. Se um dia entmrdes todos os
detalhes envolvidos nos processos que envolventiac&x de uma

memdria traumatica ndo sabemos, mas é certo que aadribuicao

pode ser uma alternativa a mais na triagem popiteradirecionadas
agueles que sofrem de algum transtorno relacioaagmemoracédo de
memodrias de medo.
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Apéndice 1 — Efeitos da administragdo i.c.v. do agonista deseptores
canabinodides do tipo GBo WIN55212-2 ( WIN 0,1; 0,5; 1,0 pg/ul), na exfio do
CA contextual. (A) Representagdo esquematica deegimento utilizado neste
experimento experimento. (B) Média + E.P.M. da %tel@po de congelamento
expressa pelos animais tratados com WIN i.c.v.benstidos a 3 exposi¢Ges de 9
min. & gaiola de condicionamento, com interval®déh (cada barra representa os
dados de uma sessédo). (C) Média + E.P.M. da % ahpatede congelamento
expressa pelos mesmos grupos de animais duranténiozgexposicdo de 3 min. a
gaiola de condicionamento, na auséncia de tratanfarmmnacolégico, 24 h apos a
ultima sesséo de extingdo. A ANOVA com medidas tidps para os resultados da
administracdo de WIN nas trés sessfes de extimg@ou efeito significativo para
os fatores tratamento f5=19,75; p < 0,0001] e sessé&o de extin¢gpsfi=30,55;

p < 0,0001]. A ANOVA de uma via para os dados dsietesem droga (sessao 4)
revelou um efeito significativo para o fator tra@nto [Rs s~ 12,91; p < 0,0001].

(a) p<0,05 comparado a primeira sessao do respeptiym. ) p<0,05 comparado
a respectiva sessdo do grupo controle (tgsist hoc de Newman-Keuls).
(Controle/n=7, WIN 0,1/n=7, WIN 0,5/n=7, WIN 1,08
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SESSAO 1

HEl 0-3 min =1 3-6 min. 1 6-9 min.
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Apéndice 2 — Efeitos da administracdo i.c.v. do agonista deseptores
canabinoides do tipo GBo WIN55212-2 ( WIN 0,1; 0,5; 1,0 pg/ul), na prinae
sessdo de extingdo do CA contextual dividida emnddale 3 min. Média + E.P.M.
da % de tempo de congelamento expressa pelos antimtdos com WIN i.c.v. e
submetidos a primeira exposicéo de 9 min. a gaieleondicionamento dividida em
blocos de 3mim. (cada barra representa os dadomdiestes blocos de 3 min.). A
ANOVA de duas vias para os resultados da admigétradle WIN na primeira
sessdo de extingdo revelou efeito significativoapas fatores tratamento {ks)
=311,64; p < 0,0001], blocos de 3 min. na primeessdo [k ss =15,58; p <
0,0001] e para a interacdo entre estes fatofesd=56,18; p < 0,00001]

(@) p<0,05 comparado ao primeiro bloco de 3min (@8)respectivo grupo.b)
p<0,05 comparado ao respectivo bloco de 3 min.rdpaycontrole (testpost hoc
de Newman-Keuls). (Controle/n=7, WIN 0,1/n=7, WI$@=7, WIN 1,0/n=8).
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“Tudo vale a pena se a alma nado é pequena.”

Fernando Pessoa



