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RESUMO

Aprender e lembrar sdo processos essenciais para a sobrevivéncia. Em
experiéncias de carater aversivo, ja esta bem estabelecido o papel da
transmissdo noradrenérgica no processamento de memarias de medo,
que sdo armazenadas de maneira mais intensa e persistente. DisfuncGes
noradrenérgicas também tém sido relacionadas com alguns transtornos
psiquiatricos, como o transtorno do estresse pds-traumatico. Uma das
principais caracteristicas deste transtorno é a incapacidade de limitar a
expressdo de respostas de medo apenas a pistas diretamente associadas
ao aprendizado inicial, ou seja, a expressdo generalizada de
comportamentos de medo. Apesar de diversas evidéncias sustentarem a
importancia da porcdo pré-limbica do cdrtex pré-frontal medial na
manutencdo de memdrias de medo, bem como o seu possivel
envolvimento na manifestacdo do transtorno do estresse pés-traumatico,
nenhum trabalho investigou se a modulagéo noradrenérgica nesta regido
cerebral estaria relacionada a formagdo de uma meméria de medo
intensa e que promove a generalizagdo da resposta de medo. A proposta
deste trabalho foi investigar se a hiperatividade noradrenérgica promove
a generalizagdo da resposta de medo e torna a memoria traumatica
menos susceptivel a intervengbes farmacoldgicas ou comportamentais
gue permitam atenuar sua valéncia negativa, bem como se 0s receptores
a;- ¢ P-adrenérgicos do cortex pré-limbico seriam recrutados nestes
processos. A administragdo sistémica de adrenalina potencializou a
consolidacdo da memoria aversiva, promovendo a generalizacdo da
resposta de medo e uma maior resisténcia ao processo de extingdo. O
antagonismo dos receptores os- € B-adrenérgicos no cortex pré-limbico
impediu a generalizagdo da resposta de medo induzida pela injecdo
sistémica de adrenalina. A infusdo de noradrenalina no cortex PL foi
suficiente para potencializar a consolidagdo da memoria aversiva,
promovendo a generalizacdo da resposta de medo e tornando a meméria
traumatica resistente ao prejuizo de reconsolidacdo induzido pelo
canabidiol. Esses resultados sugerem a participagdo da modulagdo
adrenérgica do cortex pré-limbico na inducdo da generalizacdo da
resposta de medo, contribuindo para a compreensdo da neurobiologia
envolvida no processamento de memérias aversivas e buscando
aperfeigoar o arsenal terapéutico em patologias correlatas.

Palavras-chave: hiperatividade noradrenérgica; consolidagdo; cortex
pré-limbico; generalizacdo da resposta de medo.






ABSTRACT

Learning and remembering are essential processes for survival. In
aversive experiences, the role of noradrenergic transmission in the
processing of fear memories it is well established, allowing its storage in
a more intense and persistent way. Noradrenergic dysfunctions have
been related to the development of some psychiatric disorders such as
the post-traumatic stress disorder. A key feature of this disorder is the
inability to limit the expression of fear responses to cues strictly related
to the initial learning, showing generalized fear expression. Despite
several evidences supporting the importance of prelimbic subregion of
the medial prefrontal cortex in maintaining fear memories, as well as its
possible involvement in the post-traumatic stress disorder, there are no
studies investigating if the noradrenergic modulation in this brain area is
related to the formation of an intense fear memory and the
generalization of a fear response. The purpose of this study was to
investigate whether noradrenergic hyperactivity promotes generalization
of fear response and turns the traumatic memory less susceptible to
pharmacological or behavioral interventions for alleviating its negative
valence, as well as if a;- and B-adrenergic receptors in the prelimbic
cortex would be recruited in these processes. Systemic epinephrine
administration enhanced the consolidation of aversive memory, induced
the generalization of fear response and reudered the aversive memory
more resistant to extinction process. Antagonism of a;- and B-adrenergic
receptors in the prelimbic cortex prevented the generalization of fear
response induced by systemic administration of epinephrine. The
infusion of norepinephrine directly into the prelimbic cortex was
sufficient to enhance the consolidation of the aversive memory,
promoting the generalization of fear response and making the traumatic
memory resistant to impairment of reconsolidation induced by
cannabidiol. These results suggest the involvement of noradrenergic
modulation of the pre-limbic cortex in inducing fear memory
generalization, contributing to the understanding of the neurobiology
involved in the processing of aversive memories and, potentially, to
improve therapeutic strategies in related pathologies.

Keywords: noradrenergic hyperactivity; consolidation; pre-limbic
cortex; generalized fear response.
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1 INTRODUCAO

1.1 Mem6ria

A individualidade do ser humano resulta intimamente da sua
capacidade de reter informacdes de acontecimentos passados e converté-
las em representagdes internas, as memorias. Assim, a somatoria de
experiéncias prévias com as quais uma pessoa se depara durante sua
vida confere a ela um acervo de memodrias Unico, capaz de moldar sua
personalidade, seu comportamento e sua percepgdo sobre o mundo. O
individuo torna-se, portanto, singular, diferente de qualquer outro
semelhante.

Em contrapartida, tdo importante quanto lembrar, é esquecer. O
armazenamento prioritario de algumas informag6es (em especial aquelas
com contetdo emocional associado) impede que o individuo se perca
em suas proprias memdrias e esteja melhor preparado para projetar e
enfrentar o futuro com base em suas experiéncias. Como consequéncia,
a vida de um individuo tende a ser afetada por quaisquer fatores capazes
de modificar, potencializar ou prejudicar os processos de aprendizado e
memoria, sejam eles externos ou inerentes a neurobiologia do ser
humano (como em alguns transtornos emocionais ou cognitivos).
Através dessa perspectiva, 0 entendimento dos mecanismos envolvidos
na formagdo e manutencdo de uma memoria, além de muito instigante,
possibilitaria 0  desenvolvimento de  estratégias  (inclusive
farmacoldgicas) capazes de re-estabelecer a funcionalidade dos
processos mnemoénicos em condi¢cfes em que este se apresente
prejudicada.

1.1.1 Definindo aprendizado e memdria: aspectos historicos e
a descoberta da consolidacgéo

O aprendizado, ou aquisicdo de uma memdria, é caracterizado
como a capacidade de adquirir informacOes referentes a uma nova
experiéncia (DUDAI, 2002). Embora uma versdo temporaria dessa
meméria ja& esteja imediatamente disponivel para acesso, Um pProcesso
independente chamado de memdria de curta duragdo (IZQUIERDO et
al.,, 2000; VIANNA et al.,, 2000), alteracbes no funcionamento de
circuitos neuronais e vias de sinalizagdo especificos em determinadas
regides cerebrais possibilitam que a memoria referente a essa nova
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experiéncia seja, de fato, formada e armazenada como uma meméria de
longa duracdo (DUDAI, 2004; MCGAUGH, 2000), que pode ser
acessada ap0s longos periodos de tempo.

Mesmo que possam parecer tdo simples, para que um consenso
acerca dos conceitos de aprendizado e memoria fosse alcancado, j& ha
muito tempo pesquisadores e estudiosos dedicam seus esforgos para
elucidar de que maneira uma memoria é processada. Durante o final do
século 19, um marco nas investigacOes cientificas sobre a memdria foi o
trabalho publicado pelos psicélogos alemédes Miller e Pilzecker
(traduzindo-se para o portugués, “Contribui¢des Experimentais para a
Teoria da Lembranga”). Neste trabalho, surgiram os primeiros indicios
empiricos de que uma memdria ndo seria formada instantaneamente,
mas estabilizada gradualmente ao longo de uma janela temporal apds a
aquisicdo, sendo que durante este periodo a memoria ainda seria
susceptivel a agdo de interferentes (MULLER; PILZECKER, 1900;
SARA, 2008). Apos esse estudo, o termo “consolidacdo da memoria”
(do latim “consolidare”, tornar concreto) foi introduzido na literatura
cientifica.

Décadas mais tarde, buscando explicagbes sobre quais processos
ocorreriam a nivel celular para permitir a consolidacdo de uma memodria,
0 neurocientista canadense Donald Hebb prop6s em 1949, no seu livro
“A Organizagdo do Comportamento”, que a propagacdo de impulsos
promovia alteracGes estruturais em uma rede neuronal (e ndo apenas em
uma area cerebral especifica) que permitiam o0 armazenamento
permanente da memoria. O trabalho de Hebb baseou-se, principalmente,
nos achados pioneiros do médico e histologista espanhol Santiago
Ramoén y Cajal (ganhador do Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina
de 1906 e considerado o pai da neurociéncia moderna) com marcagao de
estruturas neuronais, em que sugeria que a memoria poderia decorrer de
modificacdes no funcionamento das conexdes sinapticas (CAJAL, 1894;
KANDEL; DUDAI; MAYFORD, 2014; YUSTE, 2015).

1.1.2 Bases moleculares da consolidagdo das memdrias

A teoria de Hebb, aceita até os dias atuais e conhecida como
“plasticidade sinaptica Hebbiana”, propunha que uma conexdo sinaptica
poderia ser reforcada quando a atividade de um neurbnio pré-sinéptico
fosse capaz de promover alteracdes (como despolarizagdo intensa e/ou
prolongada da membrana celular) no neurbnio pds-sinaptico
(JOHANSEN et al, 2011; MILNER; SQUIRE; KANDEL, 1998;
SEJNOWSKI, 1999). Um dos trabalhos que deu for¢a a teoria de Hebb
foi 0 dos pesquisadores noruegueses Terje Lemo e Tim Bliss em 1973,
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no qual foi demonstrado que a estimulacdo repetida de fibras nervosas
de vias hipocampais de coelhos anestesiados promovia um aumento dos
potenciais excitatdrios induzidos por estas fibras nos neurdnios pos-
sindpticos, que eram capazes de sustentar a modificacdo da eficiéncia
sinaptica por algumas horas apds a apresentacdo do estimulo (BLISS;
LOMO, 1973; LOMO, 2003). Esse processo foi denominado de
potencializacdo de longa duracéo (do inglés, "long term potentiation" -
LTP), como é conhecido até hoje. Desde entdo, vem sendo proposto
gue o recrutamento de diversas vias intracelulares na LTP promove
alteragdes sinapticas necessarias para a consolidacdo e manutencdo de
uma memdria de longo prazo formacdo (ABRAHAM et al., 2002;
ABRAHAN; WILLIAMS, 2008; BLISS; COLLINGRIDGE, 1993,
DAVIS et al., 1997; LING et al., 2002; LUSCHER; MALENKA, 2012;
SACKTOR, 2008).

Embora a LTP seja frequentemente estudada no hipocampo,
neurbnios de outras estruturas encefalicas importantes para a
consolidacdo de memérias como o cértex pré-frontal medial (HUANG;
LIN; HSU, 2007; LAROCHE; JAY; THIERRY, 1990) e amigdala
(ROGAN; STAUBLI; LEDOUX, 1997), também parecem apresentar
alteracdes que se assemelham ao fendmeno eletrofisioldgico que a
caracteriza a ocorréncia da LTP ap6s a apresentacao de um estimulo.

1.1.3 Modificando uma memodria:  reconsolidagao,
esquecimento e extingéo

Durante muitos anos acreditou-se que, uma vez encerrada a janela
temporal de poucas horas necessaria para a sua consolidacéo, a memoria
estaria estabilizada e ndo retornaria para um estado labil. Contudo, dois
trabalhos publicados em 1968 abriram margem para a discussdo a
respeito da veracidade dessa premissa. Misanin e colaboradores
demonstraram que a eletroconvulsoterapia prejudicava uma meméria
mesmo se aplicada ap6s a janela de consolidacdo, quando a memoria era
evocada um dia apds a aquisicdo (MISANIN; MILLER; LEWIS, 1968).
Neste mesmo ano, resultados muito semelhantes foram demonstrados
em uma tarefa de esquiva passiva (SCHNEIDER; SHERMAN, 1968).

Diversos trabalhos, utilizando outras tarefas e agentes amnésicos,
reforcaram esses achados da década de 60 (BUCHERELLI; TASSONI,
1992; JUDGE; QUARTERMAIN, 1982; LEWIS; BERGMAN, 1973).
Em 1999, Przybylawski e colaboradores demonstraram que o
propranolol, um antagonista de receptores B-adrenérgicos, era capaz de
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atenuar uma memdria aversiva quando administrado apés uma sessao de
evocacdo (PRZYBYSLAWSKI; ROULLET; SARA, 1999), mas
somente no ano de 2000 Susan Sara e Karim Nader propuseram que, de
fato, uma meméria previamente estabilizada poderia se tornar
novamente susceptivel a interferentes apos sua evocagdo (NADER et al.,
2000; SARA, 2000), necessitando de um periodo de re-estabilizacdo, ou
reconsolidagcdo da meméria (Figura 1), termo ja sugerido décadas antes
(SPEAR, 1973).

O O Reativacdo + Expressio
E ou
O O O Cunsolida» EVDWW‘
O Reativagdo

Meméria estavel

Q-Q
«ansolidagéo OOO

Meméria estavel Meméria labil

iniee

Figura 1. Reconsolidacdo da memoria. O fortalecimento de conexdes
sinapticas ativas durante um evento permite a consolidacdo e armazenamento
das informagfes como memérias de longo prazo. A posterior evocagdo desta
memoria reativa o circuito neural que a representa (acompanhada ou ndo pela
expressao de uma resposta comportamental) e pode acarretar na
desestabilizacdo ou labilizacdo da memdria. Uma nova fase é requerida para a
reestabilizacdo deste circuito, a reconsolidacdo, e permite que informagdes
sejam mantidas, retiradas ou acrescentadas a esta memoria. (Adaptado de
JOSSELYN; KOHLER; FRANKLAND, 2015).

Ap0s a evocagdo, que consiste na reativacdo do traco da memoéria
e que independe da expressdo de uma resposta comportamental, a
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meméria pode ou ndo ser desestabilizada (LEE; FLAVELL, 2014).
Trabalhos vém demonstrando que, quando desestabilizada, a memdria
entraria novamente em um estado transitério de labilidade no qual
poderia ser prejudicada, potencializada ou atualizada durante a
reconsolidacdo. Com isso, do ponto de vista adaptativo, a
reconsolidacdo reflete a capacidade de fortalecer uma memoria relevante
(e que é frequentemente evocada), bem como incorporar novas
informacbes (LEE, 2009; 2010) visando sua atualizacdo, o que
permitiria uma melhor adaptacdo para o enfrentamento de situagdes
similares futuras (HARDT; EINARSSON; NADER, 2010; LEE, 2009).
Ainda, muito vem sendo discutido sobre a possibilidade de utilizar a
interferéncia da reconsolidagdo de uma memoria como estratégia para
intervencdo terapéutica, sobretudo em memérias que impactam
negativamente a qualidade de vida de um individuo, como aquelas
relacionadas a traumas ou a drogas de abuso (BESNARD; CABOCHE;
LAROCHE, 2012). Para isso, 0os principais interesses em relacdo a
reconsolidacdo de uma memoria tem se voltado para o entendimento de
guando e como ela acontece.

A investigacdo de alvos celulares especificos em modelos
animais tem permitido demonstrar que muitos mecanismos envolvidos
na consolidacdo de uma memdria também sdo requeridos para sua
reconsolidagdo, ao passo que alguns outros sao exclusivos para cada um
deles (DUDAI; EISENBERG, 2004; TRONSON; TAYLOR, 2007). Por
exemplo, Lee e colaboradores demonstraram diferengas no padrdo de
expressao de fatores de transcricdo no hipocampo durante esses dois
processos, onde o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) era
requerido preferencialmente para a consolidagdo enquanto o Zif268 era
expresso preferencialmente para reconsolidagdo de uma memoria (LEE;
EVERITT; THOMAS, 2004).

Para que a reconsolidacdo de uma memodria evocada se inicie, é
necessario que ocorra a desestabilizagdo da rede neuronal responsavel
pela sua representagcdo, um processo conhecido como labilizacdo da
meméria (LEE; FLAVEL, 2014). O trafego de receptores
glutamatérgicos do tipo AMPA (HONG et al., 2013), bem como a
ativacdo de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA contendo a
subunidade NR2B (MILTON et al., 2013) sdo alguns dos processos-
chave para a labilizagio da meméria, que acarretam na sua
desestabilizacdo através do recrutamento de vias intracelulares
relacionadas com a degradacdo de proteinas (EHLERS, 2003; KAANG;
CHOI, 2011; JAROME; HELMSTETTER, 2013; SOL FUSTINANA et
al., 2014). Uma nova etapa de sintese de proteinas e o remodelamento
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estrutural das sinapses através de alteragdes plasticas permitem, entéo,
gue a memoria seja re-estabilizada e mantida ao longo do tempo
(NADER, SCHAFE, LEDOUX, 2000; DUDAI, 2002). Ainda, quanto
mais remota ou intensa for uma memdria, menos susceptivel ela se torna
a labilizagdo e, consequentemente, & reconsolidacdo (BOCCIA et al.,
2006; BUSTOS; MALDONADO; MOLINA, 2009; EISENBERG;
DUDAI, 2004; FRANKLAND et al., 2006; MILEKIC; ALBERINI,
2002).

Porém, uma vez consolidada e/ou reconsolidada, uma meméria se
mantera armazenada e sempre poderd ser acessada e recordada com a
mesma intensidade e precisao? Como proposto por Hermann
Ebbinghaus em 1885, uma nova memoria pode seguir por dois
caminhos: pode persistir ou ser esquecida (NADER; HARDT; LANIUS,
2013). Apesar de muitas vezes a ideia de esquecimento remeter a
processos disfuncionais, seu acontecimento €cOmo um pProcesso
constitutivo também é levado em conta, visto que a maioria das
memérias formadas durante acontecimentos diarios apresentam pouca
relevancia do ponto de visto adaptativo. Nesse sentido, 0 esquecimento
dessas memorias propiciaria a remocdo de informacdes irrelevantes e
desnecessarias (NADER; HARDT; LANIUS, 2013). Em um conto
escrito por Jorge Luis Borges que reflete a importancia do esquecimento
para a existéncia humana, o personagem Funes, 0 Memorioso, era capaz
de se lembrar com tamanha precisdo de detalhes sem importancia de
cada acontecimento de sua vida que era incapaz de seguir uma vida
normal (BORGES, 1998).

Duas explicacBes para o esquecimento fisiolégico de memérias
de longa duracdo sdo propostas atualmente: a memoria estaria
fisicamente indisponivel (ou seja, sua representacdo neural estaria
perdida), ou temporariamente inacessivel (HARDT NADER, NADEL,
2013). Assim, outro processo capaz de modificar uma meméria
consolidada é a extingdo onde, apesar da terminologia sugestiva, a
memoéria original ndo é realmente esquecida ou apagada, e sim, tem sua
expressdo temporariamente suprimida pela formacdo de uma nova
meméria, podendo inclusive retornar espontaneamente depois de certo
tempo (QUIRK et al., 2010). O perfil qualitativo de sintese de proteinas
e de fatores de transcricdo expressos durante a reativacdo da memoria
define se a mesma sera reconsolidada ou extinta (LIN et al., 2003;
VIANNA et al., 2003; MAMIYA et al. 2009; DE LA FUENTE;
FREUDENTHAL; ROMANO, 2011), havendo caracteristicas
moleculares distintas que direcionam cada um destes processos de
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acordo com os acontecimentos associados a sua evocagdo (MERLO et
al., 2014).

Nos ultimos anos, entretanto, a premissa de que a extingédo de
uma memdria ndo altera a memdria original vem sendo questionada.
Trabalhos demonstraram que apesar do retorno espontaneo da memoria,
a extincdo também promove alteracbes moleculares em algumas
estruturas cerebrais, como na amigdala (KIN et al., 2007; LIN; LEE;
GEAN, 2003; LIN et al., 2003), que sdo capazes de apagar
definitivamente alguns aspectos de uma memaria de medo (QUIRK et
al., 2010). Além disso, a inducdo da extincdo de uma memoria durante
sua janela temporal de reconsolidagdo pode ser capaz de induzir a
inibicdo persistente das respostas comportamentais defensivas em
protocolos de medo condicionado em animais de laborat6rio e humanos
(MONFILS et al, 2009; SCHILLER; RAIO; PHELPS, 2012),
impedindo o retorno da memoria original. Esses resultados reforcam o
papel adaptativo da reconsolidagdo, considerando-a como uma
oportunidade de modificar memodrias emocionais e sugerindo a
possibilidade de utilizacdo de uma técnica ndo invasiva para prevenir o
retorno de memorias de medo em humanos (SCHILLER et al., 2009).

1.1.4 Substratos neurais para o processamento de diferentes
tipos de memérias

Desde os achados pioneiros de Miuller e Pilzecker acerca da
consolidacdo de memorias, a comunidade cientifica da area tem buscado
conhecer as bases neurais deste processo. Entre as décadas de 1920 a
1950, os trabalhos do psicologista Karl Lashley ganharam grande
destaque. Baseado nas ideias do médico alemdo Franz Joseph Gall
(inicio do século XIX) de que o cortex cerebral ndo é homogéneo e
contém centros distintos que controlam as fungBes mentais especificas
(teoria que passou a ser conhecida pelo termo “frenologia”), Lashley
utilizou ratos de laboratério para proceder a remocdo de areas corticais
especificas em busca da identificagdo da regido cerebral responsavel
pelo armazenamento das memorias. Falhando repetidas vezes na
identificacdo de uma Unica area responsavel por tal fungdo, Lashley
formulou a “Lei das Massas”, em que afirmava que era o tamanho da
area cortical removida, e ndo sua localizagdo, que influenciava nos
efeitos observados (MILNER; SQUIRE; KANDEL, 1998).

Atualmente ja se sabe que, para uma memoria ser adquirida,
armazenada e posteriormente lembrada, reconsolidada ou extinta, sdo
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necessarias interacdes complexas que envolvem atividade bioquimica e
elétrica em/entre varias estruturas cerebrais, como hipocampo, amigdala,
estriado, cerebelo e areas corticais (SQUIRE; DEDE, 2015), refletindo a
participacdo dindmica do cérebro, como um todo, no processamento de
memorias. O &pice para o advento do conhecimento de como as
memérias sdo armazenadas no cérebro foi o caso do paciente H. M.,
provavelmente o caso clinico mais conhecido na histéria da
neurociéncia (SQUIRE; WIXTED, 2011).

Na década de 50, a neurofisiologista canadense Brenda Milner
conduzia suas pesquisas sob orientacdo de Donald Hebb quando foi
convidada pelos neurocirurgies Wilder Penfield e William Scoville
para estudar um paciente que passara a sofrer de amnésia severa apds
remocdo de estruturas cerebrais localizadas no lobo temporal do cérebro.
O paciente era H. M., atualmente revelado e conhecido como Henry
Molaison, que ap6s um acidente de bicicleta durante sua infancia,
passou a apresentar epilepsia grave e refrataria a medicacdo, que o
incapacitava de desenvolver suas atividades diarias. Em 1953, com 27
anos de idade, a Ultima alternativa de H. M. foi submeter-se a um
procedimento experimental ofertado por Scoville, que consistia na
remocdo de estruturas cerebrais localizadas no lobo temporal, onde se
acreditava estar o foco epiléptico. Embora as crises epiléticas tivessem
cessado, 0 paciente passou a se esquecer de eventos diarios logo apos
Seu acontecimento, ou seja, apresentava um prejuizo na formacdo de
novas memorias, sem quaisquer perdas em sua capacidade intelectual,
perceptiva e motora (SQUIRE, 2009). Estudando o caso do paciente H.
M., Scoville e Milner concluiram que as estruturas removidas, como o
complexo hipocampal e a amigdala, pareciam ser criticas para a
manutencdo de uma memoria (SCOVILLE; MILNER, 1957).

O estudo do paciente H. M. e de outros em condicfes clinicas
semelhantes também forneceram indicios de que deveriam existir
circuitos neuronais distintos controlando aspectos do processamento de
memérias, uma vez que nem todos os tipos de memdria eram afetados
nesses pacientes. Eles eram capazes, por exemplo, de aprender e
posteriormente executar tarefas que envolviam habilidades motoras,
mesmo sem nenhuma lembranga de as terem praticado antes. Apesar de
diversos estudiosos ja proporem, antes mesmo do caso do paciente H.
M., que em humanos as memérias poderiam ser classificadas de acordo
com algumas caracteristicas especificas (havendo a contribuicdo
diferencial de circuitos neuronais especificos), foi efetivamente apos a
década de 60 que se deu inicio ao extenso trabalho experimental que
permitiu classificar as memdrias temporal e funcionalmente.
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Quanto a classificagdo temporal, a memdria de trabalho reflete a
manutencdo de uma quantidade limitada de informac@es apenas durante
0 tempo em que sdo requeridas para desempenhar uma tarefa
(BADDELEY:; HITCH, 1974), sendo o cortex pré-frontal essencial para
este processo (DASH et al., 2007). Apesar de ser uma memdria de curto
prazo, evita-se a utilizacdo desta terminologia, uma vez que memdria de
curto prazo tem uma conotacdo distinta, sendo atribuida aquela que
perdura enguanto a memoria de longo prazo é consolidada. As
memorias de longo prazo, por sua vez, sdo divididas funcionalmente em
duas categorias principais: memorias “declarativas” (explicitas),
disponiveis como lembrangas conscientes sobre fatos e acontecimentos,
sendo o hipocampo e estruturas corticais adjacentes essenciais para sua
manutengdo, ¢ memorias “ndo declarativas” (implicitas) ou
“procedurais”, onde informacdes referentes a uma habilidade que foi
aprendida sdo armazenadas e requisitadas de maneira inconsciente,
processadas principalmente no estriado e no cerebelo (SQUIRE; DEDE,
2015). Vale ressaltar que essa classificacdo é meramente didatica e que,
embora estudos tenham atribuido a regies encefalicas especificas o
processamento e armazenamento de diferentes tipos de informacdes, ja
se sabe que interacBes complexas entre diversas estruturas encefalicas
sao requeridas para que tais processos de fato ocorram.

1.2 Influéncia das emocdes sobre as memdrias

“A corrente de pensamentos flui; mas a maioria de seus
segmentos cai no abismo sem fundo do esquecimento. De alguns,
nenhuma memoria sobrevive apds o instante de sua passagem. De
outros, se limita a alguns momentos, horas ou dias. Outros, ainda,
deixam vestigios que sdo indestrutiveis, e por meio dos quais eles
podem ser lembrados por toda a vida. Podemos explicar essas
diferengas?” (JAMES, W., p. 643, 1898).

Ja que aprender e lembrar sdo requisitos essenciais a
sobrevivéncia, findando por moldar os comportamentos de maneira
adequada a cada situacdo (MCGAUGH, 2013), como justificar a
duracdo breve ou duradoura de algumas memdrias? Por que algumas
experiéncias sdo facilmente esquecidas enquanto outras sdo lembradas
ao longo de toda a vida? Embora os circuitos e mecanismos neurais
envolvidos no processamento destas informagfes ainda ndo estejam bem



30

estabelecidos, sabe-se que os substratos neurais que modulam meméria
e emocado estdo intimamente relacionados (ROZESKE et al., 2014) e
influenciam como e por quanto tempo uma informacao sera armazenada.
Nas Ultimas décadas, diversos trabalhos demonstraram que, de fato, a
emocdo é capaz de afetar o processamento das memorias, permitindo
gue as experiéncias mais relevantes sejam armazenadas de maneira
intensa e duradoura (BURKE, HEUER, REISBERG, 1992; HAMANN,
2001; MCGAUGH, 2013).

1.2.1 O papel adaptativo das memdrias emocionais aversivas

Rotineiramente individuos sdo expostos a muitas situacdes que
podem representar uma ameagca fisica ou psicoldgica potencial, sendo
l6gico supor que eventos de carater emocional aversivo representem
interesse imediato e futuro devido a sua importdncia para a
sobrevivéncia do individuo (MCGAUGH, 2013). Assim, a capacidade
de lembrar aspectos destes eventos para utilizacdo em situagGes futuras
representa uma das principais caracteristicas do processo adaptativo
(JOELS; FERNANDEZ; ROOZENDAAL, 2011).

As consequéncias das emocBes sobre as memorias envolvem
interagcBes complexas entre estruturas cerebrais corticais e subcorticais,
bem como o recrutamento dos sistemas neuro-hormonais centrais e
periféericos (LABAR; CABEZA, 2006). Um processo crucial
desencadeado pela exposicdo a eventos estressantes e/ou potencialmente
danosos é a liberacdo de glicocorticoides e adrenalina pela glandula
adrenal. Embora afetem a funcdo cerebral atuando através de vias e
mecanismos diferentes, ambos os horménios parecem convergir na
regulacdo da formacgdo da memoria por modularem vias noradrenérgicas
no sistema nervoso central (SNC) (MCGAUGH; ROOZENDAAL,
2002). Os horménios glicocorticoides, ao ativarem receptores
glicocorticoides expressos em grande quantidade nos nucleos
noradrenérgicos do SNC, promovem um aumento da liberacdo de
noradrenalina em outras regides encefalicas, como a amigdala (JOELS;
FERNANDEZ; ROOZENDAAL, 2011), e o antagonismo de receptores
B-adrenérgicos nesta mesma regido previne a potencializacdo da
memoéria induzida por glicocorticoides (ROOZENDAAL; QUIRARTE;
MCGAUGH, 2002).

A amigdala é uma regido encefélica que vem sendo fortemente
associada com o processamento de estimulos de valéncia emocional
(para revisdo ver JANAK; TYE, 2015; MCGAUGH, 2013; PAPE;
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PARE, 2010), principalmente por integrar circuitos neuronais
responsaveis pela formacdo e modulacdo de memorias de carater
aversivo, uma vez que recebe informacdes sobre o ambiente externo
através de projecdes aferentes talamicas e do cortex sensorial, e envia
projecdes para regides corticais (sobretudo para o cortex pré-frontal
medial) e para o hipocampo, regiGes de grande importancia para
processos mnemonicos (JANAK; TYE, 2015; TOVOTE; FADOK;
LUTHI, 2015).

Nos Ultimos anos diversos estudos vém corroborando a influéncia
do estresse (por exemplo, através da modulacdo noradrenérgica e
glicocorticoide na amigdala) para a formacdo de memorias aversivas
(ROOZENDAAL; BARSEGYAN; LEE, 2008), bem como de que
maneira a formacdo de memérias de carater emocional aversivo sédo
capazes de influenciar o comportamento de um individuo frente a
situacGes de que representem ou ndo perigo iminente. Ao longo da
evolucdo, os animais desenvolveram, aprimoraram e conservaram
mecanismos especificos para detectar e evitar o perigo, mecanismos
estes diretamente modulados pela emogdo. Apés a detecgdo de um
perigo, uma resposta fisiologica é desencadeada visando preparar o
individuo para enfrentar o problema. Dentre os fatores que influenciam
a natureza da resposta comportamental em consequéncia de uma
situacdo estressante ou aversiva estdo a cronicidade, severidade,
previsibilidade e controlabilidade do agente estressor (SURI; VAIDYA,
2015).

As respostas adaptativas de medo e ansiedade sdo geradas pela
presenca direta de uma ameaca e pistas correlatas ou pela antecipagdo
das mesmas, respectivamente (PAPE; PARE, 2010). A funcio bioldgica
protetora dessas respostas € clara, evidenciada por dados
epidemiolégicos relacionando baixos niveis de ansiedade com maior
propensdo a acidentes e menor sobrevida ap6s a vida adulta (LEE;
WADSWORTH; HOTOPF, 2006; MYKLETUN et al., 2009). Em
contraste, respostas exacerbadas e inapropriadas (mal-adaptativas) de
medo e ansiedade (frente a estimulos potencialmente danosos ou, em
determinadas situacBes, até mesmo estimulos neutros) alteram o
repertdrio comportamental do individuo e sdo a base para o
desenvolvimento de alguns transtornos psiquiatricos (GILMARTIN;
BALDERSTON; HELMSTETTER; 2014).
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1.2.2 Quando uma memoria emocional aversiva se torna
disfuncional

A ansiedade exacerbada apresenta-se como o principal sintoma
de diversos transtornos  psiquiatricos,  estimando-se  que
aproximadamente 16% da populacdo sofrera de algum transtorno de
ansiedade ao longo da vida (SOMERS et al., 2006). Dentre eles esta o
transtorno do estresse pos-traumatico (PTSD, do inglés “posttraumatic
stress disorder”), que se caracteriza pela formacdo de uma memoria
intensa apds a exposicdo a um acontecimento traumatico de grande
severidade. A evocagdo dessa memodria aversiva torna-se tdo vivida,
frequente e incontrolavel que desencadeia alteragbes comportamentais
de medo e ansiedade observadas através dos sintomas primarios desse
transtorno: evocagdes esponténeas relacionadas ao trauma (meméorias
intrusivas ou “flashbacks”), pesadelos, esquiva de pessoas e lugares que
remetam ao trauma e alteracbes negativas no humor e na cognigdo
(HENDRIKSEN; OLIVIER; OOSTING, 2014; WHITAKER; GILPIN;
EDWARDS, 2014). Embora inicialmente classificado de acordo com os
sintomas como um transtorno de ansiedade no Manual de Diagndstico e
Estatistica dos Transtornos Mentais (DSM, do inglés “Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders”), atualmente o PTSD foi
reclassificado como um transtorno relacionado ao estresse e ao trauma,
principalmente levando em conta o agente etioldgico evidente (um
evento traumatico de alta severidade) nessa patologia (PITMAN et al.,
2012; SANTIAGO et al., 2013; SAREEN, 2014).

Outra caracteristica bastante marcante desse transtorno é a
expressao generalizada de comportamentos de medo. A sintonia fina
entre generalizacdo e especificidade de caracteristicas de uma memdria
garante a sobrevivéncia em um ambiente em constante mudanca. E de
grande importancia adaptativa, portanto, a capacidade de discriminar
entre estimulos, o que limita a generalizagdo e possibilita a aplicagdo do
aprendizado somente quando apropriado (DUNSMOOR; PAZ, 2015).
Entretanto, em determinadas situacdes, como no PTSD, a generalizacdo
excessiva de estimulos que ndo estdo associados ao aprendizado inicial é
capaz de promover respostas defensivas exacerbadas que prejudicam a
vida diaria do individuo, indicando uma falha na discriminagdo ou
supergeneralizacdo (DUNSMOOR; PAZ, 2015). Estudos clinicos e pré-
clinicos vém demonstrando, ainda, que estas memdrias de medo intensas
e generalizadas sdo menos susceptiveis a interferentes que permitam
atenuar sua valéncia negativa, tais como manipulac@es farmacoldgicas e
comportamentais durante a extingdo ou reconsolidagdo (BOS;
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BECKERS; KINDT, 2014; CAIN; MAYNARD; KEHNE, 2012;
DEBIEC; BUSH; LEDOUX, 2011; GAZARINI et al., 2014; SOETER,;
KINDT, 2013).

O cortex pré-frontal medial, o hipocampo e a amigdala parecem
ser estruturas-chave para a regulacdo da expressdo de respostas
defensivas e a discriminacdo de estimulos aversivos (CAIN;
MAYNARD; KEHNE, 2012; MAREN; PHAN; LIBERZON, 2013;
PAPE; PARE, 2010; QUIRK; MUELLER, 2008). Embora o circuito
neuronal envolvido no processamento de memdrias traumaticas
relacionadas ao PTSD néo esteja bem elucidado, tém-se considerado que
talvez os mecanismos neurobioldgicos subjacentes ndo sejam analogos
ao de uma memoria de medo “normal”, uma vez que apenas 20 a 30%
dos individuos expostos a eventos traumaticos de grande severidade
desenvolvem o transtorno e que, segundo dados estatisticos da
populacdo norte-americana, tem uma prevaléncia de cerca de 6 a 8% da
populacdo em geral (DESMEDT; MARIGHETTO; PIAZZA, 2015).

1.2.3 Ferramentas experimentais para estudo das memorias
aversivas: condicionamento de medo

Procedimentos utilizando animais continuam sendo as
ferramentas experimentais mais utilizadas para pesquisas pré-clinicas
nas areas das ciéncias biomédicas, onde se enquadram os estudos de
memoria e aprendizado e dos transtornos psiquiatricos relacionados.
Embora a fisiologia e/ou a patologia humana seja complexa e inexistam
modelos animais capazes de mimetizar com exceléncia todas as faces de
uma determinada condicdo, muitos aspectos neurobioldgicos e
comportamentais foram evolutivamente conservados, permitindo com
gue a experimentacdo animal seja Gtil para o entendimento das bases
neurais de processos mnemonicos, bem como para a avaliagdo pré-
clinica de estratégias terapéuticas capazes de modular esses processos
(BERARDI; TREZZA; CAMPOLONGO, 2012).

Quanto a pesquisa pré-clinica dos mecanismos envolvidos na
modulagdo de memédrias aversivas, protocolos experimentais de
aprendizagem associativa através do condicionamento aversivo vém
sendo amplamente utilizados, uma vez que permitem a exploragdo de
como o cérebro aprende e posteriormente detecta e responde a uma
ameaca (BERARDI; TREZZA; CAMPOLONGO, 2012; LEDOUX,
2014). O condicionamento para memorias aversivas caracteriza-se pela
associacdo entre um estimulo neutro (como um som ou um contexto
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espacial) com um estimulo aversivo incondicionado (que gera uma
resposta inata de defesa, sendo o choque nas patas o estimulo aversivo
mais utilizado). Apo6s essa associacdo, 0 estimulo neutro se torna um
estimulo condicionado, uma vez que passa a suscitar respostas
defensivas comportamentais (como comportamentos de congelamento
ou de fuga), autondmicas (como alteracbes na pressdo arterial e
respiracdo) e enddcrinas (como liberagdo de hormdnios relacionados ao
estresse) mesmo na auséncia do estimulo incondicionado
(GILMARTIN; BALDERSTON; HELMSTETTER; 2014; LEDOUX,
2014).

Apesar do debate consideravel sobre a capacidade dos animais
experimentarem o sentimento de medo (o termo “medo” ¢ utilizado para
descrever a sensacdo humana vivenciada frente a uma ameaca),
pesquisas utilizando protocolos de condicionamento aversivo tém
permitido a investigacdo dos substratos neurais para processos
inconscientes que controlam a formacdo de memorias aversivas, bem
como as respostas defensivas induzidas por ameacas de naturezas
diferentes (GROSS; CANTERAS, 2012). Somando-se a isto, o
desenvolvimento de técnicas de imagem funcional na década de 90
aumentou a validade translacional das pesquisas utilizando
condicionamento aversivo, uma vez que se tornou possivel comprovar o
envolvimento de determinadas regides cerebrais no aprendizado
associativo e na expressao de respostas defensivas e/ou de medo tanto
em roedores quanto em humanos (GRECO; LIBERZON, 2015). Entre
elas, destacam-se a amigdala, o cortex pré-frontal medial e o
hipocampo, que sdo fortemente implicadas nestes processos
(GILMARTIN; BALDERSTON; GRECO; LIBERZON, 2015;
HELMSTETTER; 2014; HERRY; JOHANSEN, 2014, LEDOUX,
2014).

Um grande interesse na pesquisa atual é a busca de modelos
animais que mimetizem, pelo menos em parte, a formagdo de memarias
de medo intensas a ponto de promover alterac6es relacionadas ao PTSD.
A maioria dos modelos animais existentes até o presente momento
limita-se, principalmente, por avaliarem pardmetros quantitativos
(intensidade) da memdria, ao passo que negligenciam os pardmetros
qualitativos (especificidade), o que dificulta a distin¢do entre processos
normais ou adaptativos daqueles disfuncionais (DESMEDT;
MARIGHETTO; PIAZZA, 2015; PITMAN et al., 2012). Apesar de
alguns paradigmas mimetizarem determinadas alteracdes
comportamentais e/ou neuroendrécrinas relacionadas ao PTSD, ainda
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ndo existe nenhum modelo animal aceito como completo para este
transtorno (WHITAKER; GILPIN; EDWARDS, 2014).

Em 1993, Yehuda e Antelman sugeriram cinco critérios que
deveriam ser levados em consideragédo para que um modelo animal fosse
considerado util para a compreensdo do PTSD: (i) a capacidade do
agente estressor induzir respostas bioldgicas e comportamentais
relacionadas ao PTSD (ii) de maneira intensidade-dependente e (iii)
persistente ao longo do tempo, além de (iv) induzir alteragdes
comportamentais que tém expressdo bidirecional (responsividade
aumentada ou reduzida) e (v) que apresentam variabilidade individual
(YEHUDA; ANTELMAN, 1993; WHITAKER; GILPIN; EDWARDS,
2014). Atualmente, os principais agentes utilizados na tentativa de
induzir tais caracteristicas sdo os estressores fisicos (como choques nas
patas ou estresse por contencdo), sociais (como isolamento social,
separacdo maternal e derrota social) ou psicologicos (incluindo
exposicdo ao predador ou odor do predador). Ainda, modelos animais
baseados na modulagdo pontual de determinada alteragdo
neuroenddcrina classicamente observada no PTSD (como hiperatividade
adrenérgica ou aumento nos niveis de horménios glicocorticoides) vém
sendo amplamente estudados, ja que além de mimetizarem
caracteristicas observadas neste transtorno, permitiriam a identificacdo
de possiveis alvos para intervencéo terapéutica (YEHUDA, 2005).

1.3 O sistema adrenérgico

Em 1921, Otto Loewi demonstrou que uma substancia quimica
liberada por estimulos nervosos transmitia o efeito da estimulagdo
simpatica para o coracdo (SZABADI 2013) e, apesar de ter sido
estabelecido relativamente cedo que esta substancia era uma
catecolamina, provavelmente a adrenalina, foram necesséarios mais 30
anos de pesquisa para acumular evidéncias concretas de que, de fato,
tratava-se da noradrenalina (VON EULER, 1951). Logo em seguida,
Vogt demonstrou que a noradrenalina estava presente no cérebro
(VOGT, 1954) e, a partir de entdo, a modulacéo adrenérgica vem sendo
extensivamente estudada e atribuida a uma gama de func@es periféricas
e cerebrais.

O sistema adrenérgico é composto pelas catecolaminas
enddgenas adrenalina (ADR) e noradrenalina (NA) e seus receptores.
Enquanto a NA atua majoritariamente como neurotransmissor ao
modular diversas fungdes em nivel de SNC (inclusive, mediando os
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efeitos periféricos da ativagdo do sistema nervoso autbnomo simpatico),
a adrenalina tem acdo hormonal, liberada pela medula da glandula
adrenal diretamente na corrente sanguinea (para revisdo ver
YAMAMOTO; SHINBA; YOSHII, 2014). Essas catecolaminas
exercem seus efeitos através da interacdo com receptores adrenérgicos
distribuidos por todo o corpo, resultando em uma ampla gama de
efeitos, como aumento da taxa de batimentos cardiacos, regulacdo do
tébnus vascular, broncodilatacdo, assim como efeitos controlados em
nivel de SNC, incluindo aprendizado e memodria, alerta e respostas ao
estresse. Todos 0s receptores adrenérgicos sao compostos por uma Unica
cadeia polipeptidica com 7 dominios hidrofébicos transmembranares
gue interagem com proteinas reguladoras de ligacdo de nucleotideos de
guanina (proteinas G). A ligacdo dos agonistas (enddgenos ou
ex0genos) a estes receptores estabiliza sua mudanga conformacional,
facilitando sua interagdo com as subunidades da proteina G a qual estéo
acoplados, promovendo a troca de uma guanina-difosfato (GDP) por
uma guanina-trifosfato (GTP) e permitindo, assim, a ativacdo ou
inibicdo de diversas vias efetoras intracelulares (BYLUND, 2007,
COTECCHIA; STANASILA; DIVIANI, 2012).

A classificacdo atual dos receptores adrenérgicos estabelece 3
tipos principais, cada qual dividido, ainda, em 3 subtipos: receptores do
tipo 03- (01, O1p € G1p), O2- (024, O2g € Opc) € P-adrenérgicos (Ba, P2 €
B3). Receptores o3- ¢ B-adrenérgicos sdo, respectivamente, acoplados as
proteinas G estimulatérias Gg e Gs. Enquanto a ativacdo de proteina Gq
promove a ativagdo da fosfolipase C e aumento do célcio intracelular, a
ativacdo de proteina Gs promove o aumento de atividade da enzima
adenilil ciclase e aumento da concentracdo de adenosina monofosfato
ciclico (AMPc),. Os receptores op-adrenérgicos, pelo contrario, estdo
acoplados a proteinas G inibitdrias (Gi) que reduzem a atividade da
adenilil ciclase e diminuem a concentracdo de AMPc (BYLUND, 2007;
COTECCHIA; STANASILA; DIVIANI, 2012). Além da ativacdo de
diferentes vias intracelulares, a afinidade de ligacdo da noradrenalina
aos subtipos de receptores adrenérgicos também ¢ distinta, sendo os
receptores o € oy S80 ativados mais facilmente que os B-adrenérgicos
(sobretudo os B,- e Ps-adrenérgicos) frente a concentragdes baixas dos
ligantes (ZHANG; OUYANG; THOMAS, 2004).
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1.3.1 A modulagado noradrenérgica no sistema nervoso central

Os corpos celulares de neurdnios centrais que liberam a
noradrenalina como neurotransmissor principal estdo localizados em sua
totalidade em um ndcleo do tronco cerebral, descoberto em 1784 por
Félix Vicg-d’Azyr e conhecido como locus coeruleus (do latim, ‘locus’,
lugar ou ponto, e ‘coeruleus’, azul escuro) devido a presenca de pontos
pigmentados (que se tratam de corpos celulares contendo granulos de
melanina) caracteristicos em humanos e primatas (MAEDA, 2000).

Em 1964, Dahlstrém e Fuxe sugeriram a existéncia de sete
nucleos noradrenérgicos no SNC, nomeados de Al a A7, posteriormente
identificados e descritos tanto em ratos quanto em primatas (FELTEN;
SLADEK, 1983; JACOBOWITZ; MACLEAN, 1978). Estes ndcleos
sdo divididos em trés grupos: caudal (ou medular), central (ou pontino-
medular) e rostral (ou pontino), sendo o Ultimo composto por um Unico
nucleo, o locus coeruleus (LC), que representa a area A6. O grupo
rostral é considerado 0 mais importante, uma vez que o LC contém mais
de 50% de todos os neurdnios noradrenérgicos do SNC.

Atualmente ja se sabe que a liberacdo de noradrenalina no SNC é
controlada principalmente, mas ndo somente, pela atividade do eixo
hipotdlamo-pituitaria-adrenal ~ (HPA). Determinadas informagdes
(sobretudo aquelas de carater emocional) sdo capazes de promover a
estimulacdo do eixo HPA e liberacdo de adrenalina da medula da
glandula adrenal para a corrente sanguinea. Embora a adrenalina seja
incapaz de atravessar a barreira hematoencefalica, sua ag¢do em
receptores f-adrenérgicos presentes em aferentes do nervo vago propicia
a ativacdo do nucleo do trato solitario (NTS) (CAREAGA et al., 2015;
CHEN; WILLIAMS, 2012; DE DIEGO; GANDIA; GARCIA, 2008;
SCHREURS; SEELIG; SCHULMAN, 1986). Esta estrutura, por sua
vez, envia projecdes excitatorias para o LC, promovendo a liberacdo de
noradrenalina em diversas regides cerebrais (Figura 2), como o tdlamo, a
amigdala, o cortex pré-frontal medial e o hipocampo (LOUGHLIN;
FOOTE; GRZANNA, 1986; SZABADI, 2013).

Diferentemente dos corpos celulares dos neurdnios centrais que
liberam NA, os receptores o- e P-adrenérgicos estdo distribuidos e
expressos amplamente por todo o SNC (ALEXANDER; DAVIS;
LEFKOWITZ,1975; JOYCE et al., 1992; NICHOLAS; HOKFELT;
PIERIBONE,1996; RAINBOW; BIEGON, 1983). Entretanto, as
diferencas quanto a densidade de expressdo e a localiza¢do pré- ou pos-
sindptica destes receptores culminam em efeitos distintos mediante
aumento da liberagdo de NA. Por exemplo, os receptores op-
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adrenérgicos, inibitorios, sdo expressos de maneira significativa na pré-
sinapse de neurdnios do LC e apresentam um papel autorregulatorio
essencial, diminuindo a sintese e liberacdo excessiva de NA frente a
estimulacdo deste nlcleo (STARKE, 2001). J4 a ativacdo de receptores
op-adrenérgicos expressos na pos-sinapse de neurdnios do cortex pré-
frontal é essencial para a atividade desta estrutura e para o
processamento de informagdes em memérias de trabalho (BERRIDGE;
SPENCER, 2015; WANG et al., 2007). Assim, uma vez liberada pelos
neurdnios que se projetam do LC para outras regides do SNC e se
ligando aos diferentes subtipos de receptores adrenérgicos, a NA atua
como um modulador importante para o funcionamento de circuitos
neurais envolvidos em uma gama de fungdes, como aprendizado e
memoéria (SARA, 2015; OTIS; WERNER; MUELLER, 2015;
UEMATSU; TAN; JOHANSEN, 2015; WANG et al., 2007), sono e
vigilia (LIN et al., 2011), medo e ansiedade (MCCALL et al., 2015;
ROOZENDAAL; BARSEGYAN; LEE, 2008).
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Figura 2. Controle da liberagdo de noradrenalina no sistema nervoso
central pelo eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal. Frente determinadas situagdes,
como de estresse, a estimulagdo do eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal acarreta o
aumento da liberacéo dos hormdnios adrenalina e glicocorticoides pela glandula
adrenal, favorecendo o aumento da liberagdo de noradrenalina em diversas
regides cerebrais que recebem aferentes do locus coeruleus. GR= receptores
glicocorticoides; MR= receptores mineralocorticoides. (Adaptado de
ROOZENDAAL; BARSEGYAN; LEE, 2008).
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1.3.2 Experiéncias aversivas, noradrenalina e memdrias de
medo

Diversas evidéncias tém se acumulado na literatura cientifica
atribuindo ao sistema noradrenérgico o controle sobre vigilia, atencéo,
processamento de informacdo sensorial, flexibilidade comportamental,
plasticidade sinptica e memoria (SARA, 2015).

Em contraste com a baixa ativagdo tbnica em situagdes de
repouso, estados fisioldgicos de vigilia frente a agentes estressores e
experiéncias aversivas favorecem a ativacdo aguda e robusta dos
neurbnios  noradrenérgicos do LC  (VALENTINO; VAN
BOCKSTAELE, 2008). Estes, por sua vez, exercem o controle direto
tanto de respostas autondmicas na periferia, atraves das projecdes diretas
com 0 NTS e o nervo vago (VAN BOCKSTAELE; ASTON-JONES,
1995), quanto de respostas centrais mediante conexdes com nucleos do
hipotdlamo e da amigdala (REYES et al., 2011; SARA; BOURET,
2012). Ainda, hormonios glicocorticoides liberados pela glandula
adrenal frente a situacGes de estresse, além de influenciarem a formacéo
da memodria relacionada ao evento aversivo ao atuarem em seus proprios
receptores, potencializam de maneira sustentada a eficicia da ativagéo
noradrenérgica (JOELS; FERNANDEZ; ROOZENDAAL, 2011;
ROOZENDAAL; QUIRARTE; MCGAUGH, 2002; QUIRARTE;
ROOZENDAAL; MCGAUGH, 1997).

CondicBes estressantes e que acarretam uma maior liberacéo de
NA favorecem a ativacdo dos receptores adrenérgicos que apresentam
menor afinidade por este neurotransmissor (0s o;- e B-adrenérgicos), que
vem sendo associados com estados de vigilia relacionada ao estresse,
flexibilidade comportamental, prejuizo de memoéria de trabalho,
potencializacdo da formacdo de memdrias aversivas e aumento das
respostas comportamentais de medo e ansiedade (ARNSTEN, 2000;
ARNSTEN, 2015; BERRIDGE; SPENCER, 2015; GAZARINI et al.,
2014; SARA, 2015; SOETER; KINDT, 2011; ZHANG, W. P,
OUYANG, M.; THOMAS, 2004). Logo, 0 aumento da atividade
noradrenérgica parece ser decisivo para que informacgdes de experiéncias
estressantes sejam armazenadas de maneira intensa e persistente como
memérias de longa duragdo (GOLD; VAN BUSKIRK, 1975; 1978;
ROOZENDAAL; MCGAUGH, 2011).

O LC inerva densamente regides envolvidas na consolidacdo de
memoérias (SARA, 2009), onde sabidamente a NA desempenha um
papel essencial na plasticidade sin&ptica e manutencéo da LTP (COULL
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et al., 1999; HARLEY, 1987; HARLEY, 2007; LIM et al., 2010;
MARZO; BAI; OTANI, 2009; SHAKHAWAT et al., 2015). Para isso,
cascatas de vias de sinalizagdo intracelulares recrutadas pela ativagéo de
receptores a- (CARR et al., 2007; DOZE et al.,, 2011; HUANG,;
KANDEL. 1996; PUSSINEN; SIRVIO, 1998; ZHANG et al., 2013) e,
principalmente, B-adrenérgicos (CAHILL et al.,1994; MAITY et al.,
2015; MCREYNOLDS et al., 2014; O’DELL et al., 2015; SCHUTSKY;
OUYANG; THOMAS, 2011; ZHOU et al., 2013) trabalham de maneira
orquestrada para propiciar um remodelamento estrutural e funcional das
sinapses requeridas para 0 armazenamento de uma determinada
memoria. Para tanto, a NA desempenha um papel importante ao induzir
a fosforilacdo da subunidade GIuR1 de receptores AMPA, promovendo
a insercdo desses receptores na membrana plasmatica e diminuindo o
limiar necessério para a LTP (HU et al., 2007). A ativacdo de receptores
[B-adrenérgicos também parece se relacionar com a diminuicdo da
atividade de canais de potassio dependentes de calcio (HAAS;
KONNERTH, 1983), e 0 aumento da atividade de canais de célcio
voltagem-dependentes (GRAY; JOHNSTON, 1987) e de receptores
NMDA (HUANG; TSAI; GEAN, 1993).

A resultante comportamental das alteragGes moleculares
promovidas pelo recrutamento do sistema noradrenérgico durante a
consolidagdo de memdrias aversivas vem sendo extensivamente
estudada ao longo das Gltimas duas décadas em diversos trabalhos
utilizando manipulagdes farmacologicas dos receptores a- (FERRY;
ROOZENDAAL; MCGAUGH, 1999a; 1999b; FERRY et al., 2015;
GIBBS; HUTCHINSON; SUMMERS, 2010; LAZZARO et al., 2010)
ou pB-adrenérgicos (CAHILL; PHAM; SETLOW, 2000; FERRY;
MCGAUGH, 1999; KROON; CAROBREZ, 2009; OUYANG et al.,
2012; QU; GUO; LI, 2008; TRONEL; FEENSTRA; SARA, 2004;
ZHOU et al., 2013). Recentemente foi demonstrado que a administragdo
sistémica de ioimbina, um antagonista de receptores a,-adrenérgicos que
atua impedindo o mecanismo de retroalimentacdo negativa exercido pela
NA sobre esses receptores no LC e que acarreta no aumento da liberacdo
deste mesmo neurotransmissor, potencializa a consolidagcdo de uma
meméria de medo condicionado ao contexto por favorecer a ativacéo de
receptores B-adrenérgicos (GAZARINI et al., 2013), corroborando o
papel crucial da NA em favorecer a formacdo de uma memdria intensa e
duradoura (GAZARINI et al., 2014; MCGAUGH; ROOZENDAAL,
2002).

O sistema noradrenérgico no SNC também modula outros
processos mnemdnicos, como aquisicdo (ARCHER et al., 1981; COLE;
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ROBBINS, 1987; MIRANDA; FERRY; FERREIRA, 2007,
RADWANSKA; NIKOLAEV; KACZMAREK, 2010), evocacdo
(DEVAUGES; SARA, 1991; STERPENICH et al, 2006),
reconsolidagdo (DEBIEC, BUSH, LEDOUX, 2011; DO MONTE et al.,
2013; GAZARINI et al., 2013; OTIS; WERNER; MUELLER, 2015;
PRZYBYSLAWSKI, ROULLET, SARA, 1999; SCHWABE, NADER,
PRUESSNER, 2013) e extingdo de memdrias aversivas (DO-MONTE et
al., 2010; FITZGERALD et al., 2015), sendo inclusive relacionada com
0 desenvolvimento de transtornos psiquiatricos relacionados ao estresse,
como transtornos de ansiedade e PTSD (BISAZ; TRAVAGLIA;
ALBERINI, 2014; FINSTERWALD; ALBERINI, 2014;
YAMAMOTO; SHINBA; YOSHII, 2014).

1.3.3 O sistema noradrenérgico e o desenvolvimento e
tratamento de transtornos psiquiatricos relacionados as memorias
traumaticas

Visto que a exposicdo a eventos traumaticos é muitas vezes
inevitavel, prever quais fatores desencadeariam a manifestacdo posterior
de respostas comportamentais exacerbadas poderia oferecer uma
oportunidade de direcionar estratégias de prevencdo e intervengdo aos
individuos vulneraveis. Entretanto, o potencial de uma experiéncia
altamente estressante em culminar no desenvolvimento de um transtorno
psiquiatrico parece depender da interagdo complexa entre diversos
fatores ambientais, genéticos e epigenéticos que alteram a modulacao
neuroenddcrina de vias envolvidas na patogénese destes transtornos,
modificando a capacidade do individuo em enfrentar essa situacdo
(KREMEN et al, 2012; PITMAN et al, 2012; ZANNAS;
PROVENCAL,; BINDER, 2015).

Neste contexto, apesar do fortalecimento de memdrias de eventos
aversivos mediado pelo aumento do ténus noradrenérgico ser
extremamente importante de um ponto de vista funcional e evolutivo,
por favorecer respostas comportamentais de atencdo e alerta, seu
impacto sobre uma meméria emocional também pode contribuir para o
desenvolvimento e manutencdo de transtornos psiquiatricos correlatos,
como transtornos de ansiedade e o PTSD (KALK; NUTT; LINGFORD-
HUGHES, 2011; STRAWN; GERACIOTI, 2008). Dados clinicos
acumulados ao longo das ultimas décadas demonstram que o0s
individuos acometidos por estes transtornos apresentam aumento nos
niveis de ADR e NA tanto na periferia (BLANCHARD et al., 1991;
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KOSTEN et al., 1987) quanto no SNC (GERACIOTI et al., 2001),
assim como aumento de afinidade dos receptores a- ¢ [-adrenérgicos
(BROW et al., 1988; GURGUIS et al., 1999a; 1999b; KANG; YU,
2005; PERRY; GILLER; SOUTHWICK, 1987) aos ligantes end6genos.
VariagOes genéticas em receptores ap-adrenérgicos tanto em animais de
laboratério quanto em humanos tém sido associadas com um efeito
facilitatorio sobre a formacdo de memérias de medo (DE QUERVAIN
et al., 2007; RASCH et al., 2009). Pode ser observada, ainda, maior
reatividade noradrenérgica frente & exposi¢do a pistas relacionadas ao
evento aversivo (LIBERZON et al., 1999; PITMAN et al.,, 1987),
manifestada por alteragdes neuroenddcrinas no eixo HPA (BAKER et
al.,, 1999; DE KLOET et al.,, 2006; MEEWISSE et al., 2007) e
autondbmicas mediadas pelo sistema adrenérgico, como taquicardia,
aumento da pressdo sanguinea e tremor (COHEN et al., 2000; SHERIN;
NEMEROFF, 2011). Por conta disso, disfun¢bes noradrenérgicas sdo
tidas como uma das principais alteragdes neuroquimicas e classicamente
observadas em pacientes com PTSD (O’DONNELL; HEGADOREN;
COUPLAND, 2004).

Outro ponto relevante esta no tratamento do PTSD, que é
atualmente um grande desafio, uma vez que diversas classes de agentes
farmacoldgicos (incluindo antidepressivos inibidores seletivos de
recaptacdo de serotonina, triciclicos ou inibidores da monoamina
oxidase, assim como os benzodiazepinicos e agentes estabilizadores de
humor) tém sido utilizadas, mas mostram-se pouco efetivas
(DASKALAKIS; YEHUDA; DIAMOND, 2013). Apesar de atenuarem
manifestacdes autondmicas, o tratamento farmacoldgico atual falha
possivelmente por ndo interferir na raiz do problema, ou seja, a meméria
traumatica em si, o que coloca a combinagdo de terapias farmacoldgicas
e comportamentais como uma alternativa promissora (HRUSKA;
CULLEN; DELAHANTY, 2014; TAYLOR; TORREGROSSA, 2015).

Alguns estudos j& discutem, inclusive, a eficacia de drogas que
modulam a atividade do sistema noradrenérgico no tratamento destes
transtornos. O antagonista B-adrenérgico ndo seletivo, propranolol, é
uma das drogas noradrenérgicas potencialmente interessantes mais
testadas e parece reduzir os a incidéncia e os sintomas do PTSD quando
administrado ap6s um acontecimento traumatico (PITMAN et al., 2002;
VAIVA et al., 2003). Apesar disso, alguns pesquisadores refutam tal
utilidade devido as limitagGes dos estudos realizados até o momento
(AMOS; STEIN; IPSER, 2014; STEENEN et al., 2015). De maneira
semelhante, e explorando o arsenal terapéutico de drogas seguras e ja
aprovadas para usos distintos em humanos, o antagonista o;-adrenérgico
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prazosina (GREEN, 2014; TAYLOR et al.,, 2006) e o agonista o-
adrenérgico clonidina (BELKIN; SCHWARTZ, 2015) vem sendo
investigados como drogas que poderiam ser utilizadas no tratamento de
transtornos como o PTSD.

Por fim, devido ao acimulo de evidéncias sobre o envolvimento
do sistema noradrenérgico nos transtornos psiquiatricos relacionados ao
trauma, bem como da dificuldade em validar um tratamento efetivo para
0s mesmos, é de interesse o desenvolvimento de modelos animais que
mimetizem caracteristicas neurobioldgicas e comportamentais induzidas
pela modulacdo noradrenérgica exagerada nestes transtornos, o que
auxiliaria no desenvolvimento de biomarcadores e terapias
farmacoldgicas mais efetivas (DASKALAKIS; YEHUDA; DIAMOND,
2013). Foi demonstrado recentemente, por exemplo, que o0 aumento da
atividade noradrenérgica induzido pela ioimbina, antagonista de
receptores ap-adrenérgicos, durante a consolidacdo de uma memoria
aversiva, no protocolo de medo condicionado ao contexto, é capaz de
mimetizar, em ratos, caracteristicas observadas em pacientes com
PTSD. Essas caracteristicas incluem a incapacidade de restringir a um
contexto adequado as respostas comportamentais e autondmicas de
medo, além da formacdo de uma memoria relacionada ao evento
aversivo que é mais persistente e menos susceptivel a supressao através
de um protocolo de extingdo ou mesmo pelo prejuizo da reconsolidag¢éo
induzido por agentes amnésicos (GAZARINI et al., 2014). Embora a
participacdo da transmissdo noradrenérgica no hipocampo seja critica
nesse caso (GAZARINI, 2015), o envolvimento de outras estruturas
encefalicas que tem papel central na formacdo das memérias de medo
ainda é desconhecido.

1.4 O cortex pré-frontal medial

O cortex pré-frontal medial (CPFm) é composto de neurdnios
piramidais excitatérios de projecdo (80 a 90% do total da populacdo
neuronal) e neurdnios de circuitos locais ou interneurdnios inibitérios,
organizados em 6 Iaminas ou camadas distintas (RAKIC, 2009; RIGA et
al., 2014). Localizado no polo anterior do cérebro dos mamiferos, os
principais critérios para se definir a homologia do CPFm entre as
diferentes espécies sdo suas caracteristicas estruturais e padrdo de
conexdes com as demais regides encefalicas.

Anatomicamente, se aceita que o CPFm de roedores &
subdividido em quatro regifes principais (Figura 3), dispostas no
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sentido dorsoventral: cortices pré-central medial (PCm), cingulado
anterior (CA), pré-limbico (PL) e infralimbico (IL) (COURTIN et al.,
2013; VERTES, 2004). Apesar da dificuldade de se determinar com
exatiddo a homologia entre as espécies, pesquisadores sugerem que a
regido do cdrtex PL de roedores é homdloga ao cértex cingulado
anterior dorsal (4rea 32 de Brodmann) em macacos e humanos,
enquanto o cortex IL seria homdlogo ao cdrtex ventromedial (area 25 de
Brodmann) (GABBOTT et al., 2003; MYERS-SCHULZ; KOENIGS,
2012).

Figura 3. Divisdo anatdmica do cortex pré-frontal medial de roedores.
(Adaptado de PAXINOS; WATSON, 2009).

De uma perspectiva historica, ja desde o século XIX supunha-se
que o aumento de tamanho do CPFm ao longo do desenvolvimento
filogenético, sobretudo em humanos, indicaria presumivelmente que
este seria 0 substrato neural para funcGes cognitivas de alta ordem.
Estudiosos como Hitzig e Ferrier, utilizando-se de técnicas de ablacéo,
demonstraram a influéncia do CPFm sobre o comportamento e seu papel
fundamental em tarefas que envolviam atencdo (FUSTER, 2008).
Décadas mais tarde, Bianchi e Shepherd Franz foram os primeiros a
examinar a influéncia da ablacdo do CPFm em diferentes espécies,
corroborando os achados anteriores e promovendo o CPFm como um
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importante centro associativo e perceptivo, bem como executivo de
determinadas habilidades motoras (FUSTER, 2008).

Porém, embora diversos estudos busquem demarcar e delimitar
estruturalmente o CPFm, a complexidade anatdmica dessa estrutura
torna improvavel sua homogeneidade funcional (FUSTER, 2008).
Atualmente, a literatura cientifica atribui ao CPFm um papel importante
sobre as emocdes (PITMAN et al. 2012), tomada de decisdes
(EUSTON; GRUBER; MCNAUGHTON, 2012), controle executivo e
memoéria de trabalho (POSNER et al., 2007), processos de atencao,
avaliacdo de risco e recompensa (BECHARA; DAMASIO, 2005),
controle oculomotor e da atividade visceral (EUSTON; GRUBER;
MCNAUGHTON, 2012; ROSESKE et al., 2014; VERTES, 2004). Os
cortices CA e PCm parecem estar implicados principalmente na
regulacdo de comportamentos motores, enquanto os cortices PL e IL
seriam responsaveis pelo controle de fungdes emocionais, mnemanicas e
cognitivas (ROZESKE et al., 2014; HEIDBREDER,;
GROENEWEGEN, 2003; VERTES, 2004).

A diversidade de fungdes atribuidas ao CPFm se dé, sobretudo,
pelas suas conexfes com diversas regiGes cerebrais (Figura 4). Em
particular, o tallamo medial dorsal envia eferentes para todas as sub-
regides do CPFm: a porcdo medial do tdlamo envia projecBes para 0s
cortices PL e IL, a porgdo lateral comunica-se com o PL e o CA,
enquanto a porcdo paralamelar do tdlamo envia projecfes para 0 PCm
(UYLINGS; EDEN, 1990; VAN DE WERD et al., 2010). O CPFm
recebe aferentes de uma gama de outras estruturas subcorticais, como a
area tegmental ventral, nlcleos da base, locus coeruleus, a amigdala, o
hipocampo, os cdrtices entorrinal e perirrinal, somatossensorial e motor.
Ainda, o0 CPFm envia proje¢des diretamente para o nlcleo basolateral da
amigdala, nucleo reuniens do talamo, substancia negra pars compacta,
area tegmental ventral, substancia cinzenta periaquedutal, nudcleos da
Rafe, entre outras (COURTIN et al., 2013; EUSTON; GRUBER,;
MCNAUGHTON, 2012; GABBOTT et al., 2005; VERTES, 2004).
Projecbes eferentes para regifes subcorticais sdo originadas
majoritariamente das laminas V e VI do CPFm, enquanto conexdes para
regides corticais seriam feitas por neurdnios piramidais das laminas
mais superficiais Il e 1l (DOUGLAS; MARTIN, 2004).
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Figura 4. Principais conexdes entre o cortex pré-frontal medial e outras
regides cerebrais. B9= Células serotoninérgicas B9; CA= Cingulado anterior;
CAF= Cortex associativo frontal; CPFm= cortex pré-frontal medial; DR=
Nucleo dorsal da Rafe; HDB= Nucleo horizontal da banda diagonal de Broca;
LC= Locus coeruleus; NST= Nucleo subtalamico; PAG= Substancia cinzenta
periaquedutal (do inglés, ‘periaqueductal gray’); SN= Substancia negra; SNc=
Substancia negra pars compacta; VTA= Area tegmental ventral (do inglés,
‘ventral — tegmental area’). (Adaptado de EUSTON; GRUBER,;
MCNAUGHTON, 2012).

1.4.1 O cortex pré-frontal medial e as memdrias de medo

Resultados obtidos através de estudos em humanos e em animais
de laboratério ao longo dos Ultimos anos tém destacado a participacdo
desta estrutura também na aquisicdo, expressdo, reconsolidacdo e
extincdo de memorias de medo condicionado (EUSTON; GRUBER,;
MCNAUGHTON, 2012; ROZESKE et al., 2014). Trabalhos utilizando
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principalmente manipulagdes farmacol6gicas demonstraram, ainda, que
as diferentes regides do CPFm desempenham papéis unicos (e algumas
vezes opostos) na modulacdo de processos mnemdnicos, bem como na
resposta comportamental subsequente (Figura 5). Tais diferencas seriam
observadas, sobretudo, devido a heterogeneidade das conexdes das sub-
regides do CPFm com areas especificas do hipocampo, dos nicleos do
talamo e, principalmente, da amigdala.

Como exemplo, o IL envia projecdes excitatorias para as células
intercalares (ITC, do inglés ‘intercalated cells’) e divisdo lateral da
amigdala central (CeL), ambos contendo neur6nios GABAérgicos cuja
estimulacdo culmina na inibicdo das proje¢des de saida do nucleo
medial da amigdala central (CeM) para a substdncia cinzenta
periaquedutal ventrolateral (VIPAG). O PL, por sua vez, projeta-se para
a porcdo basolateral (BA) da amigdala, regido critica para a expresséo
de medo (SOTRES-BAYON; QUIRK, 2010). Assim, conforme
demonstrado em protocolos de medo condicionado ao som, enquanto as
sub-regides do CA e do PL estariam envolvidas na promocdo de
respostas de medo, o IL seria um sitio anatémico critico para a inibi¢do
e extingdo de respostas de medo condicionado (SOTRES-BAYON;
QUIRK, 2010).

Expressao Inibigao e extingao
do medo condicionado do medo condicionado

Figura 5. Conectividade dos cortices pré-limbico e infralimbico com os
nacleos da amigdala e seu papel na modulagdo de respostas de medo em
um protocolo de condicionamento de medo ao som. Enquanto as conexdes do
cortex pré-limbico (PL) com o ndcleo basolateral da amigdala (BA) promovem
a expressao de respostas de medo condicionado ao som, as conexdes do cortex
infralimbico (IL) com as células intercalares (ITC) propiciam a inibicdo e a
extincdo destas respostas. (Adaptado de SOTRES-BAYON; QUIRCK, 2010).
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Além do papel modulatério substancial das sub-regides do CPFm
na expressdo de respostas comportamentais relacionadas a memaria de
medo condicionado, diversos trabalhos ja demonstraram que a atividade
do CPFm imediatamente ap6s a aquisicdo de uma meméria de medo é
necessaria para sua estabilizacdo e manutencdo ao longo do tempo
(GONZALEZ et al., 2013). Assim como a estimulacdo da regido CAl
do hipocampo, importante para a consolidagcdo de memérias de medo
condicionado (sobretudo aquelas associadas a contextos) acarreta em um
aumento sustentado da eficiéncia sinaptica no CPFm (LAROCHE; JAY;
THIERRY, 1990; LIM et al, 2010; SAKATA et al, 2013), a
inativacdo temporéria ou interferéncias em vias de neurotransmissao
e/ou na expressao de genes relacionados a plasticidade sinaptica nos
cortices CA e PL, tém sido implicadas em um prejuizo na consolidacéo
e posterior evocacdo destas memorias aversivas (CARBALLO-
MARQUEZ et al, 2007; CHOI; GOURLEY; RESSLER, 2012;
EUSTON; GRUBER; MCNAUGHTON, 2012; HOLLOWAY;
MCINTYRE, 2011; ROZESKE et al., 2014; TRONEL; SARA, 2003;
VETERE et al., 2011; ZHANG; FUKUSHIMA; KIDA, 2011).

Evidéncias mais recentes sugerem que o0 CPFm também exerceria
papel importante sobre a evocacdo e reconsolidacdo das memorias de
medo (DO-MONTE; QUINONES-LARACUENTE; QUIRK, 2015). A
infusdo de anisomicina, um inibidor de sintese proteica, na sub-regido
do CA do CPFm de ratos prejudica a reconsolidacdo de uma meméria
de medo condicionado ao contexto recente ou remota (EINARSSON;
NADER, 2012), efeito semelhante ao encontrado com a infusdo de um
agonista de receptores GABAA (STERN et al., 2014) ou um antagonista
de receptores ay-adrenérgicos no PL (DO MONTE et al., 2013).

Recentemente, com o0 interesse crescente na extingdo de
memérias de medo como uma possivel ferramenta para a regulacio da
expressdo de memorias de medo, tem sido demonstrado o envolvimento
do CPFm nesta fase dos processos mneménicos (MILAD; QUIRK,
2002; SOTRES-BAYON; CAIN; LEDOUX, 2006). Engquanto a
estimulacdo do CPFm correlaciona-se positivamente com a extin¢éo do
comportamento de medo, a inativagdo seletiva das sub-regides PL e IL
do CPFm com um agonista de receptores GABA, evidenciou que o IL,
mas ndo o PL, é um substrato neural envolvido na consolidacdo da
extincdo de memodrias de medo (LAURENT; WESTBROOK, 2009;
QUIRK; GARCIA; GONZALEZ-LIMA, 2006; SIERRA-MERCADO;
PADILLA-COREANO; QUIRK, 2011), assim como a plasticidade
sindptica nesta regido é necessaria para que essa memoria de extingdo
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seja posteriormente evocada (MAMIYA et al., 2009; MILAD et al.,
2007).

1.4.2 O cértex pré-frontal medial e a generalizacdo do medo

A generalizacdo do medo ocorre quando a resposta de medo
adquirida para um estimulo em particular ndo se restringe a ele, sendo
também expressa frente a outros estimulos. Acreditava-se que a
generalizagdo era meramente uma falha na discriminagdo entre
estimulos ndo condicionados e pareados. Entretanto, agora tem sido
sugerido que em algumas situagdes a generaliza¢do pode ocorrer mesmo
frente a estimulos que poderiam ser facilmente distinguidos
(DUNSMOOR; MITROFF; LABAR, 2009). No que remete as
memoérias de medo, a generalizagdo do medo pode se tornar inadequada
guando estimulos ndo ameacadores sdo interpretados como nocivos, o
gue impacta negativamente a qualidade de vida do paciente com PTSD.
Embora muitos trabalhos venham elucidando a neurobiologia das
memérias de medo, pouco se sabe ainda sobre a circuitaria neural
responsavel pela regulacdo da especificidade das memorias de medo,
bem como as alteragBes nos mecanismos que sustentam a capacidade
discriminatoria entre estimulos aversivos e neutros que acarretariam na
generalizacdo do medo (VIEIRA et al., 2014; XU; SUDHOF, 2013).

Pesquisas cientificas sobre este tema foram direcionadas
inicialmente para a amigdala, regido de extrema importancia na
associacdo entre o estimulo neutro e o estimulo aversivo, bem como na
promogdo de comportamentos de medo, demonstrando que alteracoes
nos niveis de neurotransmissores e no balan¢o da atividade neuronal
desta estrutura parecem estar relacionadas com o aumento da
generalizagdo do medo (DUNSMOOR et al, 2011, GOSH,;
CHATTARIJI, 2014; BERGADO-ACOSTA et al., 2008). Porém, apesar
das evidéncias crescentes da participacdo do CPFm na modulacdo de
processos de aprendizado e meméria, poucos estudos até o momento
focaram na possivel participacdo desta estrutura (além dos sistemas de
neurotransmissdo e vias de sinalizagcdo locais) na generalizagcdo do
medo.

Alguns trabalhos demonstraram que lesdes no CPFm de ratos
promovem um prejuizo na discriminacdo de odores (DEVITO et al.,
2010) e um aumento da generalizacdo do medo, visto que, na auséncia
da porcdo IL desta estrutura, ratos expostos a um protocolo de
condicionamento de medo apresentam respostas de medo também frente



50

um novo ambiente sem qualquer relagdo com aquele associado ao
evento aversivo (ZELIKOWSKY et al., 2013). Em protocolos de
condicionamento de medo ao contexto, essa discriminagdo precisa entre
estimulos parece necessitar da sintonia fina entre a regido CAl do
hipocampo, a sub-regido PL do CPFm e o ndcleo reuniens (NR) do
talamo. Nesse caso, a inativagéo das projecdes do CPFm para o NR ou a
inativacdo direta do NR sdo relacionadas com um aumento da
generalizacdo do medo (XU; SUDHOF, 2013), assim como as projecdes
do PL para a VIPAG parecem estar diretamente relacionadas com a
expressdo da generalizagdo do medo (ROZESKE et al. 2014).

Ainda, em protocolos de medo condicionado a pistas auditivas, a
ativagdo de receptores NMDA para glutamato expressos em neurdnios
excitatorios no CPFm vém sendo relacionada com a generalizacdo do
medo. Sobretudo, a ativagdo destes receptores seria capaz de engajar
mecanismos intracelulares que culminariam no recrutamento de enzimas
acetiltransferases dependentes da proteina de ligacdo ao elemento de
resposta do AMPc (CREB), sendo recentemente demonstrado que
interferéncias nessas vias de sinalizagdo resultam em prejuizo na
discriminacdo de estimulos relacionados a memédrias de eventos
aversivos (KORZUS, 2015; VIEIRA et al. 2014; VIEIRA et al., 2015).

Dados clinicos que corroboram o0s achados em animais de
laboratério demonstraram que a reatividade da porcéo ventromedial do
CPFm esta reduzida durante a generalizacdo do medo em individuos
com transtorno de ansiedade generalizada (CHA et al., 2014;
GREENBERG et al., 2013), assim como a reducdo da atividade desta
estrutura e a hiperativacdo do cértex cingulado anterior dorsal (CCAd),
homdlogo as sub-regides do CA e do PL em roedores, estdo associados
com a inabilidade de regular o medo e a ansiedade em pacientes com
PTSD (PITMAN et al., 2012; ROUGEMONT-BUCKING et al., 2011;
SHIN; RAUCH; PITMAN, 2006).

1.4.3 A influéncia da modulacdo noradrenérgica no cortex
pré-frontal medial sobre as memorias

Embora os primeiros estudos neuroanatébmicos tenham sugerido
que os aferentes do LC para diversas areas cerebrais eram provenientes
de uma Unica projecdo cujos axdnios bifurcavam-se extensivamente,
Chandler e colaboradores demonstraram recentemente a existéncia de
projecdes exclusivas para regibes do cortex frontal, como o cortex
orbitofrontal, cortex pré-frontal medial e cdrtex cingulado anterior
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(CHANDLER; GAO; WATERHOUSE, 2014; SARA, 2015).
Curiosamente, os neurdnios do LC que se projetam para regides do
cortex frontal apresentam caracteristicas funcionais distintas dos demais,
uma vez que se caracterizam por uma maior taxa de disparo espontaneo,
sd80 mais responsivos ao glutamato e sua hiperpolarizagdo é menos
duradoura (Figura 6), sugerindo uma influéncia determinante da
modulagéo noradrenérgica sobre essas areas (SARA, 2015).

Cortex pré-frontal medial
- Maior namero de terminais sinapticos

- Maior numero de transportadores vesiculares de - Grande numero de neurénios
monoaminas - Maior numero de receptores de glutamato
- Maior liberagéo de noradrenalina - Maior taxa de disparo de potenciais elétricos

Figura 6. Projecdes dos neurdnios noradrenérgicos do locus coeruleus para
regides do cdrtex pré-frontal. Corpos celulares de neurdnios do locus
coeruleus (LC) e seus eferentes direcionados para regides do cortex pré-frontal
(em azul) apresentam caracteristicas funcionais distintas e que 0s tornam mais
excitaveis e responsivos ao glutamato que aqueles que se projetam as demais
regides encefalicas (em vermelho). (Adaptado de SARA, 2015).

Em 1979, Brozoski e colaboradores publicaram um dos primeiros
trabalhos explorando a relevancia da neurotransmissdo noradrenérgica
no CPFm para a modulacéo de processos cognitivos (BROZOSKI et al.,
1979). Eles observaram que primatas com uma deplecdo das
catecolaminas dopamina e noradrenalina no CPFm apresentavam
prejuizos cognitivos em tarefas relacionadas & memdria de trabalho,
semelhantes aos observados em estudos com a ablagdo dessa estrutura
cerebral em primatas ou com a deplecdo natural desses
neurotransmissores em decorréncia do envelhecimento em ratos
(LUINE; BOWLING; HEARNS, 1990). Ao longo das ultimas duas
décadas, diversos trabalhos vém corroborando os achados de Brozoski e
colaboradores, demonstrando o0 papel crucial exercido pela
noradrenalina no CPFm sobre a cognigcdo (ARNSTEN, 2011; CLARK;
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NOUDOOST, 2014; RAMOS; ARNSTEN, 2007; ROBBINS;
ARNSTEN, 2009; WANG et al., 2007).

Ao nivel comportamental, é possivel observar que a estimulagio
noradrenérgica no CPFm obedece a um padrdo de curva dose-resposta
em U invertido sobre a modulacdo de tarefas de memaria de trabalho,
que reflete o recrutamento diferencial de receptores adrenérgicos nesta
regido (ROBBINS; ARNSTEN, 2009; ZHANG et al., 2013). Enquanto
em condicOes basais a noradrenalina é liberada em niveis moderados e
se liga preferencialmente em receptores adrenérgicos pos-sinapticos do
subtipo 0,4, favorecendo uma melhor performance cognitiva nestas
tarefas, niveis mais altos de noradrenalina liberados sob condicGes de
estresse prejudicam a fungdo do CPFm via ativacdo dos receptores
adrenérgicos do tipo o; e B (Figura 7), de menor afinidade para este
neurotransmissor (BERRIDGE; SPENCER, 2015; BIRNBAUM et al.,
1999; RAMOS; ARNSTEN, 2007; RAMOS et al., 2005; ROBBINS;
ARNSTEN, 2009). E importante ressaltar, também, que os receptores
adrenérgicos do subtipo a,a S840 0S mais comumente encontrados no
CPFm (AOKI et al., 1998), embora os subtipos a; ¢ f também Sejam
encontrados (GOLDMAN-RAKIC et al., 1990).

Recrutamento de
receptores adrenérgicos

a-2 a-1e B

Desempenho
(Tarefas de meméria de trabalho)

Concentragédo de noradrenalina

Figura 7. Recrutamento de receptores noradrenérgicos do cortex pré-
frontal medial para a modulagdo da memdria de trabalho. Niveis
intermediarios de noradrenalina promovem a ativacao preferencial de receptores
apa-adrenérgicos, favorecendo um melhor desempenho em tarefas relacionadas
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a memoria de trabalho, enquanto niveis mais altos seriam prejudiciais devido a
uma maior ativagdo de receptores a;- e [-adrenérgicos. (Adaptado de
BERRIDGE; SPENCER, 2015).

Quanto a modulagdo dos processos mnemdnicos envolvidos na
manutencdo de memdrias associativas e de valéncia emocional aversiva,
a participacdo do sistema noradrenérgico no CPFm permanece pouco
explorada. Apesar de alguns autores proporem que 0 aumento da
liberacdo dos hormonios glicocorticoides e adrenalina durante a
aquisicdo de uma memoria aversiva altere o padrdo de ativagdo de
circuitarias cerebrais envolvidas (VAN STEGEREN et al., 2010),
apenas recentemente Fitzgerald e colaboradores (2015) demonstraram
gue a noradrenalina liberada durante um evento aversivo facilita a
consolidacdo da memoria aversiva por alterar o padrdo de atividade
elétrica do CPFm. A aplicacdo de choques nas patas em uma sessdo de
condicionamento de medo, além de aumentar a resposta comportamental
de medo condicionado, promove um aumento ou diminuicdo da taxa de
disparos de neurbnios das regides PL e IL do CPFm de ratos,
respectivamente, efeitos atenuados pela administracdo sistémica do
antagonista de receptores B-adrenérgicos propranolol (FITZGERALD et
al., 2015).

A modulagéo noradrenérgica no CPFm também é importante para
gue uma memoria de medo seja evocada e subsequentemente
reconsolidada ou extinta (MUELLER; PORTER; QUIRK, 2008;
PRZYBYSLAWSKI; ROULLET; SARA, 1999; SARA, 2009;
STERPENICH et al., 2006). O antagonismo dos receptores o-
adrenérgicos na regido PL do CPFm de ratos com a infusdo local de
prazosina imediatamente ap6s a reativacdo de uma memoria aversiva
condicionada ao odor é suficiente para prejudicar a sua reconsolidagéo e
expressdo posterior (DO MONTE et al., 2013), demonstrando a
importancia da modulacdo noradrenérgica no CPFm na manutencdo das
informagdes do evento aversivo. Os receptores a;-adrenérgicos também
s80 necessarios para a extingdo de uma memdria de medo, visto que o
antagonismo destes receptores é capaz de promover um prejuizo de
extingdo do medo condicionado ao contexto em ratos (DO-MONTE;
ALLENSWORTH; CAROBREZ, 2010). De maneira semelhante, ja foi
demonstrado que a infusdo local de isoproterenol, um agonista [-
adrenérgico ndo seletivo, facilita a extingdo de uma memoria de medo
condicionado ao contexto, ao passo que o pré-tratamento com atenolol
(antagonista seletivo dos receptores f;-adrenérgicos) impede esse efeito
(DO-MONTE et al., 2010).
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Por fim, mesmo com a literatura vasta sustentando o
envolvimento da porcdo pré-limbica do CPFm na manutencdo de
memoérias de medo, da acdo modulatéria importante do sistema
noradrenérgico sobre esta regido cerebral, assim como o envolvimento
de ambos (estudados de maneira isolada) na generalizacdo de respostas
de medo, até o presente momento nenhum trabalho investigou a possivel
correlagdo entre estes dois fatores para a manifestacdo desta
caracteristica comportamental. Uma vez que modelos animais nos
permitem a busca por uma compreensdo melhor da neurobiologia de
processos fisiolégicos e/ou patologias correlatas, com potencial de
aperfeicoar o arsenal terapéutico no ambito dos estudos na area da
Farmacologia, as hipoteses do presente trabalho sdo de que (i) o
aumento sisttmico da atividade noradrenérgica potencializaria a
consolidagdo de uma memdria aversiva e favoreceria a generalizagdo da
resposta de medo em um protocolo de medo condicionado ao contexto,
além de possivelmente propiciar o desenvolvimento de outras
caracteristicas comportamentais relacionadas a uma experiéncia
traumatica, como uma resisténcia maior as tentativas posteriores de
manipulacdo destas memorias, e que (ii) a por¢do pré-limbica do CPFm
seria uma estrutura recrutada para a manifestacdo destas caracteristicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

= Investigar se a hiperatividade adrenérgica sistémica potencializa
a consolidacdo de uma memdria de medo condicionado ao contexto,
promove a generalizacdo da resposta de medo e torna a memodria
aversiva mais resistente @ manipulacdo comportamental que suprime sua
expressdo (extingdo);

= Investigar se a hiperatividade noradrenérgica na porgéo pré-
limbica do cortex pré-frontal medial potencializa a consolidacdo de uma
memoria de medo condicionado ao contexto, promove a generalizacdo
da resposta de medo e torna a memdria aversiva mais resistente a uma
intervencao farmacoldgica que prejudica sua reconsolidacéo.

2.2 Objetivos especificos

= Investigar se a administracdo sistémica de adrenalina durante a
consolidagdo de uma meméria de medo condicionado ao contexto induz
a generalizacdo da resposta de medo;

= Investigar se a administracdo sistémica de adrenalina durante a
consolidacdo de uma meméria de medo condicionada ao contexto
promove um prejuizo na extingdo desta memoria;

= Investigar o efeito do antagonismo dos receptores o;- ¢ -
adrenérgicos do cOrtex pré-limbico imediatamente antes da
administracdo sistémica de adrenalina durante a consolidacdo da
memoria aversiva condicionada ao contexto;

= Investigar o efeito da infusdo de noradrenalina no cortex pré-
limbico na consolidagdo de uma memdria de medo condicionado ao
contexto e inducdo da generalizacdo da resposta de medo;

= Caracterizar, através da infusdo local de antagonistas dos
receptores oy- e [3-adrenérgicos, 0s subtipos de receptores adrenérgicos
recrutados pela infusdo de noradrenalina no cortex pré-limbico durante a
consolidagdo da meméria de medo condicionado ao contexto;
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= Investigar se a infusdo de noradrenalina no cortex pré-limbico
durante a consolidacdo da memoria de medo condicionado ao contexto
altera a suceptibilidade desta memoéria ao efeito farmacoldgico do
canabidiol durante a sua reconsolidacéo;

= Avaliar se 0 agonista parcial de receptores para glutamato, D-
cicloserina, altera o efeito farmacoldgico do canabidiol durante a
reconsolidagdo da meméria de medo condicionado ao contexto
manipulada pela infusdo de noradrenalina no cértex pré-limbico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus) provenientes
do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina, com 3 a
4 meses de idade e pesando entre 270 e 350 g. Os ratos foram alocados
em gaiolas plasticas (36 x 30 x 15 cm) com serragem, em um ndmero
maximo de 5 animais por gaiola. Durante a permanéncia no biotério, os
animais foram mantidos em ciclo de luz claro/escuro de 12 h (inicio da
fase clara as 7:00 h) e temperatura constante de 22 + 1°C, com acesso
livre a 4gua e comida. O trabalho foi realizado mediante aprovacdo pelo
comité de ética para uso de animais da Universidade Federal de Santa
Catarina (Oficio n° 71/CEUA/PRPE/2012- PP00766). Foram
respeitadas as normas internacionais do cuidado e bem estar animal.

3.2 Drogas

Bitartarato de adrenalina (ADR; 0,1, 0,5, 1 ou 2 mg/kg; Sigma-
Aldrich, EUA) foi dissolvido em &gua destilada e administrado
sistemicamente por via intraperitoneal (i.p.) no volume de 1,0 ml/kg
imediatamente ap6s a sessdo de Condicionamento. Bitartarato de
noradrenalina (NA; 1, 2 ou 4 ug/hemisfério; Sigma-Aldrich, EUA), S-
propranolol (S-PROP; 0,3 pg/hemisfério; Sigma-Aldrich, EUA) e
cloridrato de prazosina (PRAZ; 0,3 pg/hemisfério; Sigma-Aldrich,
EUA) foram administrados bilateralmente por microinjecdo no cortex
pré-limbico imediatamente apds a sessdo de Condicionamento. NA e S-
PROP foram dissolvidos em solugdo salina fisiologica (NaCl 0,9%),
enquanto PRAZ foi dissolvida em agua destilada. Visando minimizar
interacdes quimicas e farmacocinéticas, um intervalo de 5 min foi
adotado quando mais de uma microinjecdo foi realizada. Para os
experimentos que visavam a interferéncia da reconsolidagdo da memoria
de medo condicionado ao contexto, canabidiol (CBD; 10 mg/kg; THC-
Pharma, Alemanha) e D-cicloserina (DCS; 15 mg/kg; Sigma-Aldrich,
EUA) foram dissolvidos em solucdo salina com 5% de Tween 80® e
apenas solucdo salina, respectivamente, e administrados sistemicamente
por via intraperitoneal (i.p.) no volume de 1,0 ml/kg. O CBD foi
administrado imediatamente apds a sessdo de Reativacdo, enquanto a
DCS o foi 30 minutos antes da exposic¢ao a esta sessao.
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Experimentos prévios e estudos que demonstram o efeito de
potencializar a consolidacdo de memorias de medo permitiram
selecionar as doses testadas de adrenalina (GOLD; VAN BUSKIRK,
1975) e noradrenalina (KATCHE et al., 2010; YANG; LI et al., 2011;
LIANG, 2014). Com base em dados da literatura, foram escolhidas
doses subefeitvas (capazes de impedir o efeito da noradrenalina sem
apresentarem, entretanto, qualquer efeito per se) de S-propranolol
(BUSH et al., 2010; DEBIEC; LEDOUX, 2004; QUIRARTE;
ROOZENDAAL; MCGAUGH, 1997) e prazosina (DO MONTE et al.,
2013) para microinjecdo no coértex pré-limbico. A dose de CBD foi
escolhida com base em estudos que demonstram sua capacidade de
prejudicar a reconsolidacdo de memodrias de medo contextual
(GAZARINI et al., 2014; STERN et al., 2012; 2014). A dose de D-
cicloserina foi escolhida com base em trabalhos que demonstram seu
efeito facilitatorio sobre a labilizacdo de memédrias aversivas, sem
qualquer efeito aparente sobre a expressdo e reconsolidagdo desta
meméria (BUSTOS et al., 2010; GAZARINI et al., 2014).

3.3 Procedimentos para infusdo intracerebral
3.3.1 Cirurgia estereotaxica

Os animais foram anestesiados com injecdo i.p. de uma solugéo
de quetamina (100 mg/ml/kg; Cetamin®, Syntec Ltda., Brasil) e xilazina
(10 mg/ml/kg; Xilazin®, Syntec Ltda., Brasil) e, ap6s a perda total dos
reflexos e a tricotomia da regido craniana, foram fixados em aparelho
estereotaxico para ratos (Stoelting, EUA). Uma solucéo de élcool iodado
(2%) foi utilizada para assepsia da regido craniana e a injecdo s.c. de
uma solucdo de lidocaina 3% com adrenalina 1:50.000 (Lidostesim®,
Dentsply Pharmaceutical, Brasil) foi aplicada visando promover
anestesia local e minimizar o sangramento. Uma pequena porcao da pele
do animal foi retirada, permitindo a raspagem do peridsteo e a exposi¢do
do cranio e das suturas lambdoéide e coronal. Com auxilio de broca
odontoldgica de baixa rotacdo, o cranio dos animais foi perfurado a fim
de permitir a fixacdo de dois parafusos de aco inoxidavel, bem como a
insercdo bilateral de canulas-guia (confeccionadas a partir de agulhas
hipodérmicas de 22 Gl e 250 x 7,0 mm, ajustadas para um
comprimento de 11,0 mm) visando atingir 2,1 mm acima do PL. As
coordenadas para insercdo das canulas-guia no PL foram retiradas do
atlas do cérebro de ratos de Paxinos e Watson (2009): 2,7 mm anterior
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ao Bregma, = 0,5 mm relativo ao eixo lateral e — 1,7 mm relativo ao eixo
dorso-ventral. Visando ancorar as pecgas fixadas e proteger a area
exposta do cranio do animal, foi utilizado acrilico odontolégico auto-
polimerizavel para a confecgdo de uma prétese sélida. Em cada uma das
canulas-guia, ainda, foi inserido um fio de aco inoxidavel (n° 24) para
protegé-las de obstrucdo. Apos a realizacdo do procedimento cirlrgico,
os animais foram retirados do aparelho estereotadxico e mantidos em
ambiente aquecido para evitar hipotermia causada pela anestesia. Uma
injecdo s.c. de banamine (2,5 mg/kg; Schering—Plough, Brasil), um
agente analgésico, antipirético e anti-inflamatdrio foi aplicada ao
término do processo cirdrgico. Um periodo de 10 dias foi reservado para
a recuperacdo dos animais, sem a realizacdo de nenhum procedimento
experimental.

3.3.2 Infusédo intracerebral

Para experimentos que requeriam a infusdo bilateral de drogas
diretamente no PL, agulhas medindo 13,1 mm (confeccionadas a partir
de agulhas gengivais de 30 G) foram conectadas a um tubo de
polietileno (PE10; Clay Adams, EUA) acoplado a uma microseringa
(Hamilton, EUA) de 5 pl. O tubo de polietileno foi preenchido com agua
destilada, deixando uma bolha de ar interposta a solucéo a ser injetada,
facilitando a visualizagdo do deslocamento da solugdo durante a infuséo
da droga.

No momento da infusdo, o animal foi imobilizado, o fio de aco
retirado com auxilio de um alicate e a canula desobstruida com uma
lima odontoldgica (K-FILE Colorinox® A012D, Dentsply Ind. Com.
Ltda., Brasil) de 11,0 mm. A agulha foi introduzida na canula-guia e,
com auxilio de uma bomba de infusdo (Insight, Brasil), cada animal
recebeu 0,2 pl da solucdo de interesse por hemisfério, infundidos
simultaneamente durante 60 s. Ap6s a injecdo, a agulha foi mantida por
30 s adicionais para reduzir o fluxo retrégrado da solucéo.

3.3.3 Anélise histoldgica

Ao término dos experimentos, 0s animais receberam uma injecao
i.p. de solugdo anestésica contendo cloral hidratado (30% p/v; 3
ml/animal; Vetec, Brasil), sequida pela infusdo intracerebral bilateral de
azul de Evans (0,2 pl/hemisfério) aplicada através das canulas-guia.
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Apos decapitacdo, os encéfalos foram retirados e conservados em
solucdo de formalina 10%. Para a verificacdo do sitio de injecdo da
droga, os encéfalos foram armazenados durante 48 h em solucdo de
sacarose 20% e cortes coronais (50 pm) foram obtidos utilizando
criostato (Leica CM 1850, Alemanha) a uma temperatura aproximada de
-20 °C. Foi realizada a fixacdo dos cortes em laminas de vidro
gelatinizadas que, apds secagem, foram coradas pelo método de Giemsa
modificado (Sigma Aldrich, EUA), montadas com resina sintética
(DPX® ‘mountant for histology’, Sigma Aldrich, EUA) e cobertas com
laminulas. As laminas foram fotografadas em uma lupa acoplada a uma
camera (Motic Moticam 2000; 2.0 MP Live Resolution) e um programa
de imagens (Motic Image Plus 2.0), e comparadas com os diagramas do
cérebro de ratos (PAXINOS, WATSON, 2009). A avaliacdo da analise
histologia foi realizada de maneira cega, e apenas 0s animais com
histologia bilateral confirmada para o PL foram incluidos na andlise
estatistica.

5-:,_’. nd

Figura 8. Desenho esquematico de um corte coronal do cértex pré-frontal
medial de ratos e do sitio de infusdo das drogas no cortex pré-limbico.
Diagrama e fotomicrografia representando a localizagdo do cértex cingulado
anterior (CA), pré-limbico (PL) e infralimbico (IL) de ratos e o sitio de infuséo
das drogas (indicado pela seta) no cértex pré-limbico. Barra de escala: 500 pum.
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34 Condicionamento de medo ao contexto e protocolo
experimental

O condicionamento de medo contextual foi realizado em uma
caixa retangular (35 x 20 x 30 cm) com paredes laterais de aluminio,
parede frontal e teto de acrilico, e piso gradeado (barras de ago
inoxidavel de 3 mm de didmetro, espagadas por 9 mm de distancia)
conectado a um gerador de choques elétricos (Insight, Ribeirdo Preto,
Brasil). Essa caixa passou a ser denominada como “Contexto A”. Uma
segunda caixa (30 x 30 x 30 cm), com paredes e piso de vidro e teto
gradeado, designada como “Contexto B”, foi utilizada para verificar a
ocorréncia de generalizacdo da resposta de medo em um ambiente
diferente daquele associado aos choques nas patas.

O protocolo experimental utilizado teve duracdo total de 4 a 7
dias (Figura 9), de acordo com o experimento. No dia 1, durante uma
sessdo inicial de familiarizacdo, o animal foi colocado no Contexto A,
onde podia explorar livremente a caixa por um periodo de 3 minutos. No
dia seguinte, o animal foi re-exposto ao Contexto A para a sessdo de
condicionamento (ou pareamento), durante a qual recebeu, ap6s um
periodo inicial (pré-choque) de 30 s, um ou trés choques elétricos nas
patas, conforme o protocolo adotado. Para o protocolo de treino forte,
foram aplicados trés choques de 0,7 mA a 60 Hz por 3 s a cada 30 s nos
experimentos com animais ndo operados e trés choques de 1 mA a 60
Hz por 3 s a cada 30 s nos experimentos com animais que passaram pelo
procedimento de cirurgia estereotdxica para insercao de canulas-guia no
PL. O protocolo de treino fraco consistiu de apenas um choque de 0,7 ou
1 mA, 60 Hz, por 3 s. As diferengas de intensidade dos choques visou a
obtencdo do mesmo nivel de tempo de congelamento entre animais ndo
operados e operados. Apo6s a sessdo de condicionamento, o animal
permaneceu na caixa de condicionamento por 30 s adicionais (periodo
po6s-choque) antes de retornar & caixa-moradia. Os protocolos utilizados
foram adotados com base em estudos piloto para triagem de uma
intensidade de choque que fosse capaz de gerar um “condicionamento
forte”, com a formagdo de uma memoria associativa intensa e expressao
significativa de comportamentos relacionados ao medo, ou um
“condicionamento fraco”, que permitisse observar um aumento nesses
comportamentos caso a consolidacdo da memoria fosse potencializada.

Um dia ap6s a sessdo de condicionamento, os animais foram re-
expostos ao Contexto A por 3 min, para a evocacdo e avaliagdo da
retencdo da memoria (Teste A), sem a aplicacdo de choques nas patas.
Um dia depois do Teste A, os animais foram expostos ao Contexto B
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por 3 min (Teste B). Em experimentos que visavam detectar a
interferéncia da reconsolidacdo da memoria, uma sessdo adicional
(denominada de “Reativagdo” e livre da aplicagdo de choques nas patas)
foi inserida entre a sessdo de condicionamento e o Teste A. Nos
experimentos de extingdo, um dia depois do Teste B o animal
permanecia durante 15 min no Contexto A (sem a aplicacdo de choques
nas patas) e, 24 ou 48 h depois, era re-exposto ao Contexto A (Teste Ay)
ou ao Contexto B (Teste B,), respectivamente, para avaliar a retencéo da
exting&o.

1d 1d 1d

ol = —3

Familiarizagdo Condici t Teste A Teste B
(Contexto A, 3 min) e B e S (Contexto A, 3 min) (Contexto B, 3 min)

N /.

Reativagdo (Contexto A, 3 min)
ou
Extingdo (Contexto A, 15 min)

Figura 9. Protocolo de condicionamento de medo ao contexto.

O comportamento avaliado durante as sessdes foi o tempo de
congelamento (tempo na auséncia de movimentos, exceto 0s necessarios
pra a respiracdo), quantificado (em segundos) a cada minuto usando um
crondmetro. O tempo de congelamento foi expresso como porcentagem
de tempo de congelamento total de cada sessdo. Os experimentos foram
gravados por uma camera de video acoplada a um aparelho de DVD,
permitindo a avaliagdo dos comportamentos realizados pelos animais. O
experimentador permanecia em uma antessala, acompanhando o
comportamento do animal por meio da visualizagéo pelo monitor.

Os experimentos comportamentais foram realizados com
luminosidade de 60 lux e ocorreram entre as 13:00 e 17:00 h. A limpeza
dos contextos foi feita com solucdo de etanol 10% (v/v) entre a
exposicdo de um animal e outro e apds cada uma das sessbes
experimentais realizadas.
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3.5 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da
média (EPM). Apo6s verificar a distribuicdo normal das amostras e
assegurar sua normalidade, os dados foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) de uma ou duas vias, ou ao teste t de Student,
conforme necessario. Quando re-exposi¢fes ao mesmo contexto foram
realizadas ou durante os blocos de 3 min adotados durante a sessdo de
extincdo, ANOVA de medidas repetidas foi adotada. O teste post-hoc de
Newman-Keuls foi realizado quando a ANOVA revelou uma interago
significativa, sendo aceito um valor de significancia estatistica de P <
0,05, para determinar as diferencas entre os grupos. Os resultados foram
analisados utilizando o software Statistica 7° (StatSoft Inc., EUA) e
foram representados em graficos confeccionados com o software
GraphPad Prism 5° (GraphPad Prism, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Experimento 1: A administracéo sistémica de adrenalina
durante a consolidagdo da memdria aversiva promove a
generalizagdo da resposta de medo condicionada ao contexto.

Para investigar se 0 aumento da atividade noradrenérgica
induzido pela injecdo sistémica de adrenalina seria capaz de promover a
generalizacdo da resposta de medo, 40 ratos foram distribuidos
randomicamente em 4 grupos experimentais (9-11 animais por grupo) e
receberam uma injecéo de veiculo ou adrenalina (0,5, 1 ou 2 mg/kg) por
via i.p. imediatamente ap6s a sessdo de treino forte (pareamento do
contexto A com 3 choques) no protocolo de condicionamento de medo
ao contexto.

A ANOVA de uma via ndo demonstrou efeito significativo do
tratamento durante o Teste A (F33 = 1,54; P = 0,22). Todos 0s grupos
apresentaram valores semelhantes de tempo de congelamento quando re-
expostos ao contexto previamente pareado com 0s choques nas patas,
possivelmente devido ao alcance de um nivel teto para esta resposta
comportamental condicionada nas condi¢des experimentais adotadas (o
treino forte proporciona, por si s6, niveis proximos a 80% de tempo de
congelamento). Durante a exposi¢cdo ao contexto novo (Teste B), a
ANOVA de uma via demonstrou um efeito significativo do tratamento
no tempo de congelamento (F335 = 7,27; P = 0,00062). O teste post-hoc
de Newman-Keuls revelou que os animais tratados com 1 mg/kg de
adrenalina apresentaram aumento significativo do tempo de
congelamento frente & exposicdo ao contexto novo em relacdo aos
animais tratados com veiculo (P = 0,00039), sugerindo generalizacdo da
resposta de medo, conforme ilustrado na Figura 10.
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Figura 10. A injecdo sisttmica de adrenalina induz a generalizacdo da
resposta de medo no protocolo de treino forte do condicionamento de medo
ao contexto. Veiculo (VE) ou adrenalina (ADR; 0,5, 1 ou 2 mg/kg) foram
administrados por via intraperitoneal (i.p.) imediatamente apds a sessdo de
treino forte no protocolo de condicionamento de medo ao contexto. Os valores
sdo expressos como média + EPM da porcentagem de tempo de congelamento
frente ao contexto pareado (Teste A) ou neutro (Teste B). * indica uma
diferenca significativa (P < 0,05) em relacdo ao grupo controle (ANOVA de
uma via seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls). El= Estimulo
incondicionado. NUmero de animais por grupo: VE= 11, ADR 0,5 mg/kg= 9,
ADR 1 mg/kg=9 e ADR 2 mg/kg= 11.

4.2 Experimento 2: O efeito da administracdo sistémica de
adrenalina resulta da potencializagdo da consolidagdo da memoria
de medo condicionado ao contexto.

No experimento anterior, niveis teto de tempo de congelamento
podem ter sido alcangados durante o Teste A em decorréncia da adogéo
do protocolo de treino forte, “mascarando” possiveis aumentos nesse
pardametro e dificultando a interpretacdo do efeito da adrenalina
especificamente sobre a consolidacdo da meméria de medo. Para
confirmar que o efeito da injecdo sistémica de adrenalina promoveu a
generalizacdo da resposta de medo por potencializar a consolidacdo da
meméria de medo, 19 ratos foram distribuidos em 2 grupos
experimentais independentes (9-10 animais por grupo) e receberam a
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injecdo de veiculo ou adrenalina (1 mg/kg) por via i.p. imediatamente
apos a sessao de treino fraco (pareamento do contexo A com 1 choque)
no protocolo de condicionamento de medo ao contexto.

Conforme observado na Figura 11, o teste “t” de Student revelou
uma diferenca significativa do tratamento no Teste A (t;; = 5,45; P =
0,03), uma vez que os animais tratados com 1 mg/kg apresentaram um
aumento significativo no tempo de congelamento em relagdo aos
animais tratados com veiculo, evidenciando a potencializacdo da
consolidagdo da memoria de medo condicionado ao contexto nas
condi¢des adotadas. Nenhuma diferenca significativa foi observada
entre 0s grupos na sessao de Teste B (t;7 = 3,63; P = 0,07).

1dia v1 dia 1dia

Contexto A —Contexto A+ 1 EIl —Contexto A —p Contexto B
Familiarizagéo Condicionamento Teste A Teste B
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@ 607 @
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2 2 | [

(] 0- [) 0-

= Teste A = Teste B

Figura 11. A injecéo sistémica de adrenalina potencializa a consolidagéo de
uma memoria aversiva em um protocolo de condicionamento de medo ao
contexto. Veiculo (VE) ou adrenalina (ADR; 1 m/kg) foram administrados por
via intraperitoneal (i.p.) imediatamente ap6s a sessdo de treino fraco no
protocolo de condicionamento de medo ao contexto. Os valores sdo expressos
como média + EPM da porcentagem de tempo de congelamento frente ao
contexto pareado (Teste A) ou neutro (Teste B). * indica uma diferenca
significativa (P < 0,05) em relagdo ao respectivo grupo controle (teste “t” de
Student). El= Estimulo incondicionado. Nimero de animais por grupo: VE= 9 e
ADR 1 mg/kg= 10.
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4.3 Experimento 3: A memdria de medo potencializada pela
injecdo sistémica de adrenalina durante a consolidagdo é mais
resistente a extingéo.

Para avaliar se a potencializacdo da consolidacdo induzida pela
administragdo sistémica de adrenalina aumenta a resisténcia dessa
meméria a extingdo, 19 ratos foram distribuidos aleatoriamente em 2
grupos experimentais (9-10 animais por grupo) e receberam a injecéao de
veiculo ou adrenalina (1 mg/kg) por via i.p. imediatamente apds a sessao
de treino forte no protocolo de condicionamento de medo ao contexto.
De forma semelhante aos experimentos anteriores, apds a sessdo de
Condicionamento os animais foram submetidos aos Testes A e B, com o
diferencial de serem posteriormente expostos a uma sessdo de Extincéo
(15 min) e aos Testes A, e B,, a fim de avaliar a eficacia desse
procedimento em reduzir o tempo de congelamento.

Como demonstrado previamente, o teste “t” de Student néo
revelou uma diferenga significativa no Teste A (t;7 = 0,54; P = 0,47)
(Figura 12A), mas sim durante o Teste B (t;; = 18,82; P = 0,00045)
(Figura 12B), onde os animais tratados com adrenalina apresentaram um
tempo de congelamento significativamente maior que aqueles tratados
com veiculo. Durante a sessdo de Extin¢éo (Figura 12C), a ANOVA de
medidas repetidas demonstrou uma diferenga significativa em relagéo
aos cinco blocos de 3 min durante essa sessdo (Fsgs = 28,76; P =
0,000001), havendo uma reducdo significativa na expressdao de
congelamento nos grupos tratados com veiculo e adrenalina a partir do
segundo e terceiro blocos em relacdo ao primeiro, respectivamente.
Dessa forma, ambos os grupos foram capazes de adquirir a memoria de
extin¢do, embora o processo tenha ocorrido de maneira mais lenta nos
animais tratados com adrenalina. Ndo foram observados efeitos
significativos do tratamento (Fy 7 = 2,17; P = 0,15861) ou da interacdo
entre o tratamento e os blocos de 3 min (F46s= 1,86; P = 0,12793).

Apos a sessdo de Extingdo, o teste “t” de Student revelou que os
animais tratados com adrenalina expressaram tempo de congelamento
significativamente maior que os animais tratados com veiculo durante o
Teste A, (t;7 = 7,80; P = 0,012) e o Teste B, (t;7 = 10,01; P = 0,006)
(Figura 12D e E), sugerindo que, apesar de ambos adquirirem a
meméria de extingdo de maneira semelhante, 0s animais tratados com
adrenalina apresentaram um prejuizo na consolidacdo da memoria de
extingéo.

Quando os dados da Figura 12A e D foram comparados, a
ANOVA de medidas repetidas indicou um efeito significativo do
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tratamento (Fy 17 = 6,48; P = 0,021) e do fator repeticéo (F, 17 = 40,17; P
= 0,00001), mas ndo uma interacdo significativa entre eles (Fy 17 = 3.55;
P = 0,077). O teste post-hoc de Newman-Keuls revelou que tanto o
grupo tratado com veiculo quanto o tratado com adrenalina
apresentaram um tempo de congelamento significativamente menor
apo6s a sessdo de extingdo (Teste A;) (P = 0,000205 e 0,015413,
respectivamente). Para os Testes B e B, (Figura 12B e E), a ANOVA de
medidas repetidas indicou um efeito significativo do tratamento (Fy 7 =
25,71; P =0,00009) e do fator repeticéo (F 17 = 8,23; P = 0,01065), mas
ndo uma interagéo entre ambos (Fy ;7 = 3,04; P = 0,09927). O teste post-
hoc de Newman-Keuls revelou que apenas 0s animais tratados com
adrenalina apresentaram um tempo de congelamento significativamente
menor no Teste B,, realizado ap6s a sessao de Extingdo (P = 0,004741).
Dessa forma, mesmo que o procedimento de extingdo tenha sido capaz
de atenuar as respostas de medo condicionadas e generalizadas nos
grupos tratados com adrenalina, essa intervencdo tornou a extingdo
menos eficiente, confirmando a maior resisténcia dessa memoria
aversiva quando comparado aos controles.
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Figura 12. A injecdo sisttmica de adrenalina durante a consolidacdo
prejudica a extin¢do da memoria de medo ao contexto. Veiculo (VE) ou
adrenalina (ADR; 1 mg/kg) foram administrados por via intraperitoneal (i.p.)
imediatamente ap0s a sessdo de treino forte no protocolo de condicionamento
de medo ao contexto. (A) e (B) Porcentagem do tempo de congelamento frente
a exposicgdo aos contextos pareado (Teste A) e neutro (Teste B) realizados antes
da sessdo de Extingdo. (C) Os animais foram submetidos a uma sessdo de
extingdo com duragdo de 15 minutos no contexto pareado (contexto A), seguida
por novos testes nos contextos (D) pareado (Teste A,) e (E) neutro (Teste B)
nos dias seguintes. A seta indica 0 momento do tratamento. Os valores sdo
expressos como média + EPM da porcentagem de tempo de congelamento. *
indica uma diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo controle, # e
+ indicam uma diferenca significativa em relagdo ao préprio grupo durante o
primeiro bloco da extingdo e d indica uma diferenga significativa quando
comparado ao respectivo grupo durante o Teste A ou B (teste “t” de Student ou
ANOVA de medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).
El= Estimulo incondicionado. NUmero de animais por grupo: VE= 10 e ADR 1
mg/kg= 9.
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4.4 Experimento 4: O antagonismo de receptores a;- e PB-
adrenérgicos no cértex PL previne a generalizacdo da resposta de
medo promovida pela administracao sistémica de adrenalina.

Para investigar se os receptores o3- € B-adrenérgicos do cortex PL
sdo recrutados para a generalizacdo da resposta de medo promovida pela
administracdo sistémica de adrenalina, 58 ratos foram alocados em 6
grupos experimentais (8-11 animais por grupo) nos quais receberam a
infusdo bilateral de veiculo, do antagonista a;-adrenérgico prazosina
(0,3 pg/hemisfério) ou do antagonista B-adrenérgico propranolol (0,3
pg/hemisfério) no cortex PL imediatamente antes da injecdo de veiculo
ou adrenalina (1 mg/kg) por via i.p. As injecGes foram realizadas ap6s a
sessdo de treino forte no protocolo de condicionamento de medo ao
contexto.

A ANOVA de duas vias ndo revelou diferenca significativa do
pré-tratamento (F,s, = 0,07; P = 0,93427), tratamento (Fy5, = 1,87; P =
0,17744) ou interagdo destes fatores (F,s, = 1,41; P = 0,25423) para 0
tempo de congelamento no Teste A. Conforme observado na Figura 13,
todos 0s grupos apresentaram valores semelhantes de tempo de
congelamento quando re-expostos ao contexto pareado. Durante o Teste
B, a ANOVA de duas vias indicou uma diferenga significativa quanto
ao tratamento (Fys, = 12,76; P = 0,00077), mas ndo quanto ao pré-
tratamento (F,s; = 2,34; P = 0,10636) ou interacdo entre ambos os
fatores (F2s, = 1,95; P = 0,15294). O teste post-hoc de Newman-Keuls
revelou que o grupo pré-tratado com veiculo e tratado com adrenalina
apresentou um aumento significativo do tempo de congelamento em
comparagdo com 0 grupo pré-tratado e tratado com veiculo (P =
0,005389). Contudo, os grupos pré-tratados com prazosina ou
propranolol e tratados com adrenalina apresentaram uma diminuicdo
significativa da porcentagem de tempo de congelamento em comparagéo
com o grupo pré-tratado com veiculo e tratado com adrenalina (P =
0,021282 e 0,025497, respectivamente), sugerindo que a ativacdo dos
receptores o4- ¢ B-adrenérgicos presentes no cortex PL é necessaria para
a generalizacdo da resposta de medo promovida pela injecdo sistémica
de adrenalina.
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Figura 13. Os receptores a;- € p-adrenérgicos do cortex pré-limbico sdo
necessarios para a generalizacdo da resposta de medo promovida pela
injecdo sistémica de adrenalina no protocolo de condicionamento de medo
ao contexto. Veiculo (VE), prazosina (PRAZ; 0,3 pg por hemisfério) ou
propranolol (PROP; 0,3 pg por hemisfério) foram infundidos no cortex pré-
limbico (PL) imediatamente apds a sessdo de treino forte no protocolo de
condicionamento de medo ao contexto, seguido, imediatamente, pela inje¢éo via
intraperitoneal (i.p.) de veiculo (VE) ou adrenalina (ADR; 1 mg/kg). As setas
indicam o momento do pré-tratamento e do tratamento. Os valores séo
expressos como média + EPM da porcentagem de tempo de congelamento
frente ao contexto pareado (Teste A) ou neutro (Teste B). * indica uma
diferenca significativa (P < 0,05) em relacdo ao respectivo grupo controle e #
indica uma diferenga significativa (P < 0,05) em relacdo ao grupo VE-ADR
(ANOVA fatorial seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls). El= Estimulo
incondicionado. Numero de animais por grupo: VE + VE= 8, VE + ADR1
mg/kg= 10, PRAZ 0,3 pg + VE= 10, PRAZ 0,3 ug + ADR 1 mg/kg= 11, PROP
0,3 pug + VE=8e PROP 0,3 ug + ADR1 mg/kg= 11.

4.5 Experimento 5: A infusdo de noradrenalina no cortex PL
durante a consolidagdo da memoria aversiva promove a
generalizagédo da resposta de medo condicionada ao contexto.

Para explorar se 0 aumento da atividade noradrenérgica
diretamente no cortex PL seria suficiente para induzir a generalizacdo da
resposta de medo, 41 ratos foram distribuidos em 4 grupos
experimentais (9-11 animais por grupo) que receberam a infuséo
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bilateral de veiculo ou noradrenalina (1, 2 ou 4 pg/hemisfério) no cortex
PL imediatamente apds a sessdo de treino forte no protocolo de
condicionamento de medo ao contexto.

A ANOVA de uma via ndo demonstrou efeito significativo do
tratamento no tempo de congelamento durante o Teste A (Fs37 = 2,20; P
= 0,10417). No Teste B, a ANOVA de uma via indicou em efeito
significativo do tratamento (F337 = 7,29; P = 0,000581), e o teste post-
hoc de Newman-Keuls revelou que o0s animais tratados com
noradrenalina  expressaram um tempo de  congelamento
significativamente maior (P = 0,000581) que aqueles tratados com
veiculo. Esses dados indicam que o aumento da atividade
noradrenérgica especificamente no cortex PL é suficiente para induzir a
generalizagdo da resposta de medo, conforme observado na Figura 14.
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Figura 14. A infusdo de noradrenalina no cértex pré-limbico durante a
consolidacdo de uma memoria aversiva promove a generalizacdo da
resposta de medo em um protocolo de condicionamento de medo ao
contexto. Veiculo (VE) ou noradrenalina (NA; 1, 2 ou 4 ug por hemisfério)
foram infundidos no cortex pré-limbico (PL) imediatamente ap06s a sessdo de
treino forte no protocolo de condicionamento de medo ao contexto. Os valores
sdo expressos como média = EPM da porcentagem de tempo de congelamento
frente ao contexto pareado (Teste A) ou neutro (Teste B). * indica uma
diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo ao respectivo grupo controle
(ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls). El=
Estimulo incondicionado. NUmero de animais por grupo: VE= 8, NA 1 ug=9,
NA 2 pg=11 e NA 4 pg= 10.
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4.6 Experimento 6: O efeito da noradrenalina infundida no
cortex PL resulta da potencializacdo da consolidacdo da memoéria de
medo condicionado ao contexto.

Visando avaliar se 0 aumento da atividade noradrenérgica no
cortex PL promove a generalizacdo da resposta de medo por
potencializar a consolidacdo da memoria de medo, 16 ratos foram
distribuidos aleatoriamente em 2 grupos experimentais (8 animais por
grupo) e receberam a infusdo bilateral de veiculo ou noradrenalina (2
pg/hemisfério) no cortex PL imediatamente apds a sessdo de treino
fraco no protocolo de condicionamento de medo ao contexto.

O teste “t” de Student revelou uma diferenca significativa do
tratamento (t;4 = 16,15; P = 0,001227) durante o Teste A. Conforme
observado na Figura 15, os animais tratados com noradrenalina
apresentaram um aumento significativo no tempo de congelamento em
relacdo aos animais tratados com veiculo, sugerindo a potencializacdo
da consolidacdo da memodria de medo condicionado ao contexto no
protocolo de treino fraco. Para a exposicdo ao contexto neutro, ndo foi
observada qualquer diferenca significativa entre os grupos (ty4 = 2,04; P
=0,17532).
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Figura 15. A infusdo de noradrenalina no cortex pré-limbico potencializa a
consolidacdo da memdria aversiva em um treino fraco no protocolo de
condicionamento de medo ao contexto. Veiculo (VE) ou noradrenalina (NA; 2
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Hg por hemisfério) foram infundidos no cértex pré-limbico (PL) imediatamente
apos a sessao de treino fraco no protocolo de condicionamento de medo ao
contexto. Os valores sdo expressos como média =+ EPM da porcentagem de
tempo de congelamento frente ao contexto pareado (Teste A) ou neutro (Teste
B). * indica uma diferenca significativa (P < 0,05) em relacdo ao respectivo
grupo controle (teste “t”de Student). EI= Estimulo incondicionado. NUmero de
animais por grupo: VE=8 e NA 2 ug= 8.

4.7 Experimento 7: Os receptores a;- e B-adrenérgicos do
cértex PL contribuem para a generalizacdo da resposta de medo
promovida pela infusdo local de noradrenalina.

Para confirmar o papel dos receptores a;- € pB-adrenérgicos do
cortex PL na generalizagdo da resposta de medo promovida pelo
aumento da atividade noradrenérgica local, 52 ratos foram
randomicamente distribuidos em 6 grupos experimentais (8-10 animais
por grupo) e receberam como pré-tratamento veiculo, propranolol (0,3
pg/hemisfério) ou prazosina (0,3 pg/hemisfério) 5 minutos antes do
tratamento com veiculo ou noradrenalina (2 pg/hemisfério), ambos
infundidos bilateralmente no cortex PL, apds a sessdo de treino forte no
protocolo de condicionamento de medo ao contexto.

Todos 0s grupos expressaram um tempo de congelamento
semelhante durante o Teste A (Figura 16), onde a ANOVA fatorial ndo
revelou qualquer efeito significativo do pré-tratamento (F, 46 = 2,26; P =
0,11554), do tratamento (Fy 45 = 3,63; P = 0,0615) ou da interacéo entre
ambos (Fy4 = 1,17; P = 0,31864). No Teste B, a ANOVA fatorial
demonstrou um efeito significativo do pré-tratamento (F,4s = 19,79; P =
0,000001), do tratamento (Fy4 = 22,43; P = 0,00002) e da interacdo
entre ambos (F, 46 = 12,99; P = 0,00003). O teste post-hoc de Newman-
Keuls revelou que os animais pré-tratados com veiculo e tratados com
noradrenalina  apresentaram um tempo de  congelamento
significativamente maior que os animais controle (P = 0,000128), efeito
que foi prevenido pelo pré-tratamento com prazosina (P = 0,000171) e
propranolol (P = 0,000119). Esse resultado confirma que tanto os
receptores oy- quanto [-adrenérgicos do cortex PL sustentam a
generalizagdo da resposta de medo induzida pelo aumento da
transmissdo noradrenérgica local.
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Figura 16. Os receptores a,- € B-adrenérgicos do cortex pré-limbico sdo
necessarios para a generalizacdo da resposta de medo induzida pela infuséo
local de noradrenalina durante a consolidacdo da memdria aversiva no
protocolo de condicionamento de medo ao contexto. Veiculo (VE), prazosina
(PRAZ; 0,3 pug por hemisfério) ou propranolol (PROP; 0,3 pg por hemisfério)
foram infundidos no cortex pré-limbico (PL) imediatamente ap06s a sesséo de
treino forte no protocolo de condicionamento de medo ao contexto, seguido, 5
minutos apos, pela infusdo de VE ou noradrenalina (NA; 2 pg por hemisfério)
na mesma regiéo cerebral. As setas indicam o0 momento do pré-tratamento e do
tratamento. Os valores sdo expressos como média + EPM da porcentagem de
tempo de congelamento frente ao contexto pareado (Teste A) ou neutro (Teste
B). * indica uma diferenca significativa (P < 0,05) em relacdo ao respectivo
grupo controle e # indica uma diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo ao
grupo VE-NA (ANOVA fatorial seguida pelo teste post-hoc de Newman-
Keuls). El= Estimulo incondicionado. Numero de animais por grupo: VE +
VE= 8, VE + NA 2 ug=9, PRAZ 0,3 ug + VE= 10, PRAZ 0,3 pug + NA 2 pg=
8, PROP 0,3 g + VE= 8 e PROP 0,3 ug + NA 2 ug=9.

4.8 Experimento 8: O aumento da atividade noradrenérgica
no cortex PL durante a consolidagdo da memdria de medo a torna
resistente a interferéncia farmacoldgica durante sua reconsolidacao.

Para explorar se, além da generalizacdo da resposta de medo, o
aumento da atividade noradrenérgica no cortex PL durante a
consolidagdo de uma memoria aversiva seria capaz de induzir o
aparecimento de outra caracteristica relacionada as memorias aversivas
patoldgicas, como a maior resisténcia a acdo de agentes farmacol6gicos
durante a sua reconsolidacdo (BOS; BECKERS; KINDT, 2014,
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GAZARINI et al.,, 2014), 39 ratos foram alocados em 4 grupos
experimentais (8-11 animais por grupo) e receberam como pré-
tratamento a infusdo de veiculo ou noradrenalina (2 pg/hemisfério) no
cortex PL imediatamente ap6s a sessdo de treino forte no protocolo de
condicionamento de medo ao contexto e, um dia depois, imediatamente
apo6s serem re-expostos ao contexto pareado na sessdo de Reativacdo,
receberam o tratamento com veiculo ou canabidiol (CBD; 10 mg/kg),
um fitocanabinoide capaz de prejudicar a reconsolidacdo de memarias
de medo ao contexto (STERN et al., 2012), por via i.p.

A ANOVA de duas vias com medidas repetidas apontou um
efeito significativo do pré-tratamento (F;zs = 8,88; P = 0,00521), do
tratamento (Fy 35 = 5,18; P = 0,02914) e da re-exposi¢do ao Contexto A
(F135 = 32,464; P = 0,000001), mas néo da interagdo entre todos esses
fatores (Fy 35 = 5,2615; P = 0,2792). Conforme demonstrado na Figura
17, o teste post-hoc de Newman-Keuls revelou que o tratamento com
canabidiol foi capaz de diminuir o tempo de congelamento no Teste A
nos animais pré-tratados com veiculo (P = 0,000124), mas tal efeito foi
omitido nos animais pré-tratados com noradrenalina no cortex PL,
sugerindo uma resisténcia a acdo deste agente farmacoldgico em atenuar
a resposta de medo condicionada ao contexto.

Para o Teste B, a ANOVA fatorial indicou uma diferenca
significativa quanto ao pré-tratamento (Fy 35 = 19,99; P = 0,00008), mas
n&do quanto ao tratamento (F; 35 = 0,04; P = 0,84858) ou a interagéo entre
eles (Fy35 = 0,06; P = 0,80670.). O teste post-hoc de Newman-Keuls
revelou que os animais pré-tratados com noradrenalina no cértex PL
apresentaram um aumento significativo do tempo de congelamento no
contexto neutro, de maneira independente do tratamento com veiculo (P
= 0,005257) ou canabidiol (P = 0,012646) apds a sessdo de Reativacéo.
Esses resultados demonstram que a hiperativacdo noradrenérgica no PL
tornou a memoria de medo resistente ao efeito do canabidiol de atenuar
tanto a resposta de medo condicionada quanto o perfil de generalizacéo
da resposta de medo.
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Figura 17. O aumento da atividade noradrenérgica no cortex pré-limbico
durante a consolidacdo da meméria aversiva previne o efeito do canabidiol
sobre a reconsolidagcdo da memdria de medo ao contexto. Veiculo (VE) ou
noradrenalina (NA; 2 pg por hemisfério) foram infundidos no cortex pré-
limbico (PL) imediatamente apés a sessdo de Condicionamento em um treino
forte no protocolo de condicionamento de medo ao contexto. Um dia depois,
durante a sessdo de Reativacdo, VE ou canabidiol (CBD; 10 mg/kg) foram
administrados por via intraperitoneal (i.p.). As setas indicam 0 momento do pré-
tratamento e do tratamento. Os valores sdo expressos como média + EPM da
porcentagem de tempo de congelamento frente ao contexto pareado (Reativacao
e Teste A) ou neutro (Teste B). * indica uma diferenca significativa (P < 0,05)
em relagdo ao respectivo grupo controle (ANOVA de duas vias de medidas
repetidas ou ANOVA fatorial seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).
El= Estimulo incondicionado. NUmero de animais por grupo: VE + VE= 10,
NA 2 ug + VE= 8, VE + CBD 10 mg/kg= 11 e NA 2 pg + CBD 10 mg/kg= 10.

49 Experimento 9: A administracdo sisttmica de D-
cicloserina ndo torna a memodria aversiva potencializada pelo
aumento da atividade noradrenérgica no cértex PL mais sensivel a
interferéncia farmacol6gica durante a sua reconsolidacao.

Uma vez que o aumento da atividade noradrenérgica pode
prejudicar a labilizacdo de uma memoria aversiva e impedir o efeito
farmacoldgico de agentes amnésicos de interferir em sua reconsolidacao
(GAZARINI et al., 2014; SOETER; KINDT, 2013), justificando os
achados descritos no experimento anterior, este experimento teve como
objetivo avaliar o potencial da D-cicloserina (DCS), um agonista parcial
de receptores glutamatérgicos NMDA que facilita a labilizacdo da
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memoéria (BUSTOS et al.,, 2010; MAO; LIN; GEAN, 2008), em
recuperar o efeito farmacoldgico do canabidiol sobre a reconsolidacéo.
Para tanto, 22 ratos receberam uma infusdo de noradrenalina (2
pg/hemisfério) no coértex PL imediatamente apds a sessdo de treino forte
no protocolo de condicionamento de medo ao contexto e,
posteriormente, foram distribuidos em 2 grupos experimentais (10-12
animais por grupos) com base na administracdo, por via i.p., de veiculo
ou D-cicloserina (DCS; 15 mg/kg) 30 min antes da sessdo de Reativagdo
e do tratamento com veiculo ou canabidiol (10 mg/kg) imediatamente
apds essa mesma sessao.

Conforme observado na Figura 18, para as re-exposi¢des ao
contexto pareado durante as sessdes de Reativagdo e Teste A, a ANOVA
de medidas repetidas ndo apontou um efeito significativo quanto ao
tratamento (Fy 20 = 0,72; P = 0,40560), ao fator repetigdo (Fy 2 = 2,59; P
= 0,12336) ou da interacdo entre ambos (F12 = 0,41; P = 0,52780).
Esses dados demonstram que a dose utilizada de D-cicloserina nédo
interferiu na expressdo da resposta condicionada ao contexto durante a
sessdo de Reativagdo, mas também néo se mostrou capaz de superar a
resisténcia ao efeito farmacolégico do canabidiol, uma vez que nao foi
observada uma diminuicdo da porcentagem de tempo de congelamento
durante o Teste A. No Teste B, o teste “t” de Student ndo indicou
nenhuma diferenca significativa (t,o = 0,02; P = 0,89136).

1dia *1 diav 1dia 1dia
Contexto A —Contexto A + 3 EI - Contexto A — Contexto A —# Contexto B
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Figura 18. A administracdo sisttmica de D-cicloserina ndo elimina a
resisténcia ao efeito farmacoldgico do canabidiol induzida pelo aumento da
atividade noradrenérgica no cértex pré-limbico durante a consolidacdo da
memdria aversiva em um protocolo de condicionamento de medo ao
contexto. Veiculo (VE) ou noradrenalina (NA; 2 pg por hemisfério) foram
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infundidos no cértex pré-limbico (PL) imediatamente apds a sesséo de treino
forte no protocolo de condicionamento de medo ao contexto. Um dia depois, 0s
animais receberam uma injecdo intraperitoneal (i.p.) de VE ou D-cicloserina
(DCS; 15 mg/kg) 30 minutos antes da sessdo de Reativacdo e, imediatamente
apbés a sessdo, uma inje¢do i.p. de canabidiol (CBD; 10 mg/kg). As setas
indicam o momento do pré-tratamento e dos tratamentos. Os valores sdo
expressos como média + EPM da porcentagem de tempo de congelamento
frente exposicdo ao contexto pareado (Reativagdo e Teste A) ou neutro (Teste
B). * indica uma diferenca significativa (P < 0,05) em rela¢do ao grupo controle
(ANOVA de medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls,
ou teste “t” de Student para grupos independentes). EI= Estimulo
incondicionado. NUmero de animais por grupo: NA 2 ug + VE + CBD 10
mg/kg=10e NA 2 pg + DCS 15 mg/kg + CBD 10 mg/kg= 12.
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5 DISCUSSAO

Os principais resultados deste trabalho foram: (i) a administracéo
sisttmica de adrenalina potencializou a consolidacdo da memoria
aversiva e promoveu um aumento do tempo de congelamento em um
contexto neutro, sugerindo certo grau de generalizacdo da resposta de
medo, além de (ii) tornar essa memdria mais resistente ao processo de
extincdo; (iii) o antagonismo de receptores oy- e P-adrenérgicos no
cortex PL impediu a generalizacdo da resposta de medo induzida pela
injecdo sistémica de adrenalina; (iv) a infusdo de noradrenalina no
cortex PL foi suficiente para promover a generalizagdo da resposta de
medo (V) por meio do recrutamento de receptores ay- € B-adrenérgicos
desta regido; (vi) a memoria aversiva potencializada pela infusdo de
noradrenalina no cdrtex PL se mostrou resistente ao prejuizo de
reconsolidacdo induzido pelo canabidiol, condicdo que permaneceu
inalterada mesmo apds administracdo sistémica de D-cicloserina antes
da sessdo de Reativacéo.

A ocorréncia de um evento traumatico é capaz de alterar o
processamento das informacOes pertinentes a essa experiéncia,
permitindo que estas sejam armazenadas de maneira mais intensa e
duradoura (MCGAUGH, 2013). Os dados obtidos neste trabalho
sustentam o envolvimento do sistema adrenérgico na formacdo de uma
memoria aversiva robusta, generalizada e que € menos susceptivel a
supressdo por meio da extingdo, em concordancia com trabalhos prévios
demonstrando o papel da adrenalina liberada sistemicamente pela
glandula adrenal na formagéo e manutencdo de memérias relacionadas a
eventos aversivos (ROOZENDAAL; BARSEGYAN; LEE, 2008). Com
a administracdo de adrenalina por via sistémica imediatamente apo6s a
sessdo de treino forte no Experimento 1, ndo foi possivel observar um
aumento do tempo de congelamento durante a sessdo de Teste A,
possivelmente devido a obtencdo de um nivel maximo da expressdo
desse comportamento nestas condicGes experimentais. Entretanto, a
dose intermediaria de adrenalina (1 mg/kg) foi capaz de promover a
generalizagdo da resposta de medo, observada através do aumento
significativo do tempo de congelamento durante a sessdo de Teste B.
Esse resultado evidencia o efeito de curva em U invertido classicamente
associado a transmissao adrenérgica, onde a formagdo de uma meméria
seria potencializada até um nivel 6timo de estresse, acima ou abaixo do
qual este efeito ndo seria observado (SALEHI; CORDERO; SANDI,
2010; YERKES; DODSON, 1908). N&o estd bem estabelecido na
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literatura cientifica quais mecanismos sustentariam esse efeito de curva
em U invertido observado em decorréncia da hiperatividade
noradrenérgica, mas se acredita que o recrutamento de outros sistemas
neuromodulatérios seria responsavel pelo antagonismo fisiolégico desta
transmissdo de maneira a evitar uma ativacdo excessiva de circuitos
neurais (ORDWAY; SCHWARTZ; FRAZER, 2007).

Embora os efeitos descritos anteriormente indiquem o potencial
da adrenalina em facilitar a consolidacdo das memodrias de medo, a
auséncia de aumentos na resposta de congelamento frente ao contexto
pareado ndo sustenta essa conclusdo. Contudo, quando a dose efetiva de
adrenalina foi administrada imediatamente apds a sessao de treino fraco
no protocolo de condicionamento de medo ao contexto utilizado no
Experimento 2, ela potencializou a formacdo da memoria aversiva,
permitindo observar um aumento no tempo de congelamento durante o
Teste A. Na sessdo de treino fraco no protocolo de condicionamento de
medo ao contexto apenas 1 choque elétrico é aplicado nas patas dos
animais durante o pareamento com o Contexto A, 0 que induz a
expressdo de um tempo de congelamento menor que aquele obtido apds
a sessdo de treino forte, e permite observar um aumento desse parametro
caso a meméria seja potencializada. Assim, o resultado obtido com o
experimento 2 confirma a potencializa¢do da consolida¢do da memoria
aversiva pela adrenalina, embora outros experimentos poderiam ser
realizados.

Para descartar qualquer efeito de sensibilizagdo como
consequéncia apenas da administracdo da droga, onde o aumento do
tempo de congelamento nédo estaria relacionado necessariamente com a
potencializagdo da consolidagdo da memdria aversiva, a administragdo
da adrenalina poderia ser realizada sem a aplicacdo prévia de choques
nas patas na sessdo de Condicionamento, ou em uma sessdo de
Condicionamento de choque imediato, onde o animal recebe os choques
nas patas imediatamente quando exposto ao contexto. Em ambas as
situacGes a memoéria associativa do evento aversivo ndo é formada, visto
gue ou o choque ndo é apresentado, ou é apresentado de maneira téo
abrupta que ndo permite ao animal associd-lo com o contexto. Assim,
qualquer aumento do tempo de congelamento observado posteriormente
seria inespecifico e ndo relacionado com a potencializacdo da
consolidagdo da meméria aversiva. Ainda, em outro experimento que
permitiria confirmar se a adrenalina promoveu um aumento no tempo de
congelamento por potencializar a consolidacdo da memoria aversiva,
seria esperado que a administragdo concomitante de uma droga capaz de
prejudicar a consolidacdo (como a anisomicina, um inibidor de sintese
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proteica) prevenisse 0 aumento do tempo de congelamento induzido
pela adrenalina. Também, as sessOes de Teste A e Teste B poderiam ser
realizadas em um intervalo de tempo maior apds a sessdo de
Condicionamento, quando ocorre a administragdo de adrenalina

Os resultados obtidos no presente trabalho, além de sugerirem
gue 0 aumento no tempo de congelamento durante a sessdo de Teste A é
consequéncia da potencializacdo da consolidacdo da meméria aversiva
pela adrenalina, vdo ao encontro de dados prévios que demonstram a
natureza quantitativa do perfil de expressdo de medo necessario para a
inducdo do aumento do tempo de congelamento em um contexto novo e
generalizagdo da resposta de medo. No experimento 2, o tempo de
congelamento obtido no contexto pareado apds a potencializacdo da
consolidacdo da memoria com a adrenalina na sesséo de treino fraco ndo
alcangou 0s mesmos niveis obtidos com este mesmo tratamento apos a
sessdo treino forte durante o Experimento 1, assim como no
Experimento 2 também ndo foi observado um aumento significativo do
tempo de congelamento no contexto novo durante a sessdo de Teste B.
Esses resultados estdo em concordancia com outros trabalhos que
sugerem que a generalizacdo da resposta de medo frente a pistas
contextuais ou sonoras s6 acontece ap6s a potencializacdo da meméria
ser capaz de induzir a expressdo de niveis maximos de respostas de
medo no contexto pareado (GAZARINI et al., 2013; 2014; KAOUANE
etal., 2012).

Apesar de esses trabalhos sugerirem que a generalizacdo da
resposta de medo seria uma consequéncia comportamental
preferencialmente de memorias aversivas muito intensas ou
potencializadas, a generalizacdo da resposta de medo em um contexto
ndo pareado com o estimulo incondicionado é um evento esperado &
medida que uma memoria torna-se remota, 0 que segundo a teoria da
consolidagdo sistémica aconteceria devido ao rearranjo do engrama do
hipocampo (regifo altamente especializada no processamento de pistas
espaciais e contextuais) para regides corticais (DUDAI, 2004,
KNIERIM; LEE; HARGREAVES, 2006; WILTGEN; SILVA, 2007).

Além disso, um evento aversivo ndo necessariamente se repetira
da mesma maneira e no mesmo contexto da experiéncia original. Assim,
a habilidade de generalizar o aprendizado de estimulos para outras
situacBes é importante e pode ser considerado como “adaptativo” em
determinadas situacfes. Embora essa influéncia da emocdo sobre a
memoria seja essencial para a sobrevivéncia, pois permite que o
individuo detecte e evite situagfes futuras que possam lhe oferecer
perigo, através do desencadeamento de respostas fisioldgicas e
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comportamentais adequadas (SURI; VAIDYA, 2015), a capacidade de
discriminar entre estimulos e limitar a aplicacdo do aprendizado
somente quando apropriado evita a manifestacdo de respostas
comportamentais ditas “inadequadas” ou “disfuncionais”, como a
supergeneralizacdo da resposta de medo (DUNSMOOR; PAZ, 2015).
Seria precipitado, todavia, inferir apenas com base na avalia¢do
de uma caracteristica comportamental (0 aumento da porcentagem de
tempo de congelamento em um contexto neutro em relacdo ao grupo
controle) que a administracdo sistémica de adrenalina no protocolo de
treino forte utilizado no presente trabalho potencializa a consolidagdo de
uma memdria aversiva de tal maneira a mimetizar em um modelo
animal a generalizagdo de respostas de medo “inadequada” ou
“disfuncional” observada em transtornos psiquiatricos como o PTSD,
ficando evidente a necessidade de uma caracterizacdo comportamental
mais aprofundada, ou seja, se a administracdo de adrenalina também
promove outras caracteristicas observadas na clinica deste transtorno.
Além da manifestacdo de respostas defensivas exacerbadas,
memorias de medo intensas e generalizadas sdo menos susceptiveis a
intervencBes farmacoldgicas e comportamentais durante a extincdo ou
reconsolidagdo que permitam atenuar sua valéncia negativa (BOS;
BECKERS; KINDT, 2014; CAIN; MAYNARD; KEHNE, 2012;
DEBIEC; BUSH; LEDOUX, 2011; GAZARINI et al., 2014; SOETER,;
KINDT, 2013). Neste trabalho, a potencializacdo da memdria induzida
pela administragao sistémica de adrenalina no Experimento 3 retardou a
aquisicdo da memdria de extingdo e impediu a supressao da resposta de
medo a niveis semelhantes aos obtidos com essa manipulacdo
comportamental no grupo controle, tanto no contexto pareado quanto no
contexto neutro. Estes resultados estdo de acordo com dados pré-
clinicos e clinicos que demonstram que memorias traumaticas estdo
associadas com um prejuizo na aquisicdo, consolidacdo ou expressao da
extincdo tanto das respostas comportamentais quanto autonémicas
associadas (BLECHERT et al., 2007; KNOX et al., 2012; MILAD et al.,
2008; 2009; PITMAN et al., 2012; YAMAMOTO et al., 2009).
Entretanto, ndo foi investigado se alteragdes no protocolo, como
aumento no tempo de exposicao a sessao de Extingdo, seriam capazes de
neutralizar ou contrabalancar o prejuizo observado nos animais tratados
com adrenalina e igualar o tempo de congelamento destes animais nas
sessdes de Teste A, e Teste B, com os daqueles tratados com veiculo.
De maneira interessante, diversos trabalhos demonstram que a
hiperativagdo noradrenérgica durante momentos criticos para a
formagéo de memérias aversivas pode contribuir para a instalacdo desse
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prejuizo de extincdo tanto em humanos quanto em animais de
laboratério (DEBIEC; BUSH; LEDOUX, 2011; GAZARINI et al.,
2014; SOETER; KINDT, 2012), destacando a importancia dessa via de
transmissdo. Um perfil semelhante de resisténcia a extingdo foi
observado apds a inducdo da hiperatividade noradrenérgica com a
utilizagdo do antagonista de receptores ay-adrenérgicos ioimbina durante
a consolidacdo de uma memoria aversiva em ratos (GAZARINI et al.,
2014). Somados aos demais, estes resultados nos permitem afirmar que
a administracdo sistémica de adrenalina € capaz de potencializar a
consolidacdo de uma memdria aversiva de tal maneira que promove a
manifestacdo de caracteristicas comportamentais que sdo também
observadas no PTSD, tais como a generalizacdo da resposta de medo e o
prejuizo de extingéo.

A potencializacdo da formagdo de memorias aversivas e da
manifestacdo de respostas comportamentais de medo e ansiedade através
do aumento da atividade adrenérgica ja foram demonstradas em uma
gama de trabalhos (ARNSTEN, 2015; BERRIDGE; SPENCER, 2015;
GAZARINI et al., 2014; GOLD; VAN BUSKIRK, 1975; 1978;
ROOZENDAAL; MCGAUGH, 2011; SARA, 2015; SOETER; KINDT,
2011), e um esforco consideravel tem sido direcionado para um melhor
entendimento dos mecanismos periféricos através dos quais a
adrenalina, incapaz de atravessar a BHE, modula estes processos. Duas
linhas de pesquisa principais exploram estes mecanismos. A primeira
defende que a adrenalina, ao se ligar em receptores [-adrenérgicos
presentes em aferentes do nervo vago, propicia a ativacdo do NTS e
consequente maior liberagdo de noradrenalina por eferentes do LC em
diversas regides cerebrais (CAREAGA et al., 2015; CHEN;
WILLIAMS, 2012; DE DIEGO; GANDIA; GARCIA, 2008;
LOUGHLIN; FOOTE; GRZANNA, 1986; SCHREURS; SEELIG;
SCHULMAN, 1986; SZABADI, 2013), sendo que a estimulacdo ou
inibicdo do NTS mimetizam ou bloqueiam, respectivamente, os efeitos
da administragdo sisttémica de adrenalina, assim como a vagotomia
blogueia os efeitos de alguns tratamentos sobre a meméria (GOLD,
2014; NOGUEIRA; TOMAZ; WILLIAMS, 1994; WILLIAMS;
MCGAUGH,1998). Além disso, a segunda linha de pesquisa demonstra
que os efeitos da adrenalina sobre a memdria, apo6s liberacdo pela
glandula adrenal ou administracdo exdgena, estdo relacionados com um
aumento nos niveis circulantes de glicose através da ativacdo de
receptores [-adrenérgicos hepaticos (GOLD, 2014). A administracéo
sistémica de glicose potencializa a memoria de roedores em diversas
tarefas (HALL; GOLD, 1986; KOPF; BARATTI, 1996; MESSIER,
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1997; PACKARD; WHITE, 1990; SCHOLEY et al., 2013), assim como
a infusdo de glicose no hipocampo, na amigdala e no estriado (CANAL
et al., 2005; PYCH; KIM; GOLD, 2006; SCHROEDER; PACKARD,
2003). A glicose é transportada ativamente através da BHE, e os
mecanismos através dos quais poderia facilitar a formacdo de memorias
incluem o aumento e regulacdo da liberacdo de neurotransmissores e
neuromoduladores, e a glicogendlise em astrocitos que fornece substrato
energético para uma maior atividade neural (GOLD, 2014,
MAGISTRETTI, 2006; RAGOZZINO et al., 1998).

Apesar de sinérgicos, ambos 0s mecanismos (aumento da
liberacdo de noradrenalina no SNC e aumento de glicose circulante)
parecem exercer efeitos independentes sobre a formacdo de memorias.
Atentando-se ao primeiro mecanismo, visto que o enfoque do presente
trabalho esta na influéncia da modulacdo adrenérgica sobre a formacédo
de memorias aversivas e manifestacdo de caracteristicas
comportamentais correlatas, ja foi demonstrado que a administracdo
sisttmica de um antagonista de receptores P-adrenérgicos que néo
atravessa a BHE, o nadolol, ndo previne a potencializacdo da
consolidacdo ou reconsolidacdo de uma memoria de medo condicionado
ao contexto (GAZARINI et al., 2013), e que o antagonismo de
receptores [-adrenérgicos hipocampais previne a generalizacdo da
resposta de medo (GAZARINI, 2015). Assim, o alinhamento desses
resultados pode ser um indicativo de que a adrenalina administrada
sistemicamente potencializou a consolidagdo da memdria aversiva, de
fato, pelo recrutamento e ativacdo de vias noradrenérgicas centrais,
sugerindo o envolvimento critico da modulacdo noradrenérgica em
regides do SNC em nossas condicdes experimentais. Contudo,
permanece pouco explorado quais sdo as regides encefélicas, além do
hipocampo, que suportam a manifestacdo das caracteristicas
comportamentais de uma meméria de medo potencializada pela
hiperatividade adrenérgica.

Nos Ultimos anos, trabalhos baseados nos resultados obtidos
durante a manipulacdo das fases de formacdo e manutencdo de
memérias aversivas em animais de laboratério (HERRY; JOHANSEN,
2014; LEDOUX, 2000; QUIRK; MUELLER, 2008) permitiram
identificar o envolvimento de estruturas cerebrais na modulagdo de
memorias aversivas “adaptativas”: a amigdala, 0 cortex pré-frontal
medial e o hipocampo (DUNSMOOR; PAZ, 2015; MAREN; PAN;
LIBERZON, 2013; PAPE; PARE, 2010). Trabalhos como estes tém
servido como base para estudos de neuroimagem em humanos visando a
elucidacdo das circuitarias neuronais que podem estar envolvidas na



87

exacerbagcdo e generalizagcdo das respostas de medo observadas em
pacientes com PTSD. Em uma meta-analise de 79 estudos acerca da
circuitaria neuronal envolvida na manifestagdo do PTSD, Hayes e
colaboradores demonstraram que o cdrtex cingulado anterior dorsal
(regido homologa ao cértex PL de ratos) e a amigdala de humanos
parecem ser regides que estdo hiperativadas, enquanto o cortex pré-
frontal medial ventral (regido homoéloga ao cértex IL de ratos) se
encontraria hipoativo (HAYES; HAYES; MIKEDIS, 2012).

Direcionando a atencdo para a sub-regido PL do CPFm de ratos,
Radley e colaboradores demonstraram que esta regido modula a ativagdo
do eixo HPA através do controle da liberacdo de CRH pelo nucleo
paraventricular do  hipotdllamo  (RADLEY; WILLIAMS;
SAWCHENKAO, 2008), bem como ja foi demonstrado seu envolvimento
na regulacdo da consolidagcdo e expressdo de memorias aversivas
(CARBALLO-MARQUEZ et al., 2007; CHOI; EINARSSON; PORS;
NADER, 2015; GOURLEY; RESSLER, 2012; GONZALEZ et al.,
2013; SOTRES-BAYON; QUIRK, 2010), na generalizacdo de respostas
de medo (EINARSSON; PORS; NADER, 2015) e prejuizo de
discriminacdo entre estimulos (KORZUS, 2015; VIEIRA et al. 2014;
VIEIRA et al., 2015). O papel central do cdrtex PL se daria, sobretudo,
por sua vasta conectividade com outras estruturas cerebrais envolvidas
no processamento de memdrias e emogdes, como hipocampo, amigdala,
nucleo reuniens do tdlamo (NR), substancia negra pars compacta, area
tegmental ventral, substancia cinzenta periaquedutal, nicleos da Rafe no
tronco cerebral, entre outras (COURTIN et al.,, 2013; EUSTON;
GRUBER; MCNAUGHTON, 2012; GABBOTT et al., 2005; SOTRES-
BAYON; QUIRK, 2010; VERTES, 2004). O PL parece ser uma
estrutura-chave de um circuito envolvendo a regido CA1 do hipocampo,
a amigdala e o NR. AlteracBes funcionais no PL acarretariam numa
falha da inibicdo da amigdala, levando ao aumento e generalizacdo das
respostas de medo e prejuizo da extingdo das memdrias traumaticas
(EINARSSON; PORS; NADER, 2015; ROZESKE et al., 2015). Ainda,
a inativacdo de projecfes do CPFm para o NR ou a inativacdo direta do
NR foram relacionadas com um aumento da generalizagdo do medo
(XU; SUDHOF, 2013). Somando-se a isso, 0s neurdnios do LC que se
projetam para o CPFm apresentam uma maior taxa de disparo
espontaneo, sdo mais responsivos ao glutamato e sua hiperpolarizacéo ¢é
menos duradoura, sugerindo uma influéncia determinante da modulagédo
noradrenérgica nessa regido (CHANDLER; GAO; WATERHOUSE,
2014; SARA, 2015).
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Os resultados obtidos no Experimento 4 deste trabalho
demonstraram que tanto o bloqueio dos receptores ;- quanto f-
adrenérgicos do cortex PL foi capaz de prevenir a generalizacdo da
resposta de medo induzida pela injecdo sisttmica de adrenalina,
sugerindo que a modulacdo noradrenérgica nessa regido cerebral é
necessaria para a potencializacdo da consolidacdo e promocdo da
generalizagdo da resposta de medo. Ainda, ndo foi observado um
prejuizo na formacdo da memdria aversiva e diminuicdo do tempo de
congelamento durante a sessdo de Teste A nos animais que receberam a
infusdo dos antagonistas dos receptores a;- quanto B-adrenérgicos no
cortex PL, mas receberam a administracao sistémica de veiculo ao invés
de adrenalina. Esse resultado sugere que os mecanismos recrutados para
a consolidacdo de uma memoria aversiva potencializada e que promove
a generalizag8o da resposta de medo difere daqueles recrutados quando
a memoria nao é potencializada.

Embora Gazarini e colaboradores (2013) tenham sugerido que 0s
receptores a-adrenérgicos seriam recrutados para a promocdo da
generalizagdo da resposta de medo apenas durante a potencializa¢do da
reconsolidacdo de uma memoria aversiva, divergindo do observado com
0S nossos resultados com a administracdo de prazosina, no estudo citado
foi realizada a administracdo sistémica deste antagonista, que
possivelmente acarreta o bloqueio de receptores oj-adrenérgicos em
diversas estruturas encefélicas envolvidas na consolidacdo e
generalizagdo da memdria aversiva, e que poderia recrutar mecanismos
compensatorios.

Buscando um melhor entendimento da participacdo do cortex PL
na promogdo de uma resposta de medo generalizada, os resultados
obtidos com a infusdo de noradrenalina diretamente no cdrtex PL nos
Experimento 5 e 6 confirmaram que o aumento da atividade
noradrenérgica nesta regido foi suficiente para potencializar a
consolidagdo da memdria aversiva e promover a generalizagdo da
resposta de medo de maneira semelhante ao obtido com a administracédo
sisttmica de adrenalina, seguindo o mesmo padrdo de curva em U
invertido. Contudo, o tempo de congelamento no contexto novo nao
alcangou 0s mesmos niveis que os obtidos através da manipulacdo
sistémica, um resultado esperado frente a manipulacdo pontual de
apenas uma das estruturas envolvidas na manifestagdo desta
caracteristica comportamental, visto que ja foi demonstrado que os
receptores B-adrenérgicos do hipocampo dorsal também sdo recrutados
para a potencializagdo de uma memoria de medo condicionado ao
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contexto que induz a expressdo generalizada de medo (GAZARINI,
2015).

Adicionalmente, conforme observado no Experimento 7, tanto os
receptores ;- quanto B-adrenérgicos expressos no cortex PL foram
recrutados para a inducdo desse efeito, resultado que concorda com o
obtido através da administracdo sistémica de adrenalina. Estes
resultados também reforcam que seria necessaria uma alteracdo
guantitativa da ativacdo noradrenérgica no cértex PL para promover a
generalizagdo da resposta de medo e que altos niveis de noradrenalina
liberados sob condicdes de estresse aumentam a ativacdo de receptores
ay- € B-adrenérgicos que, apesar de possuirem menor afinidade para este
neurotransmissor, sdo amplamente expressos no CPFm (GOLDMAN-
RAKIC et al., 1990). Em tarefas de memoéria de trabalho ja foi
demonstrado que em condicdes basais, a noradrenalina é liberada em
niveis moderados e se liga preferencialmente em receptores
adrenérgicos pés-sinapticos do subtipo o,a, fortalecendo as fungdes do
CPFm e favorecendo uma melhor performance cognitiva. Nessas
situacBes, A ativagdo dos receptores apa-adrenérgicos fortalece a funcéo
do CPFm por inibir canais de potassio (canais HCN) dependentes de
AMPc que diminuem a eficiéncia sinaptica dos receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA e a taxa de disparo neuronal
(ARNSTEN, 2015; WANG et al., 2007). Altos niveis de noradrenalina
liberados sob condicOes de estresse, por sua vez, propiciam a ativacao
dos receptores adrenérgicos do tipo o € B de menor afinidade para este
neurotransmissor, e prejudicam a funcdo do CPFm possivelmente pelo
aumento de AMPc e consequente ativacdo de canais HCN (BERRIDGE;
SPENCER, 2015; BIRNBAUM et al., 1999; RAMOS; ARNSTEN,
2007; RAMOS et al.,, 2005; ROBBINS; ARNSTEN, 2009), que
hiperpolarizam os neurénios e dificultam a propagacao de potenciais de
acéo.

Devido a relevancia funcional da ativagdo de receptores apa-
adrenérgicos do CPFm para o desempenho cognitivo em tarefas de
meméria de trabalho, apesar do presente estudo avaliar outro tipo de
memoéria, optou-se pela utilizacdo de adrenalina ao invés de ioimbina
para a inducdo da hiperatividade noradrenérgica. A ioimbina ¢ um
antagonista dos receptores ap-adrenérgicos que atua como um agente
simpatomimeético indireto por impedir mecanismos de retroalimentacdo
negativa sobre o LC, aumentando a liberagdo de noradrenalina (EGAN
et al., 1983). A administracdo desta droga € utilizada tanto em modelos
animais (GAZARINI et al, 2013; 2014) quanto em humanos
(MORGAN, et al.,, 1995; SOETER; KINDT, 2012) para induzir
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alteragdes relacionadas a hiperativacdo noradrenérgica. Porém, no
presente estudo, seria impreciso afirmar se utilizando ioimbina as
alteragdes observadas a nivel comportamental seriam em decorréncia do
aumento da liberacdo de noradrenalina por aferentes do LC no CPFm
(que atuaria em todos os subtipos de receptores adrenérgicos), pelo
blogueio dos receptores a,-adrenérgicos desta regido, ou por ambas as
variaveis. Ainda, ndo estad bem esclarecido se existem diferengas quanto
ao perfil de hiperatividade noradrenérgica induzido pela administracdo
de adrenalina ou ioimbina, assim como as consequentes
comportamentais destas manipulagdes.

Tal como realizado com a administragdo sistémica de adrenalina,
no presente trabalho foi avaliada, além da generalizacdo da resposta de
medo, a manifestacdo de outra caracteristica comportamental induzida
pela hiperatividade noradrenérgica no cortex PL. Atualmente muito se
discute sobre a possibilidade de utilizar a interferéncia da
reconsolidacdo de uma memoéria como estratégia para intervencdo
terapéutica, sobretudo em memoérias relacionadas a traumas ou ao uso de
drogas de abuso (BESNARD; CABOCHE; LAROCHE, 2012; DEBIEC,
2012), e tanto a atividade do cértex PL, quanto a modulacdo dos
receptores o4- ou B-adrenérgicos do CPFm, parecem exercer papel
importante sobre a evocacgao e reconsolidacdo das memorias aversivas
(DEBIEC, BUSH, LEDOUX, 2011; DO MONTE et al., 2013; DO-
MONTE; QUINONES-LARACUENTE; QUIRK, 2015; GAZARINI et
al., 2013; 2014; OTIS; WERNER; MUELLER, 2015;
PRZYBYSLAWSKI; ROULLET; SARA; STERN et al., 2014).
Contudo, a hiperatividade noradrenérgica em situacfes de grande
estresse parece estar relacionada com uma falha em manipular essa
etapa de estabilizacdo das memdrias e, consequentemente, a expresséo
de respostas de medo condicionado (BOS; BECKERS; KINDT, 2014;
SOETER; KINDT, 2013).

A hiperatividade noradrenérgica induzida pela administragdo
sistémica de ioimbina promove uma resisténcia a acdo amnésica de um
agonista de receptores ayp-adrenérgicos, clonidina, ou do canabidiol
(GAZARINI et al., 2014). O canabidiol (CBD), fitocanabindide presente
na Cannabis sativa, vem sendo explorado como uma droga segura
(BERGAMASCHI et al., 2011) e potencialmente Gtil no tratamento de
diversos quadros clinicos devido as suas a¢Bes ansiolitica, antipsicotica,
antiepiléptica e anti-inflamatéria (BERGAMASCHI et al., 2011;
CAMPOS et al., 2012; DEVINSKY et al., 2014). Ja foi observado que a
infusdo de CBD no cortex PL é capaz de atenuar a expressdo de
respostas de medo em um protocolo de medo condicionado ao contexto
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(LEMOS; RESSTEL; GUIMARAES, 2010), e que o efeito ansiolitico
desta droga quando injetada no cdrtex PL parece estar relacionado com
a ativacdo local de receptores serotoninérgicos do tipo 5-HTja
(FOGACA et al., 2014). Recentemente foi demonstrado que o CBD ¢
capaz, também, de atenuar memdrias de medo condicionado ao
contexto, recentes ou remotas, através do prejuizo de sua reconsolidacéo
(GAZARINI et al., 2014; STERN et al., 2012).

Neste trabalho, os resultados obtidos no Experimento 8
demonstraram que tanto a resposta de medo ao contexto condicionado
guanto a generalizagdo da resposta de medo ndo foram atenuadas pela
intervencdo farmacoldgica com este fitocanabinoide. Embora apenas
uma dose de CBD tenha sido utilizada, ¢ importante ressaltar que a
mesma dose ja se mostrou suficiente para prejudicar a reconsolidacao de
uma meméria de medo condicionado ao contexto (STERN et al., 2012),
e que um padrdo similar de resisténcia a acdo farmacoldgica do CBD
também foi demonstrado com a inducdo da hiperatividade
noradrenérgica através da administracdo sistémica de ioimbina
(GAZARINI et al., 2014).

A explicacdo mais provavel para a resisténcia observada
possivelmente estd em alguma alteracdo molecular decorrente da
hiperatividade noradrenérgica no cdrtex PL durante a consolidacdo da
memoria aversiva, e que a tornou mais resistente a interferéncia durante
sua reconsolidacéo.

Em modelos de aprendizado associativo, como no
condicionamento de medo ao contexto, a re-exposicdo ao contexto
pareado na auséncia do estimulo incondicionado (choque nas patas)
pode acarretar a desestabilizacdo da memoria previamente adquirida e
possibilitar sua reconsolidagdo ou extin¢do, dependendo de fatores como
a intensidade com a qual a memoria foi consolidada e duracdo da sesséo
de evocacdo que remete as pistas da memoria original (DUDAI, 2012;
FLAVELL et al., 2013; EISENBERG et al., 2003; PEDREIRA;
MALDONADO, 2003; REICHELT; LEE, 2012; SUZUKI et al., 2004).
Entretanto, evocacao e desestabilizagdo sdo processos independentes, ou
seja, uma memoria pode ser lembrada sem tornar-se susceptivel a
mudan¢as (CAMMAROTA et al., 2004; LEE; FLAVELL, 2014). Para
desestabilizacdo (ou labilizacdo), que independe da expressdo da
memoria, além da ativacéo de receptores NMDA contendo a subunidade
NR2B (BEM MAMOU; GAMACHE; NADER, 2006), também
parecem necessarios a degradacdo proteica, endocitose de receptores
AMPA para glutamato, abertura de canais de célcio voltagem-
dependentes do tipo L e ativacdo de receptores endocanabindides CB1
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(LEE et al., 2008; RAO-RUIZ et al., 2011; SOL FUSTINANA et al.,
2014; SUZUKI et al., 2008). A manipulacdo farmacoldgica da etapa de
labilizacdo com um antagonista de receptores glutamatérgicos NMDA
(AP5) ou um antagonista seletivo para receptores NMDA contendo a
subunidade GIuN2B (ifenprodil) é capaz de impedir o efeito amnésico
de um inibidor de sintese proteica administrado apds a sessdo de
evocacdo de uma memoéria de medo condicionado ao som (BEN
MAMOU; GAMACHE; NADER, 2006), reforcando a necessidade de
ativacdo desses receptores para que ocorra a labilizagdo das memérias
de medo.

Memorias mais remotas ou com maior valéncia emocional
tendem a ser menos propensas a passarem pelo processo de
reconsolidagdo (BUSTOS; MALDONADO; MOLINA 2009; BUSTOS
et al., 2010), justamente devido a uma maior resisténcia aos processos
necessarios para a labilizacdo. Em situacdes aversivas, a diminuicdo da
expressdo de receptores NMDA contendo a subunidade NR2B em
estruturas encefalicas importantes para a manutencdo de memdrias pode
ser observada (COSTA-NUNES et al., 2014; JIANG et al., 2013;
WANG et al., 2006), inclusive na porcdo dorsal do CPFm, a qual
pertence o cortex PL (LEE; GOTO, 2011), sendo possivelmente um
mecanismo determinante para os efeitos comportamentais observados de
resisténcia a labilizagao e posterior reconsolidacéo.

Uma ferramenta farmacologica que tem sido amplamente
utilizada na tentativa de atenuar memorias aversivas é a D-cicloserina
(DCS), um agonista parcial do sitio de ligacdo para glicina em
receptores NMDA (HOFMANN et al.,, 2015; ROTHBAUM et al.,
2014). Diversos trabalhos j& demonstraram o potencial da DCS em
facilitar a extingdo de memdrias de medo (KLUMPERS et al., 2009;
MALAN-MULLER et al., 2015; RICHARDSON; LEDGERWOOD;
CRANNEY, 2004; VERVLIET, 2008) e, mais recentemente, 0
potencial da DCS em reverter o prejuizo de labilizacdo durante a
reconsolidacdo de memdrias aversivas vem sendo demonstrado. Bustos
e colaboradores (2010) demonstraram que a administracdo de DCS antes
do tratamento com midazolam facilita a labilizacdo e possibilita o
prejuizo da reconsolidagdo de uma memodria potencializada pela
exposicdo a um estresse prévio (BUSTOS et al., 2010), mesmo efeito
facilitatorio observado na interferéncia farmacol6gica com clonidina e
CBD em uma memoria aversiva potencializada pela administracdo de
ioimbina durante a consolidagdo (GAZARINI et al. 2014), e no
tratamento com propranolol em uma memdria relacionada ao abuso de
alcool (ORTIZ et al., 2015).
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De maneira contraria ao esperado, nas nossas condi¢Bes
experimentais a dose de 15mg/kg de DCS utilizada no Experimento 9
ndo se mostrou capaz de facilitar a labilizacdo da memoria aversiva e
recuperar o efeito amnésico do CBD sobre a reconsolidagdo,
permanecendo intactos a resposta aumentada de medo condicionado e o
perfil de generalizagdo de medo. J& foi demonstrado que o CPFm parece
ser um alvo importante para o efeito da DCS em atenuar respostas de
medo relacionadas a memdrias traumaticas, através do aumento da
expressdo local de receptores NMDA contendo a subunidade NR1
(SARIDOGAN et al., 2015). Dessa forma, alteragdes funcionais e
moleculares resultantes da hiperativacdo noradrenérgica especificamente
nesta regido cerebral poderiam prejudicar o efeito farmacoldgico da
DCS. Outras doses de DCS e alteragbes de protocolo (como, por
exemplo, aumento do tempo da sessdo de Reativacdo) poderiam ser
utilizados futuramente na tentativa de facilitar a labilizacdo desta
meméria e contornar essa limitagdo. Adicionalmente, a avaliacdo da
expressdao das subunidades de receptores NMDA seria Gtil para
confirmar se a hiperatividade noradrenérgica no cértex PL torna a
meméria aversiva resistente a interferéncia farmacologica por alterar a
composicdo de receptores glutamatérgicos necessarios para 0 processo
de labilizac&o.

Uma explicacgdo adicional para o efeito observado poderia basear-
se nos alvos celulares de acdo do CBD. Apesar da variedade de
mecanismos de agdo associados a esse fitocanabindide (12ZO et al.,
2009), seu efeito em potencializar a extingdo ou bloquear a
reconsolidacdo de uma memoria aversiva se da pela ligacdo a receptores
canabinoides do tipo 1 (CB1) (BITTENCOURT, PAMPLONA &
TAKAHASHI, 2008; STERN et al., 2012). Igualmente, 0 mecanismo
responsavel pelo prejuizo da reconsolidacdo observados com a
administragio de A°-tetraidrocanabinol (THC), outro constituinte
presente em grande quantidade na Cannabis sativa e cuja acdo €
potencializada pelo CBD, necessita da ativacdo de receptores CB1 no
cortex PL (STERN et al., 2015). Em contrapartida, tem sido
demonstrado que a modulacdo endocanabinoide, via ativagdo de
receptores CB1 localizados em fibras nervosas no cortex pré-frontal,
aumenta a liberacdo de noradrenalina nesta regido (OROPEZA,
MACKIE; VAN BOCKSTAELE, 2007; PAGE; OROPEZA; VAN
BOCKSTAELE 2008). J& foi demonstrado, também, que a
administracdo repetida de um agonista sintético de receptores CB1 induz
comportamentos do tipo ansiolitico no teste do labirinto em cruz
elevado e que esse efeito se correlaciona com o aumento da expresséo
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da enzima de sintese de catecolaminas no LC (PAGE et al., 2007), o que
possivelmente contribui para um aumento na liberacdo de noradrenalina
em regiGes cerebrais como o cértex PL. Embora esses resultados
levantem o questionamento se ao invés de atenuar a memaria aversiva, 0
CBD poderia fortalecer ainda mais a memoria aversiva através da
hiperatividade noradrenérgica nessa regido durante sua reconsolidacéo,
esta é uma explicacdo pouco provavel, visto que nos animais do grupo
pré-tratado com a infusdo de veiculo no cortex PL e que recebeu o
tratamento com CBD imediatamente apds a sessdo de reativacdo foi
observado um efeito amnésico e ndo a potencializacdo da memdria
aversiva. Investigar a eficacia de outros agentes farmacol6gicos (como,
por exemplo, antagonistas a;- ou [3-adrenérgicos ou mesmo agentes que
atuem em outras vias de transmissao) seria Util para esclarecer que a
resisténcia a acdo de um agente amnésico durante a reconsolidacdonédo
ndo esta relacionado ao mecanismo de a¢do do CBD, embora Gazarini e
colaboradores ja tenham demonstrado que a clonidina, um agonista o,-
adrenérgico, também nédo é capaz de atenuar as respostas de medo de
uma memoria aversiva potencializada pela administracdo sistémica
ioimbina (GAZARINI et al., 2014).

Por fim, algumas possiveis limitacfes deste trabalho podem ser
listadas. As alteracbes comportamentais observadas ocorreram como
consequéncia do fornecimento adicional de adrenalina ou noradrenalina,
0 que pode se distanciar, de maneira muito artificial, dos niveis que
seriam alcangados em condi¢des fisiologicas, assim como pode ndo
refletir o efeito que seria obtido através da somatdria da interagcdo com
outros sistemas modulatérios. Logo, uma alternativa valida para
contornar essa limitacdo seria a adequagdo do protocolo para que,
utilizando apenas os choques nas patas, fosse possivel observar as
mesmas alteracdes comportamentais e, principalmente, reverté-las pela
manipulacdo dos receptores adrenérgicos distribuidos pelo SNC ou
especificamente no cortex PL.

Quanto aos receptores adrenérgicos, apesar de ja ter sido
demonstrado que os receptores P,- € Ps-adrenérgicos do hipocampo
contribuem de maneira mais significativa que os receptores ;-
adrenérgicos para a generalizagdo da resposta de medo em um protocolo
de medo condicionado ao contexto (GAZARINI, 2015), ainda nédo foi
investigado qual subtipo especifico de receptor adrenérgico recrutado no
cortex PL durante a consolidacdo da meméria aversiva contribui para a
generalizagdo da resposta de medo neste trabalho. Também, ndo foi
investigado neste trabalho se a ativagdo dos receptores ay-adrenérgicos
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do CPFm seria capaz de prevenir a potencializacdo da memoria aversiva
e a generalizacdo da resposta de medo.

Nédo foi avaliado, por fim, se a administracdo sistémica de
adrenalina durante a consolidacdo tornaria a memoria mais resistente ao
prejuizo de reconsolidagdo com CBD, semelhante ao que foi observado
pela administracdo sistémica de ioimbina (GAZARINI et al., 2014),
bem como se a infusdo de noradrenalina no cortex PL durante a
consolidagdo aumentaria a resisténcia dessa memoria a extingdo,
semelhante ao observado pela administracdo sistémica de adrenalina
neste trabalho. Com isso, ndo foi possivel avaliar se a generalizacdo da
resposta de medo, a menor susceptibilidade a interferentes
farmacoldgicos na reconsolidacdo e o0 prejuizo de extingdo
compartilham de substratos neurais comuns, ou seja, se a hiperatividade
noradrenérgica no cortex PL seria suficiente para desencadear todas as
alteragcdes comportamentais em foco neste estudo.

Em resumo, os dados apresentados neste trabalho propiciam um
melhor entendimento acerca de neurobiologia e neuroquimica que
sustentam caracteristicas comportamentais observadas em transtornos
relacionados ao trauma e a formacdo de memorias aversivas intensas,
como o0 PTSD. Além disso, estudos como este evidenciam a importancia
de estudos futuros investigando a eficacia de drogas noradrenérgicas,
seguras e ja utilizadas na clinica para o tratamento de outras patologias,
como uma possivel estratégia de intervencao terapéutica para atenuar a
manifestacdo dos sintomas do PTSD.
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6 CONCLUSOES

= A administracdo sistémica de adrenalina potencializa a
consolidacdo de uma memoria de medo condicionado ao contexto,
promove a generalizacdo da resposta de medo frente a exposicdo a um
contexto neutro, além de prejudicar o estabelecimento de uma memdria
de extin¢do;

= O antagonismo de receptores os- ¢ B-adrenérgicos do cértex PL
impede a generalizagdo da resposta de medo associada a memoria
aversiva potencializada pela administragdo sistémica de adrenalina
durante a consolidacdo, demonstrando a importancia da modulacdo
noradrenérgica nesta regido para o estabelecimento desta alteracdo
comportamental;

= A infusdo de noradrenalina diretamente no cortex PL ¢é
suficiente para potencializar a consolidacdo da memoria de medo
condicionado ao contexto e induzir a generaliza¢do da resposta de medo
em um contexto neutro;

= O antagonismo de receptores oy- ¢ 3-adrenérgicos no cértex PL
previne a generalizacdo do medo induzida pela administracdo de
noradrenalina durante a consolidagdo da memdria de medo
condicionado ao contexto, demonstrando que ambos os subtipos de
receptores  adrenérgicos  estdo  envolvidos nessa  alteracdo
comportamental;

= A hiperatividade noradrenérgica no cortex PL durante a
consolidacdo da memoéria de medo a torna resistente ao efeito
farmacoldgico do canabidiol na dose de 10 mg/kg durante a etapa de
reconsolidagéo;

= Nas condi¢des experimentais utilizadas, a D-cicloserina ndo é
capaz de facilitar a labilizacdo da memdria de medo condicionado ao
contexto potencializada pela infusdo de noradrenalina no cortex PL e
recuperar o efeito farmacoldgico do canabidiol durante a reconsolidagéo
desta memodria.
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