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RESUMO

As memorias aversivas resultam de experiéncias ameacadoras.
Evidéncias sugerem que a codificacio da associagdo aversiva € facilitada
por eventos estressores prévios, resultando em memdrias aversivas de
longa duracdo. A estimulagdo quimica da matéria cinzenta periaquedutal
dorsal (MCPd) com N-metil-D-aspartato (NMDA) induz a expressdo de
comportamentos defensivos (CD) evidentes e serve como estimulo
incondicionado que sustenta o condicionamento aversivo a um odor
neutro, demonstrado pela expressdao de CD na reexposi¢do ao odor em um
novo contexto. A injecio de NMDA na MCPd induz estado emocional
negativo que potencializa o comportamento de congelamento na
evocagdo de um traco de memoria contextual aversiva, 24 h ap6s o treino.
Poucos estudos investigaram o papel da estimulagdo de 4reas cerebrais
criticas para a expressdo do medo como facilitadoras da aprendizagem
aversiva. Este trabalho testou a hipétese de que a injecdo de NMDA intra-
MCPd poderia potencializar o condicionamento aversivo contextual,
realizado no dia seguinte. Ratos receberam a infusdo de NMDA intra-
MCPd 24 h antes de um treino fraco de associagcdo entre um choque
elétrico nas patas e o contexto. Foi observado um aumento no
congelamento dos animais em resposta ao choque e na reexposicao ao
contexto associado ao choque, sendo este efeito observado até uma
semana apds o condicionamento, evidenciando a expressdo da memoria
aversiva de longa durag@o. A administracdo sistémica de cicloheximida
(CHX) ap6s a sessdo de estimulagdo da MCPd bloqueou o aumento do
congelamento no contexto associado ao choque. A expressao da memoria
de longa duracdo no contexto associado foi prejudicada pela evocagdo em
contexto neutro ou pela administracdo sistémica de CHX antes da
evocagdo no contexto associado ao choque. Entretanto, um odor
associado a estimulagdo da MCPd quando apresentado na evocagdo em
qualquer contexto favoreceu a manutencdo da memoria aversiva
contextual associada ao choque. Estes dados sugerem que a estimulacio
da MCPd promove o aumento do congelamento nas diferentes etapas do
condicionamento contextual aversivo e que a evocagdo consiste na etapa
fundamental do processo de manutencdo da memoria formada sob
influéncia da estimulacio da MCPd. Além disso, a integracdo das
experiéncias aversivas € um processo dependente de sintese proteica.

Palavras-chave: Matéria cinzenta periaquedutal dorsal,
Condicionamento aversivo contextual, Integracdo de experiéncias
aversivas.






ABSTRACT

Aversive memories result from threatening experiences. Evidence
suggest that the encoding of aversive association is facilitated by previous
stress, resulting in long lasting memories. Dorsal periaqueductal gray
matter (APAG) chemical stimulation (N-methyl-d-aspartate, NMDA)
induces the expression of overt defensive behavior and serves as
unconditioning stimulus supporting fear conditioning to neutral odor
(CS), as shown by defensive behavior elicited by CS exposure in a novel
context. NMDA injected into dPAG induces a negative emotional state
that potentiates freezing at recall of a contextual fear memory (CFM)
trace, 24 hours after training. Few studies investigated the stimulation of
brain areas critical for fear expression as sensitizers in fear learning. The
hypothesis that NMDA intra-dPAG could potentiate CFM performed the
day after was tested. Rats received NMDA intra-dPAG 24 hours before a
weak training, of an association of 1 mild footshock and the context.
Freezing was increased in NMDA-rats immediately after shock
suggesting a sensitized DB; also in a retrieval test performed in the
context associated to shock. This effect was still observed in a reexposure
to associated context 7 days after training, suggesting the formation of a
long-term aversive contextual memory. Systemic injection of
cycloheximide (CHX) after dPAG stimulation session impaired the
increased freezing in reexposures do context associated to shock. The
increase in long-term memory expression in context associated to shock
was impaired by the retrieval in a neutral context or by CHX injected
before retrieval in the associated context. However, when a neutral odor
was associated to dPAG-stimulation experience, and later reexposed in
the neutral context during retrieval session, the long-term contextual
memory associated to shock was maintened. These data suggest that the
stimulation of dPAG enhances freezing behavior in all stages of
contextual fear memory processment and retrieval session is a critical step
in the maintenance of contextual fear memory acquired under dPAG
NMDA-stimulation influence. Moreover, the association of both the
aversive experiences, i.e., dPAG stimulation, electrical footshock and
retrieval, is a process dependent on protein synthesis.

Keywords: Dorsal periaqueductal gray matter, Contextual fear
conditioning, Integration of aversive experiences.
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1. INTRODUCAO

1.1 Matéria cinzenta periaquedutal

1.1.1 Estrutura e conexoes anatomicas

A matéria cinzenta periaquedutal (MCP) é uma 4rea do sistema
nervoso central localizada no mesencéfalo, constituida por neurdnios
organizados em colunas (dorsomedial e dorsolateral na porc¢ao dorsal, e
lateral e ventrolateral na por¢do ventral) no eixo rostro-caudal em torno
do aqueduto cerebral (Bandler, Keay et al., 2000). Do ponto de vista
funcional, a MCP ¢ uma regido que participa da mediagdo de funcdes
distintas, devido a sua conectividade com dreas do sistema limbico,
motor, sensorial e autondmico (Beitz, 1985). Dentre as funcdes atribuidas
a MCP destacam-se: o comportamento de lordose, a vocalizagdo,
processamento e modulagdo da dor, regulacdo autondmica e reacdes
emocionais de medo e ansiedade (Behbehani, 1995; Carobrez, Teixeira et
al., 2001), além de participar no controle da mic¢do e da termorregulacio
e contribuir para mecanismos de vigilancia e controle do sono REM
(“rapid eye movement”) (Benarroch, 2012).

A MCP recebe projecdes neuronais em abundancia de vias
nociceptivas do corno dorsal da medula espinhal (Craig, 1995; Keay, Feil
et al., 1997), do hipotdlamo e de regides do prosencéfalo, incluindo o
cortex pré-frontal medial (CPFm) e o septo lateral (Bandler e Shipley,
1994; Canteras e Goto, 1999), e da amigdala, particularmente de sua
porcao mais caudal, o nicleo central (Beitz, 1982). As conexdes com a
regido posterior do hipotdlamo sdo reciprocas, encontradas
principalmente nas colunas lateral e dorsolateral da MCP (Falconi-

Sobrinho, Anjos-Garcia et al., 2017). O niicleo pré-mamilar dorsal do
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hipotdlamo (PMd), regido importante na amplificacdo dos sinais neurais
hipotalamicos envolvidos com a resposta de defesa ao predador, e com as
respostas aprendidas em protocolos de condicionamento olfatério de
medo (Canteras, Kroon et al., 2008; Pavesi, Canteras et al., 2011), envia
densas projecdes para a MCP, especialmente para a regido dorsolateral
(MCPdI) (Canteras e Swanson, 1992).

As projecdes descendentes da MCP concentram-se principalmente na
regidao do bulbo rostroventromedial e nos nucleos noradrenérgicos da
ponte, que resultam na inibi¢do de aferéncias nociceptivas do corno dorsal
da medula espinhal, sendo esta via relacionada com o efeito
antinociceptivo conferido a atividade da MCP (para revisdo, ver Ossipov,
2012). Tanto a estimulacdo elétrica, quanto a injecdo intra-cerebral de
opidides principalmente na MCPvl produzem analgesia através da
inibicdo dos disparos neuronais no corno dorsal da medula espinhal
(Basbaum, Fields, 1984; Liebeskind, Guilbaud er al., 1973); e a agéo
sisttmica de opioides pode ser bloqueada pela administragdo de
antagonista opioide na MCP, confirmando o controle central da analgesia
exercido pela MCP. Os corpos celulares e terminais opioidérgicos da
MCP concentram-se na por¢do caudal da coluna ventrolateral, enquanto
que na porg¢do rostral a distribui¢do concentra-se nas colunas dorsais da
MCP (Moss, Glazer, et al., 1983). As aferéncias corticais da MCP sao o
substrato anatdmico do controle cognitivo do sistema de analgesia, uma
vez que a analgesia endogena mediada por endorfinas pode ser
condicionada (para revisdo, ver Basbaum e Fields, 1984).

E importante notar que os neurdnios das diferentes colunas da da
MCP se conectam intensamente entre si, promovendo um circuito de

neuromodulacdo intrinseca nesta drea. Os neurdnios de uma coluna
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modulam a atividade de neurbnios eferentes de outras colunas
modificando sinais emitidos pela MCP (Jansen, Farkas et al., 1998; Katz,
Frost, 1996). Padrdes de respostas opostas, por exemplo fuga e
imobilidade emitidas pela MCPl e MCPvl, dependem da inibicdo
reciproca em um circuito que previne que estas colunas sejam ativadas
simultaneamente (Jansen, Farkas et al., 1998).

Do ponto de vista neuroanatdmico, pode-se afirmar que a MCP
¢ uma regido de interface entre o encéfalo e o tronco encefilico,
responsavel pela integracdo das respostas comportamentais a estressores
internos (dor) e externos (predador). A MCP envia projecdes para regides
do hipotdlamo e do tdlamo (Krout e Loewy, 2000; Mantyh 1983). A
principal projecdo ascendente da MCPdl é para o niicleo anterior do
hipotdlamo (AHN), regido importante do sistema hipotalamico de defesa
que conecta-se com dreas de integracdo de informacdes contextuais (septo
lateral) e de elaboragdo de respostas defensivas (PMd), além de
estabelecer conexdes diretas com outras regides do sistema hipotalamico
de defesa (regido perifornical do hipotdlamo lateral, hipotdlamo
ventromedial) e com o leito da estria terminal, drea pré-6ptica medial e
com o nucleo reuniens (RE) do tilamo (Risold, Canteras et al., 1994;
Risold, Thompson et al., 1997; Canteras 2002). O nicleo RE, localizado
na linha média do tdlamo, recebe projecdes corticais e subcorticais e tem
como principal fungdo transmitir informagdes emocionais e cognitivas
para a formacdo hipocampal (Mckenna e Vertes, 2004), sendo
considerada uma estrutura chave nos processos de memoria,
aprendizagem e emocionalidade (Izquierdo e Medina, 1997; Eichenbaum,
2008; Gray, 1982). A estimulagdo elétrica ou quimica da MCPd de ratos,

assim como a exposi¢do ao gato promove aumento na expressdo da
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proteina c-FOS no PMd (Vianna, Borelli et al., 2003; Canteras, Kroon et
al., 2008), indicando a influéncia da MCP no processamento das
informagdes relacionadas ao predador. As conexdes da MCP com o
talamo se estabelecem diretamente com os nucleos reticulares, linha
média e regido intralaminar e indiretamente através das conexdes com o
AHN e PMd, que servem como caminho de transmissao da informacdo
para o CPF, a amigdala, o hipocampo e os ganglios da base (Krout e
Loewy, 2000; Canteras e Swanson, 1992; Hekenham, 1978). J4 o nticleo
anteromedial (AMv) que recebe projecdes diretas do AHN e do PMd
(Risold, Canteras et al., 1994; Risold, Thompson et al., 1997; Canteras e
Swanson, 1992) conectados com a MCPd, tem papel importante na
formacdo de memorias, devido a suas conexdes com o cortex limbico,
com a formacdo hipocampal e com os niicleos lateral (LA) e basolateral
(BLA) da amigdala, importantes para oS processos associativos em
experiéncias de cardter emocional (Shibata, 1993; van Groen, Kadish et
al., 1999; LeDoux, 2000). Assim, a ativacdo da MCP deve influenciar o
processamento cognitivo de uma experiéncia através de suas conexdes

ascendentes, representadas esquematicamente na figura 1.
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AMiGDA'-A HIPOCAMPO
HIPOTALAMO TALAMO
— AMv

n /
MCP

/ N\

MCPd > MCPI _ > MCPvI

Figura 1. Principais projecdes ascendentes da MCP que podem influenciar
processos de aprendizagem e memoria. As estruturas ilustradas em azul
representam as regides criticas para a formag@o de memorias. As setas
indicam as eferéncias de cada regido cerebral. Adaptado de Kincheski, Mota-
Ortiz et al., 2012.

1.1.2 Matéria cinzenta periaquedutal dorsal, comportamento
defensivo e glutamato

A MCP € uma drea encefdlica descrita como a via final comum
da defesa e € critica para a expressdo de respostas defensivas em situacdes
de perigo, com capacidade para coordenar e executar as respostas
defensivas (Blanchard e Blanchard, 1988) e autondmicas (Carobrez,
Schenberg et al., 1983). A estimulacdo elétrica com eletrodos
implantados em regides do hipotdlamo e do mesencéfalo, em especial na
MCPdI de gatos, induziu a expressio de comportamentos defensivos
como fuga e luta, e respostas cardiovasculares como aumento da pressao

arterial e frequéncia cardiaca (Abrahams et al., 1960). Em roedores, a
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estimulacdo elétrica e gradual da MCPdI (em geral incrementos em torno
de 1,4uA), resultou em alteracdes comportamentais de maneira
progressiva. As primeiras alteracdes observadas em intensidades mais
baixas de estimulacdo sdo respostas autonomicas e aparente estado de
alerta. Com o incremento da intensidade, em seguida observou-se a
repentina imobilidade e tensdo dos animais, acompanhada de mic¢do e
defecacdo. Em intensidades maiores de estimulacdo, o comportamento de
imobilidade foi substituido pelo escape (estimulagdo em torno de 200 pA,
figura 2), comportamento caracterizado por corrida vigorosa e saltos
(Brandao, de Aguiar ef al., 1982, Coimbra et al., 1989; Bittencourt ef al.,
2004).

Roedores sdo capazes de aprender a apertar uma alavanca para
desligar a estimulacio elétrica aplicada na MCPdI (Delgado, Roberts, et
al., 1954) e pacientes submetidos a um procedimento de estimulacio
cerebral profunda, quando os eletrodos foram posicionados nesta regido
do mesencéfalo, solicitaram a interrup¢do da estimulagdo sob relatos de
fortes reacdes emocionais, de medo intenso e morte iminente (Nashold,
Wilson, et al, 1969). Estas observacdes aliadas a outras evidéncias
experimentais sustentam a hipdtese de que esta regido seja um substrato
neural da aversao (Graeff, 1981). Assim, devido as similaridades entre as
observacdes de alteragdes comportamentais induzidas pela estimulacio
da MCP, os relatos dos pacientes neurocirtirgicos e a lista dos sintomas
de panico descritas no DSM-IV (Manual Diagndstico e Estatistico das
Doencas Mentais 4* edicdo), a estimulagéo elétrica da MCPd € utilizada
por vdrios grupos de pesquisa como modelo animal de ataques de panico

(Graeff, 2004).
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Figura 2. Progressdo dos comportamentos defensivos mediante a estimulag@o
elétrica da MCPd. O aumento gradual na intensidade da estimulag@o elétrica
da MCPd em ratos promove a expressio de reacdes defensivas
progressivamente evidentes (Bittencourt et al., 2004).

Entretanto, a estimulagdo realizada com eletrodos atinge tanto os
corpos celulares de neur6nios como axodnios de passagem, ativando
indiscriminadamente vdrias células de vias ascendentes e descendentes
dos neurdnios nas quais o estimulo € aplicado (Chen, Zhou, et al., 2015).
Atualmente se dispde de ferramentas experimentais mais precisas para o
estudo da funcdo exercida pela MCPd no processamento emocional. Com
o auxilio da optogenética, por exemplo, foi possivel ativar um grupo
especifico de neurdnios com grande precisdo temporal, na escala de
milissegundos (Deisseroth, 2011). No caso da MCPd, a estimulagdo
optogenética permitiu a expressdo mais estdvel e moderada dos
comportamentos do que a estimulacio elétrica. Enquanto a estimulagio
elétrica promoveu o congelamento durante o periodo pds-estimulacédo, o
congelamento induzido pela estimulacdo optogenética limitou-se a
duracdo da estimulacdo. Nas intensidades mais altas, a estimulagdo
elétrica promoveu a repentina e vigorosa corrida com saltos, enquanto que
a optogenética produziu um padrio de corrida mais moderado, incluindo
um estado que variou entre corrida e pausa. Estas observagdes levaram os
pesquisadores a sugerir que estes dois tipos de estimulacdo possuem

diferentes mecanismos de ativacdo neuronal (Chen, Zhou, et al., 2015).
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Outra ferramenta que produz a estimulagdo neuronal seletiva de
corpos celulares € a estimulacido quimica através da injecao intra-craniana
com aminodcidos excitatorios (AAE), sendo o glutamato (GLU) o
principal neurotransmissor excitatério. A figura 3 apresenta os tipos de
receptores ativados pelo GLU. O receptor NMDA (N-metil-D-aspartato)
¢ um canal idnico composto por 7 subunidades NR1 e NR2 cuja fungdo é
determinada pela combinagcdo de NRI1 e NR2; possui maior
permeabilidade ao Ca*? do que ao Na* e K*; possui sitios de liga¢do para
glicina, Mg*, Zn* e poliaminas além do sitio para o GLU. Os receptores
AMPA e CAINATO sdo mais permeéveis ao Nat e K*do que ao Ca*™. A
nomenclatura dos canais i0nicos ativados pelo GLU é baseada nos seus
respectivos agonistas andlogos sintéticos. Os receptores metabotrépicos
ativados pelo GLU (mGlu) estdo acoplados a proteina G (Gi/G0/Gq) e
ativam cascatas de segundos mensageiros intracelulares; estdo presentes
na pré- e na pds-sinapse e também nas células gliais. A MCPd é uma
regido com expressdo abundante de receptores glutamatérgicos,
especialmente do subtipo NMDA (Albin, Makowiec et al., 1990), e os
efeitos comportamentais induzidos pela injecdo de agonistas deste
receptor sdo observados em doses baixas (Bandler e Carrive, 1988;
Bittencourt, Carobrez et al., 2004), e caracterizados por reacdes
defensivas semelhantes aquelas evocadas na presenca de estimulos
naturais como a exposicdo ao predador (Bandler e Carrive, 1988; Comoli,
Ribeiro-Barbosa et al., 2003). O efeito aversivo dos agonistas do receptor
NMDA administrados na MCPd é observado em vdrios paradigmas
comportamentais, e se caracteriza pelo incremento das respostas de defesa
no labirinto em cruz elevado (LCE) (Carobrez, Teixeira et al., 2001;

Teixeira e Carobrez, 1999; Moraes, Bertoglio et al., 2008) e no labirinto
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em T elevado (Bertoglio e Zangrossi, 2006). A injecdo de antagonistas
NMDA intra-MCPd corroborou a importancia destes receptores no efeito
aversivo da MCPd ao abolir as respostas defensivas em animais de
laboratério expostos ao LCE (Kincheski e Carobrez, 2010; Teixeira e
Carobrez, 1999), ao teste de Vogel (Tonetto, Terzian et al., 2009), e na

exposicao ao predador (Aguiar e Guimardes, 2009).
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Figura 3. Receptores glutamatérgicos. Representacdo esquemadtica adaptada
de Kritis, Stamoula, et al., 2015; Rang, Dale, et al., 2007.

A atividade glutamatérgica na MCPd tem papel importante na
expressdo de comportamentos defensivos e também na codifica¢do das
experiéncias aversivas onde predominam estimulos biologicamente
relevantes, como o odor de predador. Souza e Carobrez mostraram que o
bloqueio dos receptores NMDA na regido rostral da MCPd prejudicou a
expressdo do medo incondicionado em ratos expostos ao odor do

predador. A mesma manipulacdo quando realizada na regido caudal da
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MCPd néo prejudicou a resposta incondicionada, mas promoveu reducgio
duradoura da expressdo do medo contextual associado a experiéncia do
odor do predador. Esses dados sugerem uma dicotomia funcional no eixo
rostro-caudal da MCP na regulacio de respostas defensivas dependendo
da natureza do estimulo (Souza e Carobrez, 2016). Respostas
incondicionadas dependem da atividade dos neurdnios da porcao rostral
enquanto que as respostas a estimulos associados a ameaca
(condicionados) ativam a por¢do caudal. Este fato pode ser explicado pela
diferenca na conectividade anatdmica de projecdes para a MCP. Circuitos
paralelos e independentes sdo recrutados dependendo de caracteristicas
do estimulo ameacador, que resultam na ativagdo de porc¢des diferentes
da MCP para execucgdo de respostas de defesa (Gross e Canteras, 2012).
Além disso, estudos prévios mostraram que o padrio de respostas
cardiovasculares evocadas pela estimulacdo da MCPdI ndo é homogéneo
ao longo do seu eixo rostro-caudal (Carrive 1993; Bandler e Shipley,

1994).

1.1.3 Matéria cinzenta periaquedutal dorsal: sinalizacao de
perigo e participacio no processamento cognitivo
Além de sua importancia na expressao de respostas de defesa, a
MCP também merece destaque na aprendizagem aversiva. Discala e
colaboradores (1987) demonstraram que a estimulagdo elétrica da MCP
dorsal (MCPd) poderia servir como estimulo incondicionado (EI) para
promover o aprendizado associativo do tipo pavloviano, semelhante ao
obtido com o choque elétrico nas patas. Este mesmo efeito foi
demonstrado em nosso laboratdrio utilizando a estimulacdo quimica da

MCPdIl com NMDA pareada com um odor frutado de valéncia neutra para
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roedores (acetato de amila). Neste paradigma, denominado
condicionamento olfatério aversivo, os ratos demonstraram aversio,
esquiva e evitacido quando reexpostos ao odor em um contexto diferente
da estimula¢do (Kincheski, Mota-Ortiz et al., 2012). O PMd, regido com
conexdes reciprocas com a MCPd, também possui caracteristicas
aversivas que sustentam o condicionamento olfatdrio aversivo, ja que sua
estimulacdo também pode ser usada como EI (Pavesi, Canteras et al.,
2011). Além disso, a atividade da MCPdl foi fundamental para a aquisicdo
do aprendizado aversivo olfatério induzido pela estimulacido adrenérgica
do nicleo pré-mamilar dorsal (PMd) do hipotdlamo (Pavesi, Canteras, et
al., 2011). A lesdo dos nicleos talamicos RE e AMv prejudicou a
aquisicdlo do condicionamento aversivo olfatério induzido pela
estimulacdo da MCPdl, bem como o bloqueio noradrenérgico do PMd.
Assim, conhecendo as projecdes ascendentes da MCPd (figura 1), fica
evidente que a despolarizacio neuronal de corpos celulares da MCPd com
NMDA resulta na atividade de neur6nios pés-sindpticos localizados em
regides criticas para o estabelecimento da aprendizagem aversiva. Ainda,
um estudo em ratos mostrou que a inativagdo temporaria da MCP com
muscimol prejudicou a atividade neuronal na amigdala em resposta a
choques na palpebra, além de prejudicar a formagdo da meméria de medo
condicionada ao som (Johansen, Tarpley et al., 2010). Isso sugere que a
plasticidade neuronal na amigdala, substrato da memdria associativa, seja
dependente da atividade da MCP. Segundo os autores deste estudo, o
circuito neural influenciado pela MCP seria essencial para a geracdo de
um sinal instrutivo que contribuiria com a modula¢do da plasticidade

sindptica durante o condicionamento de medo.
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Adicionalmente, a MCP também parece promover alteracdes
emocionais duradouras decorrentes de experiéncias aversivas. Foi
demonstrado anteriormente que a intera¢do do estado emocional negativo
provocado pela estimulagdo da MCPdl com a evocagdo de uma memdria
de medo j4 estabelecida resultou em uma memdria robusta e persistente
(Mochny, Kincheski, et al., 2013). Mesmo ocorrendo 24 h apds o treino
de condicionamento, a experiéncia aversiva induzida pela estimulacio da
MCPdI com NMDA foi capaz de modificar o comportamento defensivo
de ratos reexpostos ao contexto condicionado, 24 h ap6s a manipulacio
na MCPdI. O aumento da expressdo das respostas defensivas em situacdes
de baixa releviancia emocional, como a evocagdo de estimulos
condicionados em treinos fracos (Mochny, Kincheski, et al., 2013;
Giachero, Bustos, et al., 2013), sugere que os circuitos neurais recrutados
nesta evocacdo tenham sido influenciados pela ativacao da MCP ocorrida
no dia anterior. Estes dados sugerem efeitos duradouros da ativagcdo da
MCPdI, possibilitando a interacdo com nova experiéncia aversiva em um

intervalo de 24 h.

1.2 Aprendizagem e memoria

O termo aprendizagem se refere a aquisicio de informacdes
sobre o ambiente que pode resultar em alteragdes comportamentais
relativamente persistentes. Essas informa¢des sdo processadas por
circuitos cerebrais que logo coordenam a execu¢do de movimentos que
compdem a resposta comportamental. Além disso, a formacdo de
memdrias decorrente da aprendizagem permite ao individuo melhorar o
desempenho comportamental em situagcdes futuras e/ou semelhantes (

Groves, Thompson, 1970; Einchenbaum, 2008). Em psicofarmacologia
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utilizam-se testes animais nos quais se avaliam as alteracdes
comportamentais persistentes resultantes de uma experiéncia como
indicativo de aprendizagem, conforme descrito a seguir.

Estimulos de natureza aversiva s@o utilizados para o estudo da
aprendizagem emocional e formagdo de memdrias aversivas. Assim,
experiéncias emocionais significativas geram memorias robustas e
persistentes, sendo mais provavel de serem lembradas do que eventos
neutros (Roozendaal, McEwen, et al., 2009). Sdo fendmenos altamente
adaptativos, garantindo o armazenamento de informagdes relevantes, que
permitirdo identificar, antecipar e evitar possiveis estimulos que ameagam
a integridade do organismo em experiéncias futuras.

Um estimulo pode ser associado a pistas presentes no ambiente,
a uma recompensa ou punicdo, ou a uma resposta comportamental,
constituindo o aprendizado associativo (Einchenbaum, 2008), fendmeno
extensamente  estudado  principalmente em  paradigmas de
condicionamento cldssico. Um estimulo, dependendo da sua relevancia,
também pode promover a altera¢do do limiar de ativag@o de respostas do
organismo, constituindo o aprendizado ndo-associativo. Entre os
fendmenos ndo-associativos se apresentam a habituacio e a
sensibilizacdo. A habituacdo se refere a diminuicdo da resposta pela
apresentac¢do repetida de um estimulo, formando-se uma memoria de
habituacdo; a sensibilizacdo consiste na apresentacdo repetida de um
estimulo biologicamente relevante, que resulta no aumento da vigilancia,
da atenc@o seletiva e da responsividade a estimulos novos. O processo de
formacdo e manutencdo das memorias ja foi bem estudado e compreende

vérias etapas, que estdo discutidas no apéndice A deste trabalho.
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Segundo a teoria de Rescorla-Wagner, a aprendizagem ¢
controlada por um erro de predicdo (incompatibilidade entre o evento real
e o esperado) que codifica a diferenca entre a intensidade real do estimulo
e a expectativa em relacdo a intensidade do estimulo (McNally, Johansen
etal.,2011). Ou seja, a aprendizagem ocorre preferencialmente quando o
perigo € inesperado. Embora atualmente pouco se sabe sobre as
representagdes neurais do erro de predicdo, um estudo implicou a MCP
na modulagdo da expectativa em rela¢do ao estimulo aversivo (Johansen,
Tarpley, et al., 2010). Através do registro eletrofisioldgico das respostas
neuronais na amigdala, Johansen e colaboradores (2010) analisaram os
disparos neuronais em resposta aos choques elétricos em uma sess@o na
qual os choques foram precedidos ou ndo por um som sinalizador. Em
condi¢gdes normais, observou-se que o0s neurOnios amigdalares
responderam preferencialmente ao choque ndo-sinalizado do que ao
choque sinalizado, mostrando que estes neurdnios respondem mais
quando o choque ndo é esperado. A inativagdo farmacolégica da MCP
prejudicou a diferenca na resposta de neurdnios da amigdala frente ao
choque sinalizado ou ndo-sinalizado e diminuiu as respostas neuronais
aos dois tipos de choque. Estes dados levaram os autores a concluir que a
MCP estaria transmitindo a informacdo aversiva do choque para a
amigdala; e que a diferenca observada na resposta ao choque sinalizado e
ndo-sinalizado seria resultante da expectativa processada pela MCP.
Importante salientar que neste experimento observou-se o prejuizo do
condicionamento quando a MCP foi inativada. Desta forma, a modulagio
do erro de predi¢do exercida pela MCP teria um papel fundamental na

instrucdo aversiva necessdria para a aprendizagem.
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1.2.1  Substratos neurais da formacao de memdrias

Estudos que utilizaram o paradigma do odor de gato contribuiram
para o entendimento das vias neurais envolvidas nos processos de
respostas comportamentais de defesa inatas e aprendidas. O circuito
neural de resposta ao predador consiste na via que conecta o sistema
olfatdrio a estruturas do sistema nervoso central. A expressdo da resposta
de congelamento defensivo frente ao gato ou ao odor de gato é resultado
da ativagdo do sistema hipotaladmico de defesa — constituido por nicleos
do hipotilamo: AHN, VMH e PMd (Canteras, 2002; Canteras,
Chiavegatto, et al., 1997) — que recebe sinais enviados pela amigdala
medial (conectada diretamente com o sistema olfatorio) e tem como alvo
a MCP para a expressdo do comportamento (Canteras, Pavesi, et al.,
2015). Neste circuito, a MCP € critica para a integracdo das informacdes
sobre a ameaca, sendo a MCPd fundamental para a expressdo de
diferentes estratégias comportamentais de defesa. Lesdes na MCPd
aboliram completamente as respostas defensivas na exposicao de ratos ao
odor de predador (Sukikara, Mota-Ortiz et al., 2010). As respostas
aprendidas no paradigma do odor de gato sdo caracterizadas por
comportamentos de congelamento, avaliagdo de risco e esquiva,
observados no ambiente onde o animal foi exposto ao predador ou ao odor
deste (Blanchard, Yang, et al., 2001). A atividade do PMd é fundamental
para a formagdo da memdria contextual associada a experiéncia com o
predador (Canteras, Kroon, et al., 2008; Do-Monte, Canteras, et al.,
2008). Conforme mencionado anteriormente, a estimulagdo
noradrenérgica do PMd foi capaz de sustentar o condicionamento

olfatério aversivo, possibilitando a formacdo de memoria aversiva
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contextual (Pavesi, Canteras et al., 2011). Assim, esta estrutura parece ser
critica para os processos mnemonicos associados a experiéncia aversiva.

Os dados obtidos nos estudos com o predador e as conexdes
anatdmicas estabelecidas pelo PMd com o AMv (Canteras e Swanson,
1992) e com a MCPd (Canteras, 2002) apontaram para a importancia
destas regides para a formacdo de memdrias a partir de experiéncias
aversivas. De fato, a inativacdo farmacoldgica do AMv bloqueou a
formacdo da memdria contextual sem prejudicar a expressdao das
respostas defensivas frente ao predador (De Lima, Baldo et al., 2016).
Além disso, no estudo de estimulagdo farmacoldgica do PMd, o bloqueio
da MCPd impediu a formacdo da memoria aversiva, sugerindo a
importancia da atividade desta regido para o processamento mnemonico
(Pavesi, Canteras et al., 2011). A estimulacdo glutamatérgica da MCPd
também foi capaz de promover a formagdo de memdria aversiva quando
associada a um odor neutro, fendmeno que foi bloqueado pela lesdo
iontoforética do AMv e pela inativagdo farmacolégica do PMd
(Kincheski, 2011).

O AMv é uma regifo cuja posicdo anatdmica permite a influéncia
sobre sitios hipocampais e amigdalares (van Groen, Kadish et al., 1999;
Shi e Cassell, 1999), dois componentes fundamentais nos processos de
aprendizagem e memoria. A amigdala estd localizada no lobo temporal
medial do cérebro, entre os sistemas sensoriais aferentes e eferentes que
controlam as respostas comportamentais, enddcrinas e autdonomas
decorrentes de experiéncias com carater emocional (Ledoux, 2009).

Durante o condicionamento aversivo, o nucleo lateral da
amigdala recebe informagdes dos sistemas sensoriais através de

aferéncias talamicas e corticais que convergem com a chegada da
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informag@o do estimulo aversivo transmitida por vias somatossensoriais
(Ledoux , 2009). O resultado dessa convergéncia influencia a atividade
do ndcleo central da amigdala, que projeta neurdnios para a MCP e
diferentes dreas do tronco cerebral que controlam a resposta de defesa.

E amplamente aceito que, durante a aprendizagem, alteracdes
fisiolégicas na transmissdo sindptica que conduzem a alteracdes
estruturais na rede neural sdo necessdrias para a formacdo e persisténcia
da memoria (McGaugh, 2000). No contexto do ondicionamento aversivo,
estudos de plasticidade sindptica em modelos celulares de LTP,
conduzidos em paralelo com protocolos de manipulagdes farmacoldgicas
ou de lesdes no complexo amigdaloide evidenciaram a importancia do
GLU na aquisi¢do do aprendizado associativo € no processamento da
memoria aversiva (Sweatt, 2016).

O hipocampo € particularmente importante na formacido de
memdrias aversivas contextuais, nos quais o estimulo condicionado (EC)
€ o contexto onde o animal recebe o choque elétrico nas patas (EI)
(Phillips e Ledoux, 1992, Selden et al., 1991; Fanselow, 2000). Por outro
lado, ndo se descarta a sua importincia na formacdo de memorias
aversivas associadas a estimulos de outra natureza, como o estimulo
olfatoério (Kroon, 2012).

Estudos da década de 90 jad mostravam a importancia da amigdala
e dos receptores glutamatérgicos na aquisi¢do de memdrias aversivas
(Rogan, Stdubli et al, 1997; Miserendino, Sananes et al, 1990). O
bloqueio da atividade dos receptores NMDA na amigdala basolateral
(BLA, que inclui os nicleos lateral e basomedial) reduziu a resposta de
congelamento em reexposi¢des subsequentes ao EC evidenciando um

prejuizo da formagao da memdria associativa aversiva (Rodrigues, Schafe
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et al., 2001). O trafego de receptores glutamatérgicos do tipo AMPA, na
amigdala lateral, também parece ter um papel importante na manuten¢do
da memdria associativa (Rumpel, LeDoux, et al., 2005). O resultado da
abertura dos canais destes receptores € o aumento do cdlcio intracelular e
a ativagcdo subsequente de vias de sinalizagdo. A ativagdo dessas vias
resulta em um aumento da eficdcia sindptica, inicialmente pela
fosforilagdo de vdrios receptores de membrana e, em seguida, pela
ativacdo da transcri¢do génica e da sintese de proteinas (Lamprecht e
Ledoux, 2004).

De maneira geral, os circuitos neurais que sustentam a
aprendizagem e formagdo de memdrias aversivas s40 0S mesmos circuitos
que sustentam a expressio do medo, através de comportamentos
defensivos (Eichenbaum, 2008). Embora a amigdala seja importante tanto
na expressao quanto na codificacdo das memorias, sendo o nicleo lateral
o sitio onde as associagdes sdo estabelecidas através da plasticidade
sindptica (Blair, Schafe et al., 2001), esta estrutura necessita receber um
sinal de instru¢do aversiva para que a memoria seja consolidada. A
estimulacdo da amigdala (BLA) ndo foi suficiente para estabelecer o
condicionamento aversivo diferente do efeito observado com a
estimulacdo da MCPd (Kim, Horovitz et al., 2013). Assim, a MCP merece
destaque neste contexto, uma vez que, conforme exposto anteriormente,
trata-se da regido que opera na modulacdo da expectativa fornecendo
instrucdo aversiva para a amigdala (Johansen, Tarpley et al., 2010), além
de ser responsavel pela integracdo e coordenacdo das respostas defensivas
frente a estimulos ameacadores, e sustentar o condicionamento aversivo
atuando como EI (DiScala, Mana et al., 1987; Kincheski, Mota-Ortiz et
al., 2012; Kim, Horovitz et al., 2013).
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1.2.2 Memdria associativa e ndo-associativa

A organizagdo neuronal que sustenta o aprendizado associativo
aversivo, desde a experi€ncia, armazenamento de memdorias e expressao
de respostas condicionadas estd bem descrita na literatura. Os maiores
avangos na compreensdo de como as reagdes a situacdes aversivas se
organizam no cérebro t&m sido feitos através de estudos utilizando o
condicionamento cléssico.

O condicionamento  aversivo é um  procedimento
comportamental no qual um estimulo emocionalmente neutro (EC) pode
adquirir propriedades aversivas apds repetidas associagdes temporais com
um evento biologicamente significativo (EI). Os estudos sistemdticos de
Pavlov (1927) identificaram a importincia de dois parametros no
estabelecimento e manuten¢do do condicionamento: o EC deve preceder
o EI em um intervalo curto de tempo ou co-terminar com o EI, e o EC
deve predizer a ocorréncia do EI, de maneira consistente (Eichenbaum,
2008). Como a associagdo EC-EI € aprendida, respostas fisioldgicas e
comportamentais inatas ficam sob o controle do EI. Algumas destas
respostas incluem respostas defensivas comportamentais (como o
congelamento ou “freezing”), autondmicas (por exemplo, aumento da
frequéncia cardiaca e da pressdo arterial) e enddcrinas (secrecdo de
hormonios) bem como altera¢des na sensibilidade a dor (analgesia). Esta
forma de condicionamento € evolutivamente conservada, tendo sido
relatada em moscas, vermes, caranguejos, peixes, aves, coelhos, ratos,
gatos, cdes, macacos e humanos (LeDoux, 2000).

O estudo da aprendizagem associativa através do paradigma do

condicionamento aversivo permitiu o entendimento detalhado das fases
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do processamento das memorias. De maneira geral, a formacdo de uma
memdria consiste de uma fase inicial chamada aquisi¢do que se inicia
durante a aprendizagem, quando um estimulo nocivo e inesperado é
aplicado. Ao término da experiéncia (sessdo de associacdo EC-EI), a fase
de consolidacdo € iniciada e envolve uma série de eventos sindpticos e
moleculares que caracterizam o armazenamento da memoria (figura 30 -
apéndice A). Posteriormente, uma sessio de evocagio, caracterizada pela
apresentacdo do EC, permite o acesso a memdria formada, e a expressio
do comportamento em resposta ao estimulo aprendido. Informacdes
detalhadas e referéncias bibliogréficas acerca das fases da memoria sio
fornecidas no apéndice A deste trabalho.

A estimulacdo da MCP foi inicialmente utilizada como EI por
DiScala e colaboradores (1987), em um estudo sistemdtico que se baseou
no pareamento da estimulagdo elétrica desta regido com a apresentagdo
de um estimulo neutro (luz). Seguindo os parametros postulados por
Pavlov, os dados obtidos nestes experimentos demonstraram que a
aversdo induzida pela estimulacdo da MCP foi suficiente para conferir
cardter aversivo a luz, permitindo que este estimulo fosse capaz de evocar
respostas  defensivas condicionadas, caracterizando a natureza
incondicionada aversiva da estimulacdo da MCP. Mais tarde, Kincheski
e colaboradores utilizaram a estimulagao glutamatérgica da MCPdl como
EI para promover um condicionamento olfatério aversivo (Kincheski,
Mota-Ortiz et al., 2012). Neste estudo, verificou-se que o NMDA na
concentracdo de 100 pmol microinjetado na MCPdI foi capaz de conferir
cardter aversivo a um odor neutro, quando os animais sob efeito da
estimulacdo foram colocados em um ambiente impregnado com este odor.

Durante esta sessdo, que teve dura¢do de 10 min, os animais apresentaram
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principalmente o comportamento de congelamento. Interessante notar que
a concentracdo mais baixa de 50 pmol também evocou comportamentos
de defesa, porém em menor intensidade, mas esta concentracdo nao foi
efetiva em estabelecer o condicionamento. A concentragdo de 200 pmol
de NMDA evocou comportamentos de defesa mais intensos, incluindo a
fuga, e também nao foi capaz de estabelecer o condicionamento olfatdrio,
provavelmente por prejudicar aspectos relacionados a atengdo, necessdria
para a codificacio do estimulo.

O termo “aprendizagem ndo-associativa” refere-se as formas de
aprendizagem em situacdes nas quais um comportamento ja estabelecido
(definido) € modificado em resposta a um estimulo na auséncia de
associa¢des ou de um evento (como puni¢do ou reforco). (Eichenbaum,
2008). A habituacdo e a sensibilizacdo sdo consideradas as formas mais
simples de aprendizagem observadas em diferentes espécies de animais,
sendo as principais formas de aprendizagem ndo-associativa (Parrott-
Sheffer e Tikkanen, 2007). Os trabalhos pioneiros de Eric Kandel
investigaram as propriedades comportamentais e fisiolégicas destes
fendmenos na Aplysia, um invertebrado simples e de facil manipulagio
por apresentar neurdnios grandes cujos corpos celulares sdo de fécil
identificacdo (Eichenbaum, 2008). Na habituacdo observa-se a
diminuicdo da resposta comportamental especifica quando ocorre a
exposicdo repetida a um determinado estimulo (Groves e Thompson,
1970), mesmo que este estimulo seja percebido por receptores sensoriais
(Eichenbaum, 2008). Em invertebrados, as respostas de habituacio
constituem uma ferramenta experimental util para a investigacdo dos
processos de memoria (Pedreira, Dimant et al., 1995; Rose e Rankin,

2006).
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1.2.3 Fenomeno da sensibilizacio

A sensibilizacdo € um fenOmeno adaptativo que permite que
diferentes espécies de animais, vertebrados ou invertebrados, possam
emitir respostas mais eficientes e rdpidas em eventos futuros. Permite ao
individuo estar alerta, executar movimentos de orientagdo aos estimulos
com mais precisdo e elaborar uma estratégia comportamental refinada
dirigida a estimulos nocivos ou potencialmente perigosos. Entretanto, em
algumas psicopatologias, a sensibilizacdo pode promover efeitos
indesejdveis e afetar o individuo de maneira negativa. No transtorno de
estresse  pos-traumatico (TEPT) a sensibilizagdo induzida por
experiéncias negativas prévias € um fendmeno considerado por alguns
autores como um fator de vulnerabilidade para o desenvolvimento da
doenca (Stam, 2007). Na sensibiliza¢do, uma experiéncia aversiva pode
promover o aumento da magnitude das respostas comportamentais a uma
variedade de estimulos por um periodo de tempo substancial
(Eichenbaum, 2008). O estimulo desencadeador da sensibilizagdo
geralmente é nocivo (Eichenbaum, 2008). Segundo Groves e Thompson
(1970), “Todo estimulo capaz de evocar uma resposta comportamental
tem duas propriedades: eliciar uma resposta e influenciar o estado do
organismo”, através da influéncia do estimulo nocivo em vdrios circuitos
reflexos (Eichenbaum, 2008).

Kandel e Schwartz (1982) descreveram o mecanismo de
sensibilizacdo no molusco Aplysia californica, em um experimento que
consistiu na aplicagdo de um estimulo nocivo na cauda do animal. Foi
observado que a ativagdo de neurdnios sensoriais e posterior excitagcdo de

sinapses de neurdnios modulatdrios liberadores de serotonina, resultou na
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ativacdo pos-sindptica da proteina quinase A (PKA). A PKA fosforila os
canais de K* e Ca* sustentando a despolarizagio e aumentando a
liberagdo de GLU. Desta forma, o limiar de ativacdo destas células passou
a ser menor, ou seja, diminuiu a intensidade do estimulo necessdria para
a ativacdo da transmissdo glutamatérgica. Em situacdes de ativacio
prolongada, a PKA inicia a transcricdo de genes que promovem O
crescimento de novos terminais sindpticos, favorecendo a plasticidade

sindptica (Kandel e Schwartz , 1982).

1.2.4 Sensibilizacao comportamental

A sensibilizacdo comportamental ja foi descrita em diferentes
espécies, desde invertebrados até humanos. Alteracdes na magnitude da
resposta comportamental foram descritas apds a aplicagdo de estimulos
nocivos (Pinsker, Hening et al, 1973) ou farmacoldgicos (Shuster,
Webster et al., 1975; Davis, Svensson et al., 1975). Em modelos animais
de condicionamento aversivo, além das respostas de medo ao estimulo
associado, também se observam respostas comportamentais e fisiologicas
excessivas a estimulos ndo relacionados a experiéncia original, o que
caracteriza o fendmeno da sensibilizacdo comportamental. Diferente da
generalizacdo, onde tais respostas podem ser observadas a quaisquer
estimulos ndo associados independente de sua natureza, na sensibilizagio
o aumento da resposta se restringe a estimulos de caracteristica nociva. O
estresse prévio ao condicionamento aversivo promove estas alteracdes
comportamentais e fisioldgicas, além de induzir a formagao de memorias
robustas e duradouras (Servatius e Shors, 1994; Molina, Heyser et al.,

1994), conferindo a estes modelos validade preditiva ao mimetizar
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sintomas observados no TEPT (para revisdo, ver Stam, 2007). A
sensibilizacdo atua entdo como mecanismo de interacao das experiéncias
aversivas, em um processo do tipo ndo-associativo. E importante salientar
que a resposta aumentada, resultante do processo de sensibilizagdo,
somente € observada frente a estimulos nocivos. Existem casos nos quais
observa-se a expressdo de respostas de defesa a estimulos neutros, sem
nenhuma caracteristica aversiva, em individuos previamente expostos a
situacdes estressantes; nestes casos, trata-se do fenOmeno da
generalizacdo ja que o estimulo que desencadeia a resposta ndo é nocivo

por natureza.

1.2.5 Interacao entre experiéncias aversivas

Estudos na década de 50 ja colocaram em discussdo o papel do
estresse na sensibilizacdo de varios sistemas fisioldgicos. Em humanos, a
sensa¢do de medo sensibilizada, manifestada na forma de ansiedade
generalizada é uma caracteristica do TEPT (Pitman, 1997). A tabela 1
apresenta alguns trabalhos sobre a influéncia do estresse em alteracdes
comportamentais de cardter emocional, importantes para o presente
estudo.

Na faixa adaptativa, as alteragdes bioldgicas decorrentes de
eventos emocionais t€m efeito sobre experi€ncias futuras, garantindo o
armazenamento de informacdes relevantes que permitirdo identificar,
antecipar e evitar possiveis estimulos que ameacam a integridade do
organismo. No entanto, o processamento eficiente de experiéncias
emocionais negativas pode tornar-se inadequado; o estresse severo muitas

vezes torna-se uma fonte de transtornos afetivos, tais como ansiedade,
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fobias, depressdo e TEPT. Neste contexto, foi demonstrado que a
exposicdo a experiéncias aversivas antes de testes de emocionalidade ou
protocolos de avaliacdo de formacdo de memorias associativas aversivas
resultou no aumento da magnitude da resposta defensiva, aumento que
persistiu por um periodo substancial apds as manipulagdes iniciais (Stam,
2007). Este resultado foi evidenciado com vdrios procedimentos
aversivos como, por exemplo, sessdes longas de choques elétricos
inescapdveis, de estresse por conten¢do, de confronto com animais
(exposicdo ao predador, ao odor de predador ou ainda a um agressor co-
especifico) ou a combinac¢do de vdrios destes estressores individuais.
Além disso, a estimulacdo glutamatérgica da MCPd, com NMDA na
concentra¢do de 100pmol, foi capaz de promover alteragdes emocionais
que resultaram no aumento do comportamento defensivo na reexposicdo
ao EC, de uma memoria previamente estabelecida (Mochny, Kincheski et
al., 2013). Os dados obtidos evidenciaram, pela primeira vez, que a
estimulacdo da MCPd, mesmo realizada isoladamente (separada de outros
estimulos), foi capaz de interferir com outro paradigma experimental: o
condicionamento contextual aversivo. Além de modificar a resposta
comportamental a um estimulo (contexto) associado ao choque aplicado
em uma sessdo prévia (24 h antes), resultou na potencializacdo da
formacdo da memdria, j4 que as alteragdes comportamentais foram
observadas uma semana apds os eventos aversivos, confirmando que néo
se tratou apenas de um efeito transitério, mas sim de alteragles
persistentes que resultaram no aumento da magnitude da expressdo
comportamental. Resultados semelhantes foram observados em um
protocolo experimental similar, no qual o estresse por restricio foi a

experiéncia aversiva aplicada entre o condicionamento contextual fraco e
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o teste de evocacdo, também em intervalos de 24 h (Giachero, Bustos et
al., 2013). Dados obtidos recentemente em nosso laboratério mostraram
que, no desenho experimental de Giachero e cols., o efeito promotor do
estresse sobre a evocagdo do traco de memdria foi bloqueado pela
inativacdo farmacolégica da MCPd, antes do estresse, sugerindo que o
processamento de informagdes decorrentes da experi€ncia aversiva
promovida pela restricdo seja dependente da atividade da MCPd
(Giachero e Carobrez, dados ndo publicados).

Muitos trabalhos t€m como objetivo avaliar o efeito das
consequéncias de uma experiéncia prévia sobre o processamento de uma
memoria aversiva associativa, por mimetizar aspectos comportamentais
importantes do TEPT (aumento de comportamentos tipo-ansioso,
hipervigilancia, resisténcia a extingdo). Assim, uma facilitacdo da
formacdo de uma memdria aversiva foi demonstrada em ratos submetidos
a uma sessdo de estresse por conten¢do 24 h antes de um protocolo de
condicionamento contextual (Rodriguez-Manzanares, Isoardi et al.,
2005). Outros resultados demonstraram que uma Unica experiéncia de
contencdo provocou uma hiperexcitabilidade neuronal na BLA, que
resultou da reducdo da inibicdo GABAérgica (Isoardi, Martijena et al.,
2004). Este ponto de vista foi confirmado por evidéncia farmacoldgica, ja
que a infusdo de midazolam (MDZ) intra-BLA, um modulador positivo
do receptor GABA-A, impediu o aumento das reacdes emocionais
exibidas pelos animais estressados (Rodriguez-Manzanares, Isoardi et al.,
2005; Bignante, Paglini et al., 2010).

A facilitagio do condicionamento contextual também foi
observada quando ratos de laboratério foram previamente expostos a um

protocolo de 15 choques nas patas, realizado em um contexto diferente
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(Rau, DeCola et al.,, 2005). Demonstrou-se que os efeitos
comportamentais observados neste modelo sdo persistentes (Rau e
Fanselow, 2009) e que a sessdo de 15 choques promove comportamento
tipo-ansioso (redu¢do na locomog¢do) no campo aberto, sobressalto
exagerado a um estimulo sonoro e fendtipo tipo-depressivo no teste do
nado forcado, avaliados 24 h apds a aplicacdo dos choques (Perusini,
Meyer et al., 2016). A administracdo intra-BLA de muscimol 20 min
antes do estressor prévio bloqueou a sensibilizacdo induzida pelos 15
choques, mas este efeito ndo foi observado quando o muscimol foi
injetado apds a sessdo de 15 choques, sugerindo que a atividade da
amigdala é fundamental para o processamento da aversdo induzida pelo

estresse (Perusini, Meyer et al., 2016).
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Tabela 1. Estudos acerca dos efeitos da experiéncia aversiva prévia sobre diferentes
paradigmas de emocionalidade.

Estresse prévio

Modelo

Efeito

Referéncia

Choque na cauda

Condicionamento

1 sobressalto e 1

Servatius e Shors,

de ratos em tubos | auditivo aversivo respostas 1994

de contengdo condicionadas

1 semana de Nado for¢ado 1 imobilidade Molina, Heyser et
estresse cronico al., 1994

varidvel ou 1

semana morfina

i.p./dia

Exposi¢do ao LCE - 7 dias ap6s | tempo nos Adamec, Burton et

gato bragos abertos al., 1999b
1 avaliagdo de
risco
Estresse por Condicionamento 1 congelamento | Rodriguez-
contencdo contextual aversivo Manzanares, Isoardi
et al., 2005;
Maldonado,

Martijena, et al.,
2011.

Exposi¢do ao
predador

LCE
Condicionamento
contextual aversivo

| tempo nos
bragos abertos
Resisténcia a
extin¢do

Goswami, Cascardi
et al 2010

Estresse por
contengao

LCE

1

comportamento
tipo-ansioso

| fluxo de
cloreto no
cortex

Martijena, Calvo et
al 1997

Estresse por
contengdo

Condicionamento
contextual aversivo

1 congelamento
1 BDNF e
espinhas
dendriticas no
hipocampo

Giachero, Bustos et
al 2013

Derrota social ou

corticosterona i.p.

LCE

1

comportamento
tipo-ansioso

1 ¢c-FOS no
hipocampo e
septo lateral

Calfa, Volosin et
al., 2006

Estimulagéo da
MCPd com
NMDA

Condicionamento
contextual aversivo

1 congelamento
na evocacio do
contexto

Mochny, Kincheski
etal., 2013
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Os dados apresentados apontam para o envolvimento da
amigdala no efeito promotor da experiéncia aversiva prévia sobre o
condicionamento  contextual.  Entretanto, conforme  discutido
anteriormente, a amigdala € uma estrutura que necessita de um sinal de
instrucdo aversiva para que os estimulos aversivos sejam codificados.
Desta forma, a MCP deve ter participacio no processamento da
experiéncia prévia, provavelmente fornecendo a instrugdo aversiva
(conforme sugerido por Johansen, Tarpley, et al., 2010) necessdria para
influenciar experiéncias futuras.

De fato, evidéncias apontam para a importancia da ativacio da
MCP durante a experiéncia prévia no efeito promotor do estresse prévio
sobre experiéncias aversivas. Estudos que utilizaram a exposicao do rato
ao gato, que promove a expressdo da proteina c-FOS na MCP (Canteras
e Goto, 1999; Dielenberg, Hunt, ef al., 2001), demonstraram que esta
experiéncia promoveu: 1) aumento do potencial evocado por neurdnios
de projecdo da amigdala central para a MCP lateral, relacionado com o
aumento de comportamentos tipo-ansioso e a facilitacdo da LTP nesta via
— alteragdes persistentes por até 12 dias (Adamec, Blundell et al., 2003);
2) aumento de pCREB na MCP (porcdes dorsal, lateral e ventral)
(Blundell e Adamec, 2006); e 3) comportamento do tipo “ansiedade
extrema” em ratos da linhagem Lewis, associado a um congelamento
exagerado na extingdo do comportamento de defesa associado ao
contexto condicionado (Goswami, Cascardi et al., 2010).

Desta maneira, a ativagdo da MCP parece ter relagdo com os
efeitos tardios sobre os comportamentos defensivos observados em
manipulacdes realizadas posteriormente. Adicionalmente aos efeitos

imediatos da estimulacio da MCPd, foi observada a supressdo das
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vocalizagbes ultrassonicas na frequéncia de 50Hz, emitidas por ratos
submetidos a estimulagdo elétrica repetida desta regido. Considerada uma
medida afetiva positiva, a supressdo destas vocalizagdes ocorreu até 18
dias apds as estimulagdes, avaliadas na caixa-moradia dos animais, e
relacionadas com a diminuicdo na exploracdo do campo aberto e
diminuicdo no consumo de sacarose. Este conjunto de dados sugere um
efeito aversivo duradouro nos animais que receberam a estimulacio da
MCPd (Wright e Panksepp, 2011). Este efeito pode ser resultante de
alteragcdes estruturais e/ou neuroquimicas induzidas pela ativacdo da
MCP, que seriam integradas a novas experi€ncias de natureza aversiva.
Portanto, além de induzir a plasticidade sindptica necessdria para a
formacdo de associagdes seguindo os preceitos temporais do
condicionamento aversivo classico (Maren, 2001), € possivel que
alteracOes resultantes da estimulagdo da MCP possam promover a
sensibilizacdo e serem associadas a novos estimulos, em experiéncias
aversivas separadas no tempo, influenciando inclusive novas associacdes

aversivas.

1.3 Justificativa

As evidéncias da literatura apresentadas sugerem que
experiéncias aversivas prévias podem modificar a expressdo e o
processamento de novas experiéncias de natureza aversiva, mesmo que
os estimulos sejam completamente diferentes e dissociados no tempo. Os
substratos neurais desta interacdo ainda s@o desconhecidos, embora
alguns estudos tenham apontado o envolvimento da amigdala no efeito
promotor da experiéncia prévia. A atividade da MCPd € critica para o

comportamento defensivo em situacdes de ameaga ao organismo, além de
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ser fundamental para a formagdo das memdrias relacionadas a estes
eventos (Kincheski, Mota-Ortiz SR ef al., 2012; Pavesi, Canteras et al.,
2011) e influenciar o processamento do traco de memoria previamente
estabelecido (Mochny, Kincheski et al., 2013). Assim, considerando a
importancia da MCPd na expressdo do medo e no seu papel como EI no
estabelecimento de um condicionamento aversivo, o presente trabalho
testou a hipdtese de que a estimulacdo da MCPd poderia modificar um
condicionamento contextual aversivo, como se fosse uma experiéncia

estressante prévia.

1.4 Hipétese

A estimulacdo glutamatérgica da MCPd facilita a aquisi¢do do
condicionamento contextual aversivo, facilitando a forma¢ao da memdria

aversiva contextual.

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da estimulacdo glutamatérgica da MCPd sobre
o condicionamento contextual aversivo realizado 24 h apds a injecdo de
NMDA intra-MCPd. Verificar a expressio da resposta defensiva de ratos
submetidos a estimulacdo da MCPd durante as diferentes etapas do

condicionamento contextual aversivo.
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1.5.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito facilitatério da estimulacido quimica da MCPd
sobre o congelamento durante as fases do condicionamento
aversivo contextual.

Avaliar o efeito do choque nas patas sobre os efeitos
comportamentais induzidos pela estimulagdo quimica da MCPd
durante as fases do condicionamento aversivo contextual.
Verificar o efeito do contexto novo na manutengdo da memoria
aversiva contextual.

Verificar o efeito da auséncia de evocagdo sobre a persisténcia
da memodria aversiva contextual.

Verificar o efeito da evocagdo no contexto novo 48 horas apds o
choque sobre a manuten¢do da memdria aversiva contextual.
Avaliar o efeito da evocag@o no contexto novo 7 dias apds o
choque sobre a manuten¢do da memdria aversiva contextual.
Avaliar o efeito da evocacdo no contexto associado a
estimulacdo da MCPd sobre a manuten¢do da memoria aversiva
contextual associada ao choque.

Avaliar o efeito do odor associado & estimulacao da MCPd
sobre a manutengdo da memoria aversiva contextual associada
ao choque, apresentado no contexto da estimulagao.

Avaliar o efeito do odor associado a estimulagdo da MCPd
sobre a manutenc¢do da memdria aversiva contextual associada

ao choque, apresentado no contexto novo.
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e Verificar o efeito da cicloheximida sobre a facilitagdo do
condicionamento aversivo contextual induzida pela estimulag¢do
quimica da MCPd.

e Verificar o efeito da cicloheximida sobre a evocacio da

memoria aversiva contextual.

2  MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados ratos machos, da linhagem Wistar, com 3-4 meses
de idade pesando entre 280g e 340g, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais foram mantidos em
gaiolas plasticas (50 x 30 x 15 cm) em grupos de trés ou quatro, com livre
acesso a agua e alimento e aclimatizados com temperatura controlada (23
+ 1°C) sob ciclo de luz claro/escuro de 12 h (periodo claro das 7 as 19 h),
no biotério do Laboratério de Neurobiologia Comportamental (LNC) por
uma semana antes do inicio dos experimentos. Os procedimentos
experimentais utilizados no presente trabalho foram aprovados pelo
Comité de Etica da Universidade Federal de Santa Catarina
(042/CEUAPROPESC/2013, projeto de pesquisa PP0849/2013) e estdo
de acordo com as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), em conformidade com

a Lei Arouca (11.794/2008).
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2.1.1  Acoes de refinamento experimental

Com o objetivo de reduzir o estresse em decorréncia da manipulacio
dos animais, algumas a¢des foram adotadas na rotina dos experimentos:

- Os animais foram retirados de suas caixas-moradia pela cauda em
movimentos delicados.

- As injecdes (intra-cerebrais ou intra-peritoneais) foram realizadas
com o auxilio de uma flanela que cobriu o corpo e os olhos dos animais.

- O procedimento cirurgico incluiu o uso de anestésico local, aplica¢do
de salina fisioldgica nos olhos para evitar o ressecamento, uso de uma
flanela para aquecer o corpo durante a cirurgia e aplicacio de analgésico,
anti-inflamatdrio e antibidtico para melhor recuperacio pds-cirtrgica.

- Os animais foram observados diariamente durante toda sua estadia no
biotério do LNC. Quando foi constatada presenca de lesdes na regido da
cirurgia e/ou sinais de sofrimento, o animal foi retirado para eutandsia

para preservar o bem estar dos demais animais da colonia.

2.2 Cirurgia estereotaxica

Uma semana antes do inicio dos experimentos, os ratos foram
submetidos a uma cirurgia estereotdxica para a implantacdo de canulas-
guias direcionadas para a por¢do dorsal da MCP (unilateral, do lado
esquerdo). As canulas foram confeccionadas em nosso laboratdrio a partir
de agulhas hipodérmicas (25 x 7mm, BD Precision Glide®, Brasil) e o
tamanho foi ajustado para 10 mm com o auxilio de um paquimetro
(Mitutoyo, Brasil).

Cada rato foi anestesiado com uma injecdo intraperitoneal (IP) de

uma solugio de xilazina (10 mg/ml/kg, Xilazin®, cloridrato de xilazina
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2%, Syntec, Brasil) e quetamina (100 mg/ml/kg, Cetamin®, cloridrato de
cetamina 10%, Syntec Brasil). Depois de confirmada a perda total dos
reflexos, o animal foi fixado em um aparelho estereotdxico (Stoelting Co.,
EUA); um pedaco de algodio embebido em salina fisiolégica foi
colocado sobre os olhos para prevenir o ressecamento e realizou-se a
tricotomia na regido superior da cabeca. Apds assepsia desta drea com
alcool 70%, uma solugdo de lidocaina (3%) com adrenalina (1:50.000,
Dentsply Pharmaceutical, Brasil) foi injetada por via subcutanea. Devido
ao efeito vasoconstritor e anestésico local, a formag¢do de uma pépula
ovalada auxiliou a retirada da pele no local. Em seguida, o peridsteo foi
removido com o objetivo de expor a calota craniana, permitindo a
visualizacdo das suturas lambdoide, sagital e corondria e o alinhamento
do Bregma e do Lambda no plano horizontal. Com o auxilio de uma broca
odontolégica, a calota craniana foi perfurada para a fixagdo de um
parafuso de ago inoxiddvel no osso frontal e de uma cénula guia de 10
mm direcionada para a MCPd, cujas coordenadas para implantagdo
(anteroposterior (AP) = -7,6 mm em relacdo ao Bregma, médio-lateral
(ML) = +1,9 mm e dorsoventral (DV) = -2 mm a partir da superficie
externa do osso craniano em um angulo de 22°) foram obtidas do atlas do
cérebro de ratos de Paxinos e Watson (1998). Um mandril n° 26 foi
inserido na cinula para prevenir a sua obstru¢do. Uma vez adaptados o
parafuso e a canula, a superficie craniana foi seca e a drea aberta foi
preenchida com acrilico auto-polimerizdvel que, decorridos alguns
minutos para secagem, fixou todas as pecas formando uma prétese sélida.
Os animais foram entdo retirados do estereotixico e receberam a
administragdo por via subcutanea de uma solugo de flunixina meglumina

(Banamine® 2.5 mg/kg; Schering-Plough, Brasil), um fdrmaco com
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propriedades anti-inflamatdria, analgésica e antipirética, e por via
intramuscular uma associacdo de antibidticos (benzilpenicilina e
esptreptomicina, Pentabidtico®, 1.0ml/kg; Fort Dodge, Brasil) para
prevenir infec¢des e garantir a boa recuperacdo dos animais apds as
cirurgias.

Ao término das cirurgias, os ratos foram mantidos em uma sala
aquecida até o desaparecimento completo dos efeitos da anestesia geral.
Em seguida, os ratos retornaram ao biotério do LNC para suas caixas
moradia com livre acesso a dgua e alimento, onde permaneceram em
recuperacao por sete dias antes do inicio da fase experimental.

Os animais cujos implantes ocasionaram lesdes na regido da cabeca

foram excluidos dos experimentos.

2.3 Drogas e solucoes

A estimulac¢do quimica dos neur6nios da por¢do dorsal da MCP foi
realizada através da infusio de NMDA (= 98% por TLC,
PM=147,13/mol; Sigma Aldrich, E.U.A.). A droga foi dissolvida em uma
solucdo 0,1M de salina tampao fosfato (phosphate-buffered saline, PBS;
pH 7,4). O PBS livre de droga foi utilizado como veiculo nos grupos
controle.

As concentragdes do NMDA (50, 100 e 200 pmol) foram
selecionadas com base em publicagdes anteriores do LNC (Moraes,
Bertoglio et al., 2008; Kincheski et al., 2012). O volume injetado foi de
0,2 pl/rato e, segundo Bandler e Carrive (1988), este volume de AAE se

espalha por no maximo 1mm.
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- Acetato de amila (Aldrich Chemical, EUA), substincia sintética
volatil com odor caracteristico de banana, na concentracio 5% em
propilenoglicol, foi utilizada como estimulo olfatério. A escolha desta
substancia foi baseada em trabalhos anteriores do nosso laboratério
(Kincheski, Mota-Ortiz et al., 2012; Pavesi, Canteras et al., 2011, Souza,
Dal Bé6 et al., 2014).

- Cicloheximida (cicloheximida de fonte microbiana > 94% por TLC,
Sigma Aldrich, E.U.A.). A cicloheximida (CHX) é um antibidtico que
inibe a sintese de proteinas por interferéncia no processo de translacdo,
com duragdo de efeito limitada até 24 h (Williams, Guevremont et al.,
2007). Esta substancia foi selecionada para este estudo com o objetivo de
avaliar a importancia da sintese proteica em algumas etapas do protocolo
experimental proposto. A dose de 1mg/kg e o volume injetado (1ml/kg)
pela via intraperitoneal foi selecionada a partir de trabalho da literatura

(Briggs e Olson, 2013).

2.4 Aparatos experimentais

Trés caixas de materiais e dimensdes diferentes foram utilizadas no
presente estudo: uma caixa de condicionamento, uma caixa de vidro
coberta por uma grade metdlica e uma caixa pldstica. Durante os
experimentos, as caixas foram acomodadas em uma sala com som
atenuado e com nivel de iluminacio na intensidade de 80 lux, dentro de
uma capela acoplada a um exaustor de ar. As caixas foram higienizadas
com toalhas de papel embebidas em uma solucdo de etanol 10 % (v/v)

antes e depois da passagem de cada animal.
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A caixa de condicionamento (figura 4) foi designada como contexto
A (50 x 35 x 26 cm) e consiste de paredes de ago inoxiddvel (laterais e
fundo) e acrilico transparente (parede frontal e tampa), ¢ um piso
gradeado, com barras metdlicas espacadas 0,5 cm entre si conectadas a
um gerador de choque (Insight®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) que, quando
necessdrio, possibilitou a emissdo de choques elétricos na intensidade e

tempo de disparos programados.

A i

¥
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Figura 4. Caixa de condicionamento (contexto A).
Uma caixa de vidro (28 x 28 x 28cm), coberta com uma grade

metdlica, designada como contexto B (figura 5), foi utilizada para colocar

os animais imediatamente apés a injecdo na MCPd.

Figura 5. Caixa de vidro (contexto B).

O terceiro contexto (figura 6), uma caixa confeccionada em

Plexiglas® preto (40 x 26 x 36cm) foi designada como contexto C.

Figura 6. Caixa de acrilico Plexiglas® preto (contexto C).
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2.5 Procedimentos experimentais

Todos os experimentos foram realizados durante a fase diurna, entre
8 e 14 h. Antes do inicio dos experimentos, os animais foram colocados
em uma sala de ambientacdo por 30 min. O transporte individual dos
animais para a sala de experimentos foi feito em uma caixa plastica
pequena contendo um pouco de maravalha. Cada sessao foi filmada por
uma video-camera, instalada na sala de experimentos e conectada a um
computador para gravacdo das sessdes, localizado em uma sala adjacente.
A aleatorizagdo foi feita em todas as sessdes, por sorteio da sequéncia de

animais a ser submetido a cada sessdo individual.

2.5.1 Testes comportamentais

A medida de comportamento defensivo utilizada no presente trabalho
foi o tempo de congelamento (freezing). O congelamento é caracterizado
pela imobilidade total do animal, onde se observa auséncia de
movimentos do corpo, da cabeca e das vibrissas, exceto daqueles
movimentos necessarios para a respiracdo (Blanchard e Blanchard, 1969).
O tempo total gasto no comportamento de congelamento em cada sessdo
foi quantificado em segundos e expresso como porcentagem do tempo
total da sess@o. O comportamento de congelamento foi a reacdo defensiva
cuja expressdo foi mais robusta e consistente observada em todos os
grupos que receberam a infusdo de NMDA; por este motivo foi escolhido
como o indice comportamental de avaliacdo da resposta defensiva neste

trabalho.
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2.5.2 Injecao cerebral: estimulacio da MCPd

Os ratos foram aleatoriamente retirados de suas caixas-moradia para
a infusdo de droga (NMDA) ou veiculo (PBS) intra-MCPd. Cada rato foi
levado individualmente para a sala de experimentos, e com o auxilio de
uma flanela com um orificio, todo o corpo foi coberto deixando apenas a
regidao do implante craniano exposta para a injecdo. O mandril foi
cuidadosamente retirado com o auxilio de um alicate, € inseriu-se uma
lima para desobstrucdo completa da canula. A agulha injetora (didmetro
externo = 0,3 mm) foi confeccionada no tamanho de 13,2 mm, sendo que
quando introduzida na cinula-guia (10 mm) estendeu-se 3,2 mm abaixo
do final da cénula, atingindo a porcdo dorsal da MCP. Um tubo de
polietileno (PE10; Clay Adams, USA) foi utilizado para conectar a parte
superior da agulha a uma microsseringa (5 ul; Hamilton®) e uma bolha de
ar formada dentro deste tubo foi utilizada para monitorar a vazido da
droga. A injecdo intracerebral da droga ou veiculo (volume = 0,2 ul) foi
realizada com o auxilio de uma bomba de infusdo (Insight®, Ribeirdo
Preto, SP, Brasil) na razdo de 0,6 pl/min. Para maximizar a difusdo e
evitar possivel refluxo da droga, a agulha s6 foi removida da canula 20 s
apos o final da infusdo da droga. Ao final deste procedimento, o rato foi
colocado no contexto B e mantido nesta caixa por 10 min, periodo no qual
o tempo de congelamento foi mensurado. Ao término desta sessdo, o rato

foi devolvido ao biotério.

2.5.3 Condicionamento aversivo contextual fraco (CACF)

Se a associagdo entre o El e o estimulo neutro (EN) ndo acontecer em

magnitude suficiente para que o EC passe a evocar respostas defensivas,
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€ possivel que o condicionamento ndo tenha sido eficiente em conferir um
cardter emocional relevante ao estimulo inicialmente neutro. O resultado
desta associagdo pode ser um traco de memoéria que poderia ser
potencializado por eventos traumdticos, prévios ou posteriores. Dados
anteriores obtidos no LNC mostraram que 5 choques de leve intensidade
sdo necessdrios para promover um condicionamento olfatério de medo
(Kroon e Carobrez, 2009). Em um trabalho anterior, um trago de memoria
aversiva contextual foi obtido em um protocolo de 3 choques de baixa
intensidade, permitindo a potencializacdo do congelamento expresso na
evocacdo, consequéncia da estimulacdo da MCP dorsolateral (Mochny,
Kincheski et al., 2013). No presente estudo, o protocolo de CACF adotado
foi de 1 choque elétrico nas patas de intensidade 0,4 mA e duracgio de 3
s, baseado em outros estudos do laboratério que definiram estes
parametros apds um estudo de padronizac¢do. Os animais foram colocados
na caixa de condicionamento e durante 3 min exploraram livremente o
aparato (periodo pré-choque). Ao final dos 3 min foi aplicado o choque e,
em seguida, os animais foram mantidos por mais 50 s (periodo pods-

choque) nesta caixa para avalia¢cdo do comportamento de congelamento.

2.5.4 Sessoes de teste

As sessdes de teste foram realizadas no contexto A, B ou C,
dependendo do protocolo experimental empregado. Os ratos foram
colocados no contexto selecionado por 3 min e o tempo de congelamento
foi quantificado. Esta sessao foi realizada 24 h ou 7 dias apds a sessdo de

CACF, dependendo da etapa experimental.
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2.5.5. Sessoes com estimulo olfatorio

Nos experimentos em que o estimulo olfatério foi utilizado, 50 ul da
solucdo de acetato de amila foi aplicado em um papel de filtro (0,5 x 3
cm) com o auxilio de uma micropipeta, e este papel foi posicionado dentro
de um frasco de vidro (altura=5cm, didmetro=2,5cm) fixado na parede do
contexto B (sess@o de estimulagdo da MCPd) ou C (sessdo de teste). Um
exaustor foi ligado nos intervalos entre um rato e outro para evitar o

acumulo de odor na sala.

2.6 Analise histologica

O sitio de injecdo atingido pelas drogas injetadas na MCPd durante
os experimentos foi confirmado ao final de todos os experimentos através
da andlise histoldgica dos encéfalos. Apds os testes comportamentais,
todos os ratos foram profundamente anestesiados com isoflurano (solugio
inalatéria de isoflurano 100%, 1ml por rato, Vetflurano®, Virbac, Brasil)
até que se constatou a parada cardiaca. Em seguida, procedeu-se a
eutandsia por deslocamento cervical. Para marcacdo do sitio de inje¢ao,
cada rato recebeu a injecdo de 0,2 pl de corante Azul de Evans 3% (Evans
Blue, Sigma Aldrich, E.U.A.), utilizando a mesma agulha e canula do
experimento comportamental. Os encéfalos foram entdo removidos e
colocados em frascos contendo solucdo formaldeido 10% em dgua, onde
ficaram imersos por no minimo 48 h, e posteriormente transferidos para
uma solucdo de sacarose 30% em dgua e mantidos em geladeira por no
minimo 24 h antes de serem processados. Cortes histolégicos de 50 pm
de espessura foram obtidos com o auxilio de um criostato (- 22°C,

CM1850; Leica, Alemanha) e dispostos em laminas de vidro previamente
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gelatinizadas. Posteriormente, os cortes foram submetidos a coloragéo de
Giemsa permitindo a confirmacio do sitio de inje¢do com o auxilio de um

estereoscopio e do atlas do cérebro de ratos Paxinos e Watson (1998).

2.7 Analise estatistica

Os dados comportamentais coletados foram submetidos
primeiramente ao teste de normalidade Kolmogorov Smirnov. Uma vez
confirmado que os dados respeitavam uma distribuicio normal, foi
realizada a analise de varidncia (ANOVA) de duas vias, considerando
como fatores o tratamento (inje¢cdo na MCPd) e a sessdo. Os resultados
foram expressos pela média + erro padrdo da média (EPM) e o nivel de
significancia adotado foi de p < 0,05. A ANOVA para medidas repetidas
foi utilizada para comparacdo dos dados e deteccdo de diferencas
significativas. Quando a ANOVA detectou diferencas significativas,
comparacdes post-hoc usando teste de Tukey para amostras desiguais
foram utilizadas, considerando o rigor deste teste para a andlise do
comportamento exibido pelos animais em diferentes etapas do protocolo

experimental.
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3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Experimento 1. Efeito facilitatorio da estimulacdo quimica da MCPd
sobre o congelamento durante as fases do condicionamento aversivo

contextual.

No primeiro dia, os animais foram aleatoriamente selecionados
para receber a infusdo de NMDA nas concentra¢des de 50 pmol, 100 pmol
ou 200 pmol, ou veiculo (PBS). Apds a injecdo cerebral, cada rato foi
colocado no contexto B, durante 10 min para quantificacdo do tempo
gasto na postura de congelamento.

No dia seguinte, todos os ratos foram submetidos ao CACF
descrito anteriormente (aplicacdo do choque elétrico nas patas no
contexto A).

No terceiro dia, procedeu-se o teste 1 no contexto A. No décimo
dia, foi realizado o teste 2 no contexto A. O grupo que recebeu a infusio
de PBS intra-MCPd serviu como controle. A figura 7 apresenta o desenho

experimental de forma esquematizada.

Dial Dia 2 Dia 3 Dia 10

Estimulagdo da MCPd Condicionamento Teste 1 Teste 2
contextual

Condwoning ¢ 'Y
chamber

w p. 4 $ 4 $

2n | 24h | 7d
2 = e o [ Wil T Wi > Wi
Infuséo intra-MCPd Contexto B Contexto A Contexto A Contexto A

NMDA ou PBS 10 min 1 choque 0,4mA /3s; 3 min 3min
3min pré-choque; 50s pos-choque

Figura 7. Protocolo do experimento 1.
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Experimento 2. Efeito do choque sobre as alteracdoes comportamentais

induzidas pela estimulagdo da MCPd.

Este experimento foi realizado com o objetivo de controlar os
efeitos do choque sobre as alteracdes comportamentais induzidas pela
estimulacio da MCPd. Para isto, dois grupos adicionais foram
conduzidos: um grupo microinjetado com NMDA 100 pmol e um grupo
microinjetado com PBS no dia 1, foram expostos a caixa de
condicionamento — contexto A, no dia 2 — durante 3 min e 50 s € ndo

recebeu nenhum choque elétrico nas patas (figura 8).

Dial Dia 2 Dia 3 Dia 10

Estimulagdo da MCPd Condicionamento Teste 1 Teste 2
contextual

Condtioning 4 “ ¢ A B
ramber P

: 24h 24h 7d
Ty ::; — > N . N .
— | = / -i'[\ Jéfﬂlﬂm‘m\ﬁ\\ = Wi, — Wi\
Infusio Intra-MCPd Contexto B Contexto A Contexto A Contexto A
NMDA ou PBS 10 min 0 chogue: 3min50s 3 min 3min

Figura 8. Protocolo do experimento 2.

Experimento 3. Efeito do contexto novo na manuten¢do da memdria

aversiva contextual.

No primeiro dia, os animais foram aleatoriamente selecionados
para receber a infusdo de NMDA na concentracdo de 100 pmol ou veiculo
(PBS).

No dia seguinte, todos os ratos foram submetidos ao CACF.

No terceiro dia, procedeu-se o teste 1 no contexto C. O objetivo
deste experimento foi verificar se a expressio da memoria aversiva

contextual observada no décimo dia depende da reexposi¢do ao contexto
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associado ao choque no terceiro dia. No décimo dia, foi realizado o teste
2 no contexto A. O grupo que recebeu a infusdo de PBS intra-MCPd
serviu como controle. A figura 9 apresenta o desenho experimental de

forma esquematizada.

Dial Dia 2 Dia 3 Dia 10
Estimulagdo da MCPd Condicionamento Teste 1 Teste 2
contextual
Wi =~ — i Pl o
24h 24h 7d
= e = [ i, —> =3 =
Infusio intra-MCPd Contexto B Contexto A Contexto C Contexto A
NMDA ou PBS 10 min 1 choque 0,4mA /3s; 3 min 3 min
3min pré-choque; 50s pos-choque

Figura 9. Protocolo do experimento 3.

Experimento 4. Efeito da auséncia de evocagdo sobre a persisténcia da
memaoria aversiva contextual.

Neste experimento foi avaliado se a expressdo do congelamento
observada no teste 2 (décimo dia) é dependente da experiéncia contextual
que ocorre no dia 3, ou seja, 24 h apds o choque.

No primeiro dia, os animais foram aleatoriamente selecionados
para receber a infusdo de NMDA na concentracdo de 100 pmol ou veiculo
(PBS).

No dia seguinte, todos os ratos foram submetidos ao CACF
descrito anteriormente.

Sete dias apds o CACEF, foi realizado o teste 2 no contexto A. O
grupo que recebeu a infusdo de PBS intra-MCPd serviu como controle. A

figura 10 apresenta o desenho experimental de forma esquematizada.
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Dia1l Dia 2 Dia 3 Dia 10
Estimulagédo da MCPd Condicionamento Teste 1 Teste 2
contextual “eo
NN,
Conatanng 4 W= “ 4
W y \ P Y
; 24n e =% :>
- N 9 ’
— — el = m@ S MM
Infusdo intra-MCPd Contexto B Contexto A 7d Contexto A
NMDA ou PBS 10 min 1 choque 0,4mA /3s; 3min
3min pré-choque; 50s pés-choque

Figura 10. Protocolo do experimento 4.

Experimento 5. Efeito da evocacdo no contexto novo 48 horas apds o
choque sobre a manutengdo da memdoria aversiva contextual.

Este experimento avaliou a relagdo temporal entre a exposi¢io
ao contexto C e a persisténcia da resposta comportamental no contexto A.

No primeiro dia, os animais foram aleatoriamente selecionados
para receber a infusdo de NMDA na concentracio de 100 pmol ou veiculo
(PBS).

No dia seguinte, todos os ratos foram submetidos ao CACF.

Quarenta e oito horas apés o CACF, procedeu-se o teste 1 no
contexto C. Seis dias apds esta sess@o no contexto C, foi realizado o teste
2 no contexto A. O grupo que recebeu a infusdo de PBS intra-MCPd
serviu como controle. A figura 11 apresenta o desenho experimental de

forma esquematizada.

Dial Dia 2 Dia 4 Dia 10
Estimulagdo da MCPd Condicionamento Teste 1 Teste 2
contextual
6 24h 48h

— ) S ) / -[\ mm\\& — :> m‘m_
Infusdo intra-MCPd Contexto B Contexto A Contexto C Contexto A

NMDA ou PBS 10 min 1 choque 0,4mA /3s; 3 min 3 min

3min pré-choque; 50s pos-choque

Figura 11. Protocolo do experimento 5.
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Experimento 6. Efeito da evocacdo no contexto novo 7 dias apds o choque

sobre a manutengdo da memdoria aversiva contextual.

Este experimento avaliou a relagdo temporal entre a exposi¢io
ao contexto C e a persisténcia da resposta comportamental no contexto A,
em um intervalo maior de tempo.

No primeiro dia, os animais foram aleatoriamente selecionados
para receber a infusdo de NMDA na concentracdo de 100 pmol ou veiculo
(PBS).

No dia seguinte, todos os ratos foram submetidos ao CACF.

Sete dias apds o CACF, procedeu-se o teste 1 no contexto C.
Vinte e quatro horas apds esta sessdo no contexto C, foi realizado o teste
2 no contexto A. O grupo que recebeu a infusdo de PBS intra-MCPd
serviu como controle. A figura 12 apresenta o desenho experimental de

forma esquematizada.

Dia1l Dia 2 Dia9 Dia 10
Estimulagdo da MCPd Condicionamento Teste 1 Teste 2
contextual
e wand — : y. ‘
24h 7d 24h j
2 = e = [ Wi —> =g
Infusio intra-MCPd Contexto B Contexto A Contexto C Contexto A
NMDA ou PBS 10 min 1 choque 0,4mA /3s; 3 min 3 min
3min pré-choque; 50s pos-choque

Figura 12. Protocolo do experimento 6.
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Experimento 7. Efeito da evocacdo no contexto associado a estimulacdo
da MCPd sobre a manutengdo da memdria aversiva contextual associada

ao choque.

Neste experimento foi avaliado se reexposi¢cdo ao contexto da
sessdo de estimulacdo da MCPd com NMDA poderia interferir com a
manutencido da memoria aversiva contextual formada em associagcdo com
o choque.

No primeiro dia, os animais foram aleatoriamente selecionados
para receber a infusdo de NMDA na concentracdo de 100 pmol ou veiculo
(PBS).

No dia seguinte, todos os ratos foram submetidos ao CACF.

No terceiro dia, procedeu-se o teste 1 no contexto B.

No décimo dia, foi realizado o teste 2 no contexto A. O grupo
que recebeu a infusdo de PBS intra-MCPd serviu como controle. A figura

13 apresenta o desenho experimental de forma esquematizada.

Dia 1 Dia 2 Dia3 Dia 10
Estimulagdo da MCPd Condicionamento Teste 1 Teste 2
contextual
. — Conttenng 4 " . “ 4
'Vl.w‘ 24 ¢ 24h 'V—u.f'i 7d
N - ) ) Ju .
— N :> Lt :> /’:I\W/ﬂﬂ\m\\i\\ :> Pl :> 7 N
Infusio intra-MCPd Contexto B Contexto A Contexto B Contexto A
NMDA ou PBS 10 min 1 choque 0,4mA /3s; 3 min 3 min
3min pré-choque; 50s pés-choque

Figura 13. Protocolo do experimento 7.
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Experimento 8. Efeito do odor associado a estimulacdo da MCPd sobre
a manutengcdo da memdria aversiva contextual associada ao choque,

apresentado no contexto da estimulagdo.

Um odor neutro quando associado a experiéncia induzida pela
estimulagdo da MCPd com NMDA adquire propriedades aversivas, sendo
capaz de evocar respostas de defesa (Kincheski et al., 2012).

Neste experimento foi avaliado se reexposicdio ao odor
condicionado na sessdo de estimulagdio da MCPd com NMDA poderia
interferir com a manutengdo da memoria aversiva contextual formada em
associacdo com o choque.

No primeiro dia, os animais foram aleatoriamente selecionados
para receber a infusdo de NMDA na concentracio de 100 pmol ou veiculo
(PBS). Ap6s a injecdo cerebral, cada rato foi colocado no contexto B,
impregnado com odor de acetato de amila, para quantificagdo do tempo
gasto na postura de congelamento.

No dia seguinte, todos os ratos foram submetidos ao CACF.

No terceiro dia, procedeu-se o teste 1 no contexto B, na presenca
do estimulo olfatério (acetato de amila).

No décimo dia, foi realizado o teste 2 no contexto A, na auséncia
de odor. O grupo que recebeu a infusdo de PBS intra-MCPd serviu como
controle. A figura 14 apresenta o desenho experimental de forma

esquematizada.
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Dial Dia 2 Dia 3 Dia 10
Estimulagdo da MCPd Condicionamento Teste 1 Teste 2
contextual
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Infusdo intra-MCPd Contexto B Contexto A Contexto B Contexto A
NMDA ou PBS 10 min 1 choque 0,4mA /3s; 3 min 3 min

3min pré-choque; 50s pos-choque

Figura 14. Protocolo do experimento 8.

Experimento 9. Efeito do odor associado a estimulacdo da MCPd sobre
a manutencdo da memdria aversiva contextual associada ao choque,

apresentado no contexto novo.

Este experimento testou o efeito do odor pareado com a
estimulacdo da MCPd na evocacdo no contexto C.

No primeiro dia, os animais foram aleatoriamente selecionados
para receber a infusdo de NMDA na concentracdo de 100 pmol ou veiculo
(PBS), e colocados no contexto B impregnado com odor.

No dia seguinte, todos os ratos foram submetidos ao CACF.

No terceiro dia, procedeu-se o teste 1 no contexto C, na presencga
do odor.

No décimo dia, foi realizado o teste 2 no contexto A na auséncia
de odor. O grupo que recebeu a infusdo de PBS intra-MCPd serviu como
controle. A figura 15 apresenta o desenho experimental de forma

esquematizada.
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Dia1l Dia 2 Dia 3 Dia 10
Estimulagédo da MCPd Condicionamento Teste 1 Teste 2
contextual
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Infusdo intra-MCPd Contexto B Contexto A Contexto C Contexto A
NMDA ou PBS 10 min 1 choque 0,4mA /3s; 3min 3 min
3min pré-choque; 50s pés-choque

Figura 15. Protocolo do experimento 9.

Experimento 10. Efeito da cicloheximida sobre a facilitacdo do

condicionamento aversivo contextual induzida pela estimulacdo quimica

da MCPd.

Neste experimento foi testado o efeito do inibidor de sintese
proteica administrado apds a estimulagdo da MCPd.

No primeiro dia, os animais foram aleatoriamente selecionados
para receber a infusdo de NMDA na concentracio de 100 pmol ou veiculo
(PBS). Imediatamente apds, ou seis horas apds a sessdo de estimulacdo,
cada rato recebeu a administragdo intraperitoneal de cicloheximida
(CHX) ou veiculo (salina, SAL), formando os seguintes grupos
experimentais: NMDA- SAL, NMDA- CHX, NMDA- CHX 6h, PBS-
SAL, PBS- CHX. O grupo NMDA- CHX 6h foi considerado controle da
consolidacdo da experiéncia induzida pela estimulacdo quimica da
MCPd.

No dia seguinte, todos os ratos foram submetidos ao CACF.

No terceiro dia, procedeu-se o teste 1 no contexto. No décimo
dia, foi realizado o teste 2 no contexto A. O grupo NMDA-SAL serviu
como controle do efeito da CHX. A figura 16 apresenta o desenho

experimental de forma esquematizada.



71
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Estimulagdo da MCPd Condicionamento Teste 1 Teste 2
contextual

w A i 4 é A $
—t? 4 p. p.

_ 2ah 24h 7d '

= e D [ i, = Wi, — i

Infusdo intra-MCPd Contexto B T EhT Contexto A Contexto A Contexto A

NMDA ou PBS 10 min 1 choque 0,4mA /3s; 3min 3min

CHX i.p.

Figura 16. Protocolo do experimento 10.

Experimento 11. Efeito da cicloheximida sobre a evocagdo da memdria

aversiva contextual.

Neste experimento avaliou-se o efeito da inibicdo da sintese
proteica sobre a evoca¢do da memdria contextual aversiva na manuten¢ao
da memoria observada no T2.

No primeiro dia, os animais foram aleatoriamente selecionados
para receber a infusdo de NMDA na concentragdo de 100 pmol.

No dia seguinte, todos os ratos foram submetidos ao CACF.

No terceiro dia, 30 min antes da sessao de teste 1 no contexto A,
todos os ratos receberam uma inje¢do IP de CHX ou SAL.

No décimo dia, foi realizado o teste 2 no contexto A, que também
consistiu de uma sessdo de 3 min na qual o tempo de congelamento foi
mensurado. O grupo NMDA- SAL serviu como controle do efeito da
CHX. A figura 17 apresenta o desenho experimental de forma

esquematizada.
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Dia1l Dia 2 Dia 3 Dia 10
Estimulagdo da MCPd Condicionamento Teste 1 Teste 2
contextual

Condtioning i 4 p 4

S = chamoe A £ P
24h 24h ) 7d j
L e S Yy, = Wiy — Wi
NMDA intra-MCPd Contexto B Contexto A Contexto A Contexto A
10 min 1 choque CHX 3 min 3 min

Figura 17. Protocolo do experimento 11.

4 RESULTADOS
Descricao geral

No presente estudo foram utilizados 222 ratos no total, sendo que 199
foram submetidos a todas as sessdes dos protocolos experimentais sem
apresentar nenhum prejuizo a andlise comportamental, e portanto,
compdem os dados apresentados nesta se¢do de resultados. Dos animais
excluidos, 4 ratos apresentaram presenca de lesdes na regido do implante,
diarreia, ou perda do implante durante o experimento; 17 animais foram
injetados na regido do coliculo superior; em 1 rato a infusdo da droga ou
veiculo atingiu o aqueduto e 1 rato foi descartado por impedimento na
andlise histoldgica (marcacdo do corante ndo foi bem sucedida e impediu
a visualizacdo do sitio de inje¢ao).

A figura 18 representa a localizagdo mais frequente dos sitios corretos
de injecdo (MCPd), entre -6,72 e -8,0mm AP a partir do Bregma, para os

resultados apresentados neste trabalho.
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A) B)

Figura 18. Sitios de injecdo. (A) Representacdo esquematica. (Paxinos e Watson,
1998). (B) Fotomicrografia, marcacdo com corante Azul de Evans.

Embora ndo tenha sido objeto de andlise, o comportamento de
fuga foi observado na sessdo de estimulacdo da MCPd, em alguns animais
que receberam NMDA 100 pmol e mais frequente no grupo que recebeu
NMDA 200pmol. Nesta sessdo de condicionamento, o grupo dos animais
que recebeu NMDA na concentraciao de 200pmol exibiu tentativa de fuga
imediatamente apds a aplica¢do do choque. Isto pode explicar porque este
grupo de animais apresentou menor porcentagem de congelamento total
ap6s o choque em relacdo ao grupo que recebeu a concentracdo de
100pmol NMDA. No grupo NMDA 200pmol houve a expressdo de
reacdo defensiva mais intensa apds o choque, incluindo tentativas de
escape do aparato, portanto a estratégia comportamental adotada foi

diferente.
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Experimento 1. Efeito facilitatério da estimulacdo quimica da MCPd
sobre o congelamento durante as fases do condicionamento aversivo

contextual.

O primeiro experimento teve como objetivo avaliar o efeito da
estimulacdo glutamatérgica da MCPd com agonista do receptor NMDA
sobre o comportamento defensivo nas diferentes etapas do protocolo
experimental (figura 7). Foram avaliadas a sess@o pds-estimulacdo da
MCPd, a sessdo de condicionamento contextual aversivo (periodo pds-
choque), a sessdo de teste 1 no contexto A e de teste 2 no contexto A. Os
resultados obtidos neste experimento estdo representados no grafico da
figura 19. A ANOVA mostrou que houve um efeito significativo somente
do tratamento [F(3,31) = 12,66; p = 0,00001] na expressdo do
congelamento avaliada em todas as sessdes. Nao foram detectados efeitos
do tempo [F(3,93) =2,69; p = 0,051] ou da interagdo tratamento vs tempo
[F(9,93) =1,77; p = 0,085].

O teste post-hoc mostrou que independente da sessdo avaliada, o
tratamento com NMDA 100 pmol (p = 0,0004) e 200 pmol (p = 0,0001)
provocou aumento do congelamento em relagdo ao grupo tratado com
PBS; nenhuma alteragfo significativa na magnitude do congelamento foi

detectada apds o tratamento com NMDA 50 pmol.
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Figura 19. Efeito da estimulagdo glutamatérgica da MCPd sobre o tempo
de congelamento exibido pelos ratos durante as sessdes de pds-
estimulacdo (injecdo intra-MCPd com NMDA ou PBS), pds-choque,
teste 1 (T1) e teste 2 (T2). As barras representam a média + EPM. PBS:
n=11; NMDA 50: n=9; NMDA 100: n=10; NMDA 200: n=11. *p<0,05
em relacdo ao respectivo grupo PBS. ANOVA de duas vias para medidas
repetidas seguida do teste post-hoc de Tukey.

Experimento 2. Efeito do choque sobre as alteracdoes comportamentais

induzidas pela estimulagdo da MCPd.

Como controle do efeito da estimulagdo da MCPd sobre a experiéncia
com choque, foi realizado um grupo independente de animais que recebeu
a infusdo de PBS ou NMDA 100 pmol no dia 1 e ndo recebeu choque no
dia 2 (grupo O-choque, figura 8), cujos resultados estdo ilustrados na
figura 20. A ANOVA revelou efeito do tratamento [F(1,10) = 28,16; p =
0,0003], efeito entre as sessdes [F(3,30) = 46,64; p = 0,0001] e da
interacdo entre a inje¢do e as sessdes [F(3,30) = 30,83; p =0,0001] O teste
post-hoc revelou aumento significativo do congelamento do grupo

NMDA em relagdo ao grupo PBS durante a sessdo pds-estimulacdo. Nao
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foram detectadas diferencas estatisticas no comportamento exibido nas

sessdes subsequentes.

MCPd-NMDA | 24n | Ochoque | 24n | Testel 7d Teste 2
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Figura 20. Efeito da estimulagdo glutamatérgica da MCPd sobre o
comportamento de congelamento avaliado nas diferentes sessdes do
protocolo experimental quando os animais ndo receberam choque no dia
2. As barras representam a média + EPM. PBS: n=6; NMDA 100: n=6.
*p<0,05 em relacdo ao respectivo grupo PBS. ANOVA de duas vias para
medidas repetidas seguida do teste post-hoc de Tukey.

Experimento 3. Efeito do contexto novo na manutencdo da memoria

aversiva contextual.

O experimento 3 avaliou o efeito da estimulacdo da MCPd
sobre o congelamento nas diferentes etapas do protocolo experimental
quando a sessdo de teste 1 ocorreu no contexto C e de teste 2 no
contexto A (figura 9). Os dados obtidos estdo ilustrados na figura 21. A

andlise estatistica revelou efeito da injecdo na MCPd [F(1,10) = 5,19; p
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= (,04], entre as sessdes [F(3,30) = 1,17; p = 0,033] e da interacio entre
a injecdo e as sessoes [F(3,30) = 9,39; p = 0,0001]. Nao foi encontrada
diferenca estatistica no comportamento dos animais durante as sessdes
T1 e T2. O teste post-hoc de Tukey revelou uma diminui¢do
significativa no congelamento dos animais durante o teste 1 (p = 0,0001)
e também no teste 2 (p = 0,01), em relagdo ao congelamento exibido no
periodo pos-estimulagdo (dia 1), no grupo que recebeu a injecao de

NMDA.
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Figura 21. Efeito da estimulacdo glutamatérgica da MCPd sobre o
comportamento de congelamento avaliado nas diferentes sessdes do
protocolo experimental quando o teste 1 ocorreu no contexto novo. As barras
representam a média + EPM. PBS: n=5; NMDA 100: n=9; *p<0,05 em
relacdo ao respectivo grupo PBS. ANOVA de duas vias para medidas
repetidas seguida do teste post-hoc de Tukey.
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Experimento 4. Efeito da auséncia de evocagcdo sobre a persisténcia da

memoria aversiva contextual.

Os dados obtidos no experimento 4 estdo ilustrados na figura 22.
ANOVA revelou efeito da injecdo na MCPd [F(1,11) = 52,68; p =
0,00002]. A andlise post-hoc indicou um aumento significativo no
congelamento durante a sessdo T2 dos animais que receberam a infusdo
de NMDA em relagdo aos que receberam PBS (p = 0,0002), pds-
estimulacdo (p = 0,04) e pés-choque (p = 0,005).
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Figura 22. Efeito da estimulagdo glutamatérgica da MCPd sobre o
comportamento de congelamento avaliado nas diferentes sessdes do
protocolo experimental quando ndo houve reexposi¢do no teste 1. As barras
representam a média + EPM. PBS: n=5; NMDA: n=8. *p<0,05 em relacao
ao respectivo grupo PBS. ANOVA de duas vias para medidas repetidas
seguida do teste post-hoc de Tukey.
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Experimento 5. Efeito da evocacdo no contexto novo 48 horas apds o

choque sobre a manutengdo da memdoria aversiva contextual.

O experimento 5 avaliou as alteragdes no comportamento de
congelamento quando a sess@o T1 ocorreu 48 h apés o condicionamento
contextual. Os dados obtidos neste experimento estdo demonstrados na
figura 23. ANOVA detectou efeito da injecdo na MCPd [F(1,16) = 49,45;
p =0,000003], efeito entre as sessdes [F(3,48) =5,47; p =0,0003] e efeito
da interag@o entre a injecdo e as sessoes [F(3,48) = 10,09; p = 0,00003].
Aplicando-se o teste de Tukey, constatou-se uma diferenca significativa
no congelamento dos animais durante a sessdo pés-injecdo do grupo
NMDA em relacdo ao grupo PBS (p = 0,004). No periodo pds-choque, os
animais NMDA apresentaram maior magnitude de congelamento que os
animais PBS (p = 0,004). Durante a sessao T1, ndo houve diferenca entre
os grupos NMDA e PBS; entretanto, a andlise post-hoc revelou um
aumento significativo do congelamento dos animais NMDA em relagio
ao grupo PBS (p = 0,03) durante o T2. A andlise mostrou ainda que o
congelamento dos animais que receberam NMDA foi significativamente
menor na sessdo T1 em relagdo ao congelamento pds-estimulagdo (p =
0,0001), p6s-choque (p = 0,0001) e também em relacdo a sessdo T2 (p =
0,0001).
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Figura 23. Efeito da estimula¢do glutamatérgica da MCPd sobre o
comportamento de congelamento avaliado nas diferentes sessdes do
protocolo experimental quando o teste 1 no contexto novo ocorreu 48 h apds
o choque. As barras representam a média + EPM. PBS: n=6; NMDA: n=12.
*p<0,05 em relagdo ao respectivo grupo PBS e em relacdo ao grupo NMDA
em T1. ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida do teste post-
hoc de Tukey.

Experimento 6. Efeito da evocagdo no contexto novo 7 dias apds o choque

sobre a manutencdo da memdoria aversiva contextual.

O experimento 6 avaliou as alteracdes no comportamento de
congelamento quando a sessdo T1 ocorreu 7 dias apds o
condicionamento contextual. Os dados obtidos estdo ilustrados na figura
24. A andlise estatistica revelou efeito da injecdo na MCPd [F(1,9) =
92,74; p = 0,000005], efeito entre as sessdes [F(3,27) = 12,58; p =
0,00002] e efeito da interag@o entre a injecao e as sessodes [F(3,27) =

12,75; p = 0,00002]. Aplicando-se o teste post-hoc, constatou-se uma
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diferenca significativa no congelamento dos animais na sessdo pods-
estimulagdo do grupo NMDA em relagio ao grupo PBS (p = 0,02) e no
poés-choque (p = 0,002). Durante a sessdo T1, ndo houve diferenca entre
os grupos NMDA e PBS; porém a anélise post-hoc revelou um aumento
significativo do congelamento dos animais NMDA em relacdo ao grupo
PBS (p = 0,0008) durante a sessdo T2. O teste post-hoc revelou ainda

diferenca no congelamento durante o T2 em relagdo ao T1 (p = 0,0001)

no grupo NMDA.
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Figura 24. Efeito da estimulacdo glutamatérgica da MCPd sobre o
comportamento de congelamento avaliado nas diferentes sessdes do
protocolo experimental quando o teste 1 no contexto novo ocorreu 7 dias apos
o choque. As barras representam a média + EPM. PBS: n=5; NMDA: n=6.
*p<0,05 em relagdo ao respectivo grupo PBS e em relacdo ao grupo NMDA
em T1. ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida do teste post-

hoc de Tukey.
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Experimento 7. Efeito da evocacdo no contexto associado a estimulacdo
da MCPd sobre a manutengdo da memdria aversiva contextual associada
ao choque.

O experimento 7 avaliou o efeito da estimulacdo da MCPd
sobre o congelamento nas diferentes etapas do protocolo experimental
quando o T1 ocorreu no contexto B. Os resultados estdo representados
na figura 25. ANOVA detectou efeito da injecdo [F(1,11) =4,54; p =
0,05], uma tendéncia no efeito entre as sessoes [F(3,33) =0,97; p =
0,41] e efeito significativo da interagdo [F(3,33) = 3,12; p = 0,03]. Néo
foi encontrada diferencga estatistica no comportamento dos animais
(NMDA vs. PBS) durante as sessdes T1 e T2. O teste de Tukey revelou
uma tendéncia de diferenca no congelamento exibido pelo grupo
NMDA durante o periodo pés-choque comparado ao congelamento em

T1 (p = 0,09) e T2 (p = 0,07).
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Figura 25. Efeito da estimulacdo glutamatérgica da MCPd sobre o
comportamento de congelamento avaliado nas diferentes sessdes do
protocolo experimental quando o teste 1 ocorreu no contexto B. As barras
representam a média + EPM. PBS: n=5; NMDA: n=9. *p<0,05 em relacdo
ao respectivo grupo PBS. ANOVA de duas vias para medidas repetidas
seguida do teste post-hoc de Tukey.
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Experimento 8. Efeito do odor associado a estimulacdo da MCPd sobre
a manutengcdo da memdria aversiva contextual associada ao choque,

apresentado no contexto B.

Neste experimento foi avaliado o efeito da estimulacio
glutamatérgica da MCPd na presenca do odor neutro, sobre o
congelamento exibido pelos animais nas diferentes etapas do protocolo
experimental, sendo que a sessdo T1 ocorreu no contexto B na presenga
do odor. Os dados obtidos estdo ilustrados na figura 26. ANOVA revelou
efeito do tratamento [F(1,12) = 43,47; p = 0,00002]. O teste post-hoc de
Tukey revelou que o congelamento dos animais que receberam a infusio
de NMDA foi significativamente maior que o congelamento dos animais

que receberam a infusdo de PBS (p = 0,0002) em todas as sessdes

avaliadas.
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Figura 26. Efeito da estimulagdo glutamatérgica da MCPd na presenca de
odor neutro sobre o comportamento de congelamento avaliado nas diferentes
sessdes do protocolo experimental. O teste 1 ocorreu no contexto B
impregnado com odor. As barras representam a média + EPM. PBS: n=5;
NMDA: n=9. *p<0,05 em rela¢do ao respectivo grupo PBS. ANOVA de duas
vias para medidas repetidas seguida do teste post-hoc de Tukey.
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Experimento 9. Efeito do odor associado a estimulacdo da MCPd sobre
a manutengcdo da memdria aversiva contextual associada ao choque,

apresentado no contexto novo.

Neste experimento foi avaliado o efeito da estimulacio
glutamatérgica da MCPd na presenca do odor neutro, sobre o
congelamento exibido pelos animais nas diferentes etapas do protocolo
experimental, quando T1 ocorreu no contexto C na presenca do odor. Os
resultados encontram-se representados na figura 27.

A andlise estatistica revelou efeito da injecdo na MCPd [F(1,9) =
39,29; p = 0,0001], efeito entre as sessoes [F(3,27) = 3,55; p = 0,02] e
efeito da interagdo entre a injecao e as sessoes [F(3,27) = 3,36; p = 0,03].
O teste post-hoc de Tukey revelou que o congelamento dos animais que
receberam a infusdo de NMDA foi significativamente maior que o
congelamento dos animais que receberam a infusao de PBS na sessao pds-
estimulacdo (p = 0,04) e durante a sessdo de T2 (p = 0,006). Além disso,
o teste post-hoc também revelou que o comportamento do grupo NMDA
aumentou significativamente na sessdo T2 em relacdo a sessdo T1 (p =

0,001).
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Figura 27. Efeito da estimulagdo glutamatérgica da MCPd na presenca de
odor neutro sobre o comportamento de congelamento avaliado nas diferentes
sessdes do protocolo experimental. O teste 1 ocorreu no contexto C
impregnado com odor. As barras representam a média + EPM. PBS: n=5;
NMDA: n=6. *p<0,05 em rela¢io ao respectivo grupo PBS e em relacdo ao
grupo NMDA em T1. ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida
do teste post-hoc de Tukey.

Experimento 10. Efeito da cicloheximida sobre a facilitacdo do

condicionamento aversivo contextual induzida pela estimulagdo quimica

da MCPd.

O experimento 10 avaliou o efeito da CHX administrada por via
sistémica imediatamente apds a sessdo pés-estimulacdo na MCPd, sobre
o comportamento de congelamento avaliado nas sessdes seguintes do
protocolo experimental. Os dados deste experimento estdo ilustrados na
figura 28. A ANOVA revelou um efeito da injecdo na MCPd [F(4,31)
38,21; p = 0,0000001), efeito entre as sessdes [F(3,93) = 7,93; p
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0,00009] e efeito da interacdo entre a injecdo e as sessdes [F(12,93) =
8,30; p = 0,0000001]. O teste post-hoc revelou diferengas significativas
no congelamento dos animais tratados com CHX apés a infusdo de
NMDA intra-MCPd (NMDA-CHX). Estes animais apresentaram reducao
do congelamento durante o T1 em relagdo a sessdo pds-estimulacio (p =
0,01) e em relacdo ao periodo pds-choque (p = 0,0001). O congelamento
exibido por este grupo (NMDA-CHX) também foi reduzido na sessdo T2
em relagdo ao congelamento pds-choque (p = 0,0001). Ainda, o
congelamento dos ratos NMDA-CHX foi significativamente menor que o
congelamento dos ratos do grupo NMDA-SAL (p = 0,0004) e do grupo
NMDA-CHX-6h (p = 0,0002) durante o T1. O grupo NMDA-SAL
apresentou um congelamento significativamente maior que o grupo PBS-

CHX tanto no T1 (p = 0,04) como no T2 (p = 0,02).
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Figura 28. Efeito da cicloheximida administrada imediatamente ap6s ou 6h
apos a sessdo de estimulagdo da MCPd. As barras representam a média +
EPM. PBS-SAL: n=6; NMDA-SAL: n=7; PBS-CHX: n=5; NMDA-CHX:
n=10; NMDA-CHX 6 h: n=9. *p<0,05 em relagio aos grupos NMDA-SAL
e NMDA-CHX. ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida do
teste post-hoc de Tukey.
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Experimento 11. Efeito da cicloheximida sobre a evocagdo da memdria

aversiva contextual.

O experimento 11 avaliou o efeito da CHX administrada por via
sisttmica 30 min antes da sessdo T1, sobre o comportamento de
congelamento avaliado nas sessdes seguintes do protocolo experimental.
Os dados obtidos estdo representados na figura 29. A andlise estatistica
detectou um efeito da inje¢cdo na MCPd [F(1,12) = 13,04; p = 0,003),
efeito entre as sessdes [F(3,36) = 16,09; p = 0,000001] e efeito da
interacdo entre a injecdo e as sessdes [F(3,36) = 13,29; p = 0,000005]. A
andlise post-hoc (Tukey) revelou que durante a sessdo T2 o congelamento
exibido pelo grupo NMDA-CHX foi significativamente menor (p =
0,001) que o congelamento do grupo NMDA-SAL. Além disso, o
congelamento do grupo NMDA-CHX diminuiu significativamente na

sessdo T2 em relacdo a sessdo T1 (p = 0,0001).
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Figura 29. Efeito da cicloheximida administrada 30 min antes da sessdo de
teste 1. As barras representam a média + EPM. NMDA-SAL: n=6; NMDA-
CHX: n=8. *p<0,05 em relagdo ao grupo NMDA-SAL. ANOVA de duas vias
para medidas repetidas seguida do teste post-hoc de Tukey.
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou o efeito da estimulagdo
glutamatérgica da MCPd sobre uma tarefa de aprendizagem aversiva, no
qual ratos foram submetidos a dois eventos aversivos distintos, separados
por 24h, e o comportamento defensivo foi analisado em sessdes
subsequentes, ao longo de 2 semanas. Utilizando o protocolo
experimental proposto, foi possivel observar o efeito da atividade desta
regido mesencefdlica sobre o comportamento defensivo em experiéncias
aversivas posteriores. A andlise comportamental sugeriu que a sinalizagio
de perigo promovida por esta drea exerce influéncia sobre outras
experiéncias de cariter ameacador, em periodos iguais ou superiores a
24h, modificando o comportamento defensivo de roedores. Mesmo na
auséncia da droga, as reacdes de defesa foram potencializadas pela
estimulacdo prévia da MCPd, resultando na facilitagcdo da formacdo de

uma memoria aversiva.

A estimulagdo da MCPd promove a sensibilizacdo do comportamento
defensivo

A experiéncia aversiva induzida pela inje¢do de NMDA intra-
MCPd foi evidenciada pela expressio de respostas defensivas
imediatamente apds a injecdo. No periodo pds-estimulacdo da MCP, os
animais apresentaram comportamentos de defesa evidentes, como
congelamento e fuga. A infusio de NMDA intra-MCPd nas
concentra¢des de 100 pmol e 200 pmol promoveu experiéncia aversiva
mais intensa em relacdo aos demais grupos, onde foi observada uma
maior porcentagem de tempo em congelamento. Entre os sujeitos, foi

observada uma variabilidade individual na magnitude das respostas frente
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ao estimulo quimico. Cerca de 30% dos animais apresentaram fuga no
inicio da sessdo e 100% dos animais apresentaram comportamento de
congelamento, que teve intensidade variada ao longo dos 10 min da
sessdo (observacdo ndo quantificada). O incremento da concentragdo de
NMDA produziu o mesmo efeito observado com o incremento da
frequéncia da estimulagdo com eletrodos, resultando em respostas
progressivamente mais intensas (Branddo, de Aguiar, et al., 1982,
Coimbra, Ledo-Borges, et al., 1989; Bittencourt, Carobrez, et al., 2004).

Os dados obtidos no experimento 1 mostraram que a infusdo de
NMDA intra-MCPd nas concentracdes de 100 pmol e 200 pmol
promoveu o aumento do congelamento em resposta aos estimulos
aversivos apresentados em todas as sessdes do protocolo experimental
(figura 19). Este dado revela que o procedimento de estimulacio
glutamatérgica dos neurdnios da MCPd foi capaz de promover alteragdes
duradouras na resposta comportamental frente a novos estimulos,
incondicionados ou aprendidos. O efeito observado sugere que uma
experiéncia prévia, de caracteristica aversiva, pode interferir no
processamento de mnovas experiéncias aversivas, resultando na
modificacdo da estratégia comportamental adotada como resposta.

Na sessdo de condicionamento aversivo contextual 24h apds a
injecdo de NMDA intra-MCPd, foi possivel avaliar a resposta dos animais
apds a aplicagdo de um estimulo incondicionado novo, diferente da
experiéncia anterior induzida pela estimulacio da MCPd: o choque
elétrico nas patas. Ficou evidente que os animais que receberam NMDA
no dia anterior apresentaram reagdes defensivas mais robustas apds o
choque em relacdo aos animais que receberam PBS: os animais que

receberam NMDA nas concentragdes de 100pmol e 200pmol passaram
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mais tempo em congelamento imediatamente apds o choque nas patas, em
relacdo aos demais grupos. Assim, os dados sugerem que a estimulagio
da MCPd com NMDA promoveu aumento da responsividade ao choque.
E possivel inferir que a experiéncia aversiva induzida pela ativagio da
MCPd tenha promovido alguma alteracdo neuronal, em projecdes
descendentes de controle motor e autondmico, que tenha contribuido para
o aumento da responsividade ao choque, resultando no aumento da
magnitude da resposta. E importante salientar que o aumento do
comportamento defensivo observado 24h apds a estimulagdo da MCPd
somente foi observado quando houve a aplica¢io do choque, pois apenas
a exposicdo dos animais a caixa de condicionamento (contexto A,
experimento 2) nao foi suficiente para evocar resposta de congelamento
(figura 20). Este dado indica que a estimulacdo da MCPd realizada no dia
anterior ndo prejudicou a exploracdo do contexto novo, e descarta a
hipétese de que a expressdo da resposta defensiva seja resultante de
generalizacdo do comportamento para qualquer ambiente. Foi necessaria
a apresentacdo do estimulo aversivo para que a resposta fosse observada.
Em um trabalho que utilizou 15 choques nas patas no contexto A como
experiéncia prévia, a administracdo intra-cerebroventricular de
antagonista NMDA, APS5, antes desta sessdo, ndo reverteu o aumento da
resposta de medo ao contexto B, sugerindo ser o efeito comportamental
resultante de um processo ndo-associativo e nao depende da associagdo
formada na experiéncia prévia (Rau, DeCola, et al., 2005).

Estimulos nocivos aplicados em um sistema simples de circuito
neuronal (como o reflexo da retracdo defensiva em moluscos)
promoveram o aumento da resposta reflexa por até 3 semanas apds o

treino (Pinsker, Hening, et al., 1973). O mecanismo neuronal que sustenta
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esta evidéncia comportamental de sensibilizacdo € a facilitacdo sindptica,
elucidado no modelo do molusco Aplysia (Montarolo, Goelet, et al.,
1986): um choque elétrico na cauda do animal promove a liberacdo de
glutamato ativando os neurdnios sensoriais, promovendo a excitagdo de
interneurdnios modulatérios liberadores de serotonina nos terminais
sindpticos. O aumento da transmissdo serotonérgica resulta no aumento
da excitabilidade dos neurdnios motores, facilitando assim a resposta a
novos estimulos. Além disso, Montarolo e colaboradores (1986) também
demonstraram que este circuito pode sofrer alteracdes que duram
semanas, ja que os receptores serotonérgicos estdo acoplados a proteina
G e quando ativados iniciam a ativacdo de cascatas de sinalizagdo
intracelular que resultam em transcri¢do génica e no crescimento de novos
terminais sindpticos, permitindo a facilitacdo sindptica de longa duracio.
Desta forma, novos estimulos resultam em resposta facilitada devido a
diminuicdo do limiar para ativagdo dos neur6nios motores. Nao se
descarta a possibilidade de um fendmeno semelhante ocorrer nas
projecdes descendentes da MCPd apdés sua estimulacdo, sendo
responsavel pelo aumento da magnitude da resposta ao choque.

A MCP parece funcionar como uma interface do processamento
da experiéncia aversiva no SNC: recebe as informagdes periféricas
através de aferéncias do tronco encefdlico (para revisdo ver Almeida,
Roizenblatt, et al., 2004) e transmite a informagdo aversiva através de
suas projecdes ascendentes para o processamento cognitivo em regides
como a amigdala (Johanssen, Tarpley, et al., 2010). Na expressdo do
congelamento em resposta ao estimulo, € ativada novamente, através da
via que conecta o nucleo central da amigdala (via de saida da informagdo

processada nesta estrutura) com a coluna ventrolateral da MCP (MCPvl)
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(Gross e Canteras, 2012), estimulando as projecdes descendentes e
periféricas na execu¢do do comportamento (Almeida, Roizenblatt, et al.,
2004). A sensibilizacdo da MCP induzida pela estimulagdo prévia, pode
ser o mecanismo de base para o aumento da resposta de congelamento
observado apds o choque neste experimento. Portanto, o procedimento
adotado neste trabalho corrobora a teoria da sensibiliza¢do, que descreve
que a exposicdo a um estimulo aversivo promove o aumento da
responsividade a novos estimulos de caracteristica nociva (Eichenbaum,
2008). Desta forma, o presente estudo contribui para a pesquisa da
neurobiologia da sensibilizacdo emocional ao demonstrar que a exposi¢do
prévia a estimulagcdo glutamatérgica da MCPd favorece o aumento das
respostas de defesa a estimulos que normalmente induzem respostas

comportamentais defensivas reduzidas.

A estimulacdo glutamatérgica da MCPd via receptores NMDA promove
a facilitagcdo do condicionamento aversivo contextual

O efeito promotor da estimulacdo da MCPd sobre a memdria da
associacdo choque-contexto, foi evidenciado na sessdo T1 quando todos
os animais foram re-expostos ao contexto A um dia apds o
condicionamento aversivo contextual, e na sessdo T2, sete dias depois
(figura 19). Este resultado indica que a resposta sensibilizada contribuiu
para a formacdo da memoria aversiva persistente, e que o perfil
comportamental observado no T1 nao reflete apenas um estado emocional
transitério. Desta forma, a expressio aumentada do comportamento
observada em T1 e T2, depende da sequéncia de dois eventos: a infusdo
de NMDA intra-MCPd no primeiro dia e da associagdo choque-contexto

no segundo dia. O aumento da resposta apresentado pelos grupos NMDA-
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MCPd mostra que a estimulagdo da MCPd promoveu alteragdes que
refletiram no congelamento pds-choque, incrementando esta resposta, e
modificaram a aquisi¢do da associagdo choque-contexto, ja que o grupo
PBS ndo apresentou congelamento no contexto A. Assim, os resultados
apresentados neste trabalho corroboram os trabalhos que mostraram o
efeito facilitatério da exposicdo prévia ao predador (Goswami, Cascardi,
et al., 2010) ou do estresse por contengdo (Maldonado, Martijena, et al.,
2011; Rodriguez-Manzanares, Isoardi, et al., 2005) sobre a formagdo de
uma memoria contextual aversiva. Neste contexto, dados recentes
mostraram que a interacao de uma experiéncia aversiva com um traco de
memoria aversiva ji estabelecida resultou em uma memdria robusta e
persistente (Giachero, Bustos et al., 2013; Mochny, Kincheski, et al.,
2013). Adicionalmente, um estudo em andamento no nosso laboratério
demonstrou que a influéncia do estresse foi impedida pela inativagcdo da
MCPd com muscimol, o que sugere que esta estrutura é fundamental na
instrucdo do efeito promotor do estresse sobre a evocacdo de um traco de
memoria contextual aversiva (Giachero e Carobrez, dados nio
publicados).

Desta forma, o efeito observado em nosso experimento com a
estimulacdo da MCPd poderia ser atribuido a hiperexcitabilidade de
estruturas rostrais, como por exemplo hipocampo e amigdala, importantes
para o processamento das experiéncias aversivas e formagao de memorias
associativas, promovida pelas proje¢des ascendentes ativadas por esta
estimulagdo, da mesma forma que ocorre com o estresse por contencio
(Maldonado, Espejo, et al., 2014; Giachero, Bustos, et al., 2013;
Rodriguez-Manzanares, Isoardi, et al., 2005). A ativacio da proteina ERK

na BLA ja foi relacionada com o efeito promotor do estresse na facilitagdo
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do condicionamento contextual aversivo (Maldonado, Espejo, et al.,
2014), bem como a expressdo de BDNF no hipocampo (Giachero, Bustos,
et al., 2013). Estas altera¢6es neuroquimicas poderiam ser investigadas, a
partir da estimulagdo da MCPd, como indicadores de hiperexcitabilidade
nestas regides resultante da atividade da MCPd, sob a hipdtese de que
estas alteracdes moleculares sustentam a facilitagdo do condicionamento
contextual aversivo. Cabe salientar a importancia dos receptores NMDA
no condicionamento aversivo: a ativacdo destes receptores estd
relacionada com a inducdo de plasticidade sindptica em regides
encefdlicas responsdveis pela codificagdo da experiéncia aversiva, como
a amigdala e o hipocampo (Maren, 2001). Assim, pode-se especular que
a injecdio de NMDA na MCPd ao promover a ativagdo local destes
receptores pode resultar, entre outros efeitos, no aumento da transmissao
glutamatérgica nestas dreas, através de uma via ascendente indireta.
Evidéncias anteriores sugerem que a estimulacdo da MCPd
exerce influéncia sobre a amigdala na plasticidade neuronal necessaria
para o estabelecimento do condicionamento aversivo. A estimulagdo da
BLA nido foi suficiente para promover o condicionamento de medo,
entretanto, sua inativacdo bloqueou o condicionamento induzido pela
estimulacdo da MCPd, sugerindo que a BLA recebe a informacio
aversiva da MCPd para processar a experiéncia de medo (Kim et al.,
2013). Além disso, um estudo acerca da plasticidade neural na BLA
induzida por aferéncias da regido do subiculo mostrou que a estimulagio
prévia da MCPd foi capaz de modular a LTP na BLA induzida pela
estimulacdo de seus aferentes subiculares (Horovitz e Richter-Levin,

2015). Estes dados sustentam a hipétese de que a atividade da MCPd
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exerce influéncia sobre regides limbicas sendo capaz de modular a
plasticidade sindptica através do envio de informacdes de perigo.

Deste modo, a estimulacdio da MCPd com NMDA exdgeno
estaria mimetizando a instrugdo aversiva transmitida ao sistema neural
para codificacio da experiéncia. Este procedimento demonstrou-se eficaz
em produzir altera¢cdes comportamentais em até 24h apds, quando
modificou a evocacdo de um traco de memoria contextual aversiva
(Mochny, Kincheski, et al., 2013). Assim, é possivel que alteracdes
neuronais resultantes desta instrugdo estejam presentes no momento em
que os animais foram submetidos ao condicionamento contextual

realizado neste estudo, favorecendo a aprendizagem deste treino fraco.

A evocacdo da memdria aversiva contextual formada sob influéncia da
estimulagdo da MCPd é uma etapa critica para a manutengdo da
memoria

O periodo de 24h pds-condicionamento parece ser importante
para a manuten¢do da memoria aversiva contextual formada sob
influéncia da estimulacdo prévia da MCPd. Foi necessario avaliar se a
sessdo de re-exposicao ao contexto associado ao choque (contexto A), 24h
apds o condicionamento com o choque, é critica para a expressdo do
congelamento no contexto A na semana seguinte. Assim, o experimento
4 avaliou o efeito da associacdo entre as experiéncias da estimulagdo da
MCPd e do choque uma semana depois (figura 10). O aumento
significativo na expressdo do congelamento dos animais que receberam
NMDA intra-MCPd em relagdo ao grupo controle que recebeu PBS, 7d
apds o condicionamento (figura 22), indicou que a memdria aversiva

contextual foi formada e persistiu por uma semana. A facilitacdo da
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aquisicdo do condicionamento contextual parece ocorrer devido a uma
sensibilizacdo emocional induzida pela infusio de NMDA na MCPd,
provavelmente por sensibilizar os circuitos neurais responsaveis pelo
processamento do aprendizado associativo que se dd na sessdo de
pareamento entre o choque e o contexto. Sendo assim, é esperado que,
uma vez que a associa¢do seja formada nestas condi¢cdes, a memoria
resultante possa ser expressa de forma significativa independentemente
do intervalo de tempo decorrido apds o condicionamento. Este
experimento mostrou que de fato a associa¢do formada sob o estado
emocional sensibilizado € robusta e persistente, podendo ser expressa em
resposta defensiva uma semana depois, ndo sendo necessdria a re-
exposi¢do ao contexto A no terceiro dia (sessdo T1).

No protocolo proposto neste estudo € de fundamental
importancia avaliar a influéncia da evocacdo no contexto associado ao
choque 24h depois sobre a memdria resultante. Com este propdsito,
grupos distintos de animais submetidos a estimulacdo da MCPd no dia 1
e ao condicionamento com 1 choque no dia 2, foram expostos ao contexto
C (contexto novo) e o congelamento foi mensurado. A auséncia de
diferenca no congelamento entre os grupos NMDA e PBS no contexto C
(figura 21) sugere que o aumento do congelamento observado nos
experimentos anteriores € especifico para o contexto A, ndao havendo
generalizacdo do comportamento para ambientes ndo-relacionados com a
experiéncia anterior. Curiosamente, ndo houve diferenca no
congelamento dos animais expostos ao contexto A avaliado em T2,
realizado uma semana apds o T1. A andlise comportamental sugere que a
exposicdo ao contexto novo tenha interferido com processos de

manutencdo da memdria associativa que ainda estejam em curso.
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Segundo a teoria da consolidagdo tardia de Dudai e Eisenberg (2004), a
consolidacdo sistémica das memorias ndo € finalizada no periodo de horas
apds o evento, como ocorre com a consolidacio sindptica / celular. Desta
forma, memdrias recentes estariam susceptiveis a modificacdes quando
informagdes novas, apresentadas em uma experiéncia com novidade,
poderiam ser incorporadas a informacdo aprendida. Outra condigdo
importante considerada na consolidacio tardia € a competi¢do entre os
tracos de memoria formados durante a aprendizagem: o traco que
prevalece € aquele cujo comportamento predomina, sendo este traco o que
estd sujeito a manutencdo (Eisenberg, Kobilo, et al., 2003). No
experimento 3, a ausé€ncia de congelamento no contexto C durante a
sessdo T1 pode refletir o comportamento que prevalece, e esta informagao
poderia ser incorporada a memdria cuja consolidagdo sist€mica ainda
esteja em curso. Esta hipdtese € uma possivel explicagdo para o efeito
observado na sessdo T2, no contexto A, na qual se observou também a
auséncia de diferenca no congelamento dos animais tratados com NMDA
ou PBS. Outra possibilidade a ser considerada é que o contexto C seja
capaz de induzir a evocacdo dos eventos anteriores, ainda que ndo tenha
nenhuma pista relacionada. Nao podemos afirmar se houve evocacio ou
ndo, ja que este € um processo subjetivo e que ndo pode ser acessado
apenas com a andlise do comportamento; a auséncia de expressdo
comportamental ndo reflete necessariamente a auséncia de evocagao. Por
este motivo, deve-se considerar que uma evocacdo no contexto C
permitiria a indugdo de desestabilizacdo da memdria associativa formada
anteriormente e consequentemente a possibilidade de atualizar a memoria
no processo de reconsolidacdo (Lee, 2010). Segundo esta hipdtese, a

auséncia de congelamento seria o comportamento predominante que
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representa a auséncia de cardter aversivo desta sessdo, modificando a
representagdo emocional da memdria, e portanto, resultando na
diminuicdo do congelamento na exposi¢do posterior ao contexto A.

Os resultados dos experimentos anteriores indicaram que uma
experiéncia de exposi¢do a um contexto novo em T1, pode interferir com
a manutencio da memdoria aversiva contextual, ja que o T1 realizado no
contexto C prejudicou a expressdo em T2. Entretanto, na auséncia da
experiéncia contextual em T1, houve a expressdo do congelamento em
T2, sugerindo que possivelmente exista uma janela temporal para o efeito
interferente do contexto novo. Segundo a hipétese de Dudai e Eisenberg
(2004), a medida em que as memodrias “envelhecem”, diminui a
susceptibilidade a modificagdes, pois a consolidag@o sistémica ocorreria
com o passar do tempo, que pode variar de acordo com o protocolo
experimental empregado. Desta forma, no experimento seguinte avaliou-
se o efeito da exposi¢do ao contexto C 48h apds o condicionamento
aversivo contextual (T1), sobre a expressdo da memdria aversiva no
contexto A em T2, na semana seguinte (figura 11). Os dados revelaram
que houve um aumento significativo da expressdo do congelamento em
T2 dos animais que receberam NMDA intra-MCPd em relacio ao grupo
controle (figura 23), em oposicdo ao efeito observado quando os animais
foram expostos ao contexto C 24h apds o condicionamento contextual
(T1). Com este resultado, pode-se inferir que no periodo de 24h apés a
experiéncia com o choque a memdria contextual ainda estd sujeita a
interferéncia do contexto novo; entretanto, no periodo de 48h apds o
choque, a experiéncia no contexto novo nio teve efeito sobre a diferenga
na expressiao do congelamento observada em T2, sugerindo que em 48h

a memdoria ndo estd mais susceptivel a modificagdo. A idade da memoria
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€ um fator limitante para que a desestabilizacdo da memoria aversiva
possa ocorrer (Bustos, Giachero, et al., 2009). Isto €, quanto mais recente
for a experi€ncia que originou a memoria associativa, mais sujeita estard
a procedimentos experimentais capazes de interferir com a memoria
original. Assim, € possivel que no protocolo experimental proposto, a
memdria contextual formada a partir da experiéncia com o choque, em
ratos previamente submetidos a estimulacdo da MCPd esteja susceptivel
a modificagdes no periodo de 24h apds o choque, e ndo mais apds este
periodo.

Um grupo adicional de ratos foi submetido ao teste 1 realizado
no contexto novo 6 dias apés o choque, e 24h antes do teste 2, com o
objetivo de avaliar se este procedimento poderia interferir com a
expressdo do congelamento no contexto A durante o T2. Este experimento
foi realizado para verificar se informacdes adquiridas no contexto C
poderiam ser incorporadas na experiéncia de evocag@o no contexto A, 24
apos (figura 12). A andlise do congelamento revelou que a exposicio ao
contexto neutro no dia anterior a sessdo de T2 ndo prejudicou o aumento
do congelamento dos animais NMDA-MCPd em relagdo ao grupo
controle (figura 24), confirmando que a memdria foi evocada e expressa,
portanto ndo foi prejudicada pela experiéncia do dia anterior. Este
resultado corrobora o dado do experimento anterior e sustenta a hipétese
de que a memodria aversiva contextual formada sob influéncia da
estimulacdo da MCPd somente € susceptivel a modificagdes em uma

janela temporal de 24h apds o choque.
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A pista olfatéria associada a estimulacdo da MCPd favorece a
manutengdo da memdria aversiva associada ao choque

Os resultados indicaram que a sessdo de T1 é uma etapa
determinante para a susceptibilidade da memdria a modifica¢des. Foram
avaliados os efeitos do T1 realizado no contexto do choque e no contexto
neutro, discutidos anteriormente. Além disso, foi importante também
avaliar a exposi¢cdo ao contexto da estimulacdo da MCPd durante o T1,
para verificar se a pista contextual associada a primeira experiéncia
poderia favorecer ou prejudicar a manuten¢do da memoria associada ao
choque. Desta forma, o experimento 7 (figura 13) testou o efeito da re-
exposicdo ao contexto B durante o T1 sobre a expressdo do congelamento
durante o T2. Nao houve diferenca entre os grupos quando expostos ao
contexto B na sessdo do dia 3 (T1, figura 25). Interessante notar que no
contexto da experiéncia de estimulagdo da MCPd nio houve expressido
aumentada de congelamento. Uma possivel explicacio para este resultado
baseia-se no fato de que a estimulagdo da MCPd com NMDA na
concentracdo de 100 pmol ocorre no limiar de fuga, e provavelmente
nesta situacdo a representagdo contextual seja comprometida pela
necessidade de escapar. Ou seja, € plausivel supor que este procedimento
ndo permita ao animal adquirir informagdes contextuais que o
possibilitem evocar esta experi€ncia e expressar o comportamento de
congelamento quando re-expostos nesse contexto. Curiosamente, nao
houve diferenca no congelamento destes animais também em T2,
realizado uma semana apds o T1, no contexto A. Portanto, o efeito da
exposicdo ao contexto B durante o T1 foi semelhante ao efeito observado

quando da exposi¢do ao contexto C em T1, sugerindo que o contexto B,
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por ndo ter adquirido relevancia emocional, teve o mesmo efeito
interferente da experiéncia neutra induzida pelo contexto C.

Entretanto a pergunta ainda persistiu: serd que um estimulo
associado a experiéncia induzida pela estimulagdo da MCPd poderia ser
utilizado para promover a experiéncia emocional em T1 necessdria para
a expressdo do congelamento em T2? Para responder esta pergunta
utilizamos a associagdo da estimulacio da MCPd com um estimulo
olfatério neutro (odor de acetato de amila), ja que o estimulo olfatério é
processado por uma via direta que conecta o bulbo olfatério a nicleos
amigdaloides (Meurisse, Chaillou, et al., 2009), permitindo o
processamento cognitivo do odor independente de processos de atengéo
possivelmente prejudicados pelo comportamento de fuga. Dados
anteriores do nosso laboratério revelaram que concentragdes baixas de
NMDA (25) ou altas (200 pmol) ndo demonstraram efeito em sustentar o
condicionamento olfatdrio aversivo em ratos, sugerindo que 100 pmol é
a concentracdo efetiva para promover alteracdes cognitivas de ordem
superior e promover o aprendizado (Kincheski, 2012). Com base neste
conhecimento, decidimos averiguar o efeito da introdugcdo do estimulo
olfatério na sessdo de estimulagdo da MCPd com NMDA 100 pmol e
avaliar o congelamento nos contextos B ou C (T1) impregnados com o
odor pareado com a estimulagdo (figura 14). Quando os animais
submetidos ao condicionamento contextual e previamente injetados com
NMDA intra-MCPd na presenga de odor foram re-expostos ao contexto
B com odor na sessdo T1, observou-se maior expressdo de congelamento
em relacdo aos animais injetados com veiculo (figura 26). Este padrdo
comportamental foi mantido na sessdo T2 realizada no contexto A. O

aumento do congelamento no contexto B na presenca do odor confirma
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dados prévios do nosso laboratério mostrando que o odor pareado com a
estimulacilo da MCPd com NMDA 100pmol adquire propriedade
aversiva capaz de evocar comportamentos de defesa em uma sessio de
reexposicdo (Kincheski, 2012). Entretanto, quando o T1 foi realizado no
contexto C, o odor presente nesta sessdo ndo foi capaz de eliciar o
congelamento dos animais. No trabalho de Kincheski (2012), o odor
pareado com a estimulacdo da MCPd foi reapresentado aos animais em
um contexto distinto daquele onde ocorreu o pareamento, entretanto, os
parAmetros comportamentais avaliados refletiram respostas sutis de
defesa em um aparato que permite ao animal executar maior variedade de
comportamentos defensivos. No presente trabalho, quando os animais
foram re-expostos ao contexto A uma semana depois, na auséncia do
odor, a diferenca nos niveis de congelamento novamente foi observada.
O sistema olfatério de roedores conecta-se diretamente com neurdnios da
amigdala, permitindo que a informacdo sensorial seja processada pela
circuitaria neural envolvida em processos de aprendizagem associativa,
além de ser de grande importancia bioldgica para a espécie. O efeito sobre
o comportamento observado em T2 no contexto A, na auséncia do odor,
sugere que a exposi¢do ao odor, quando realizada no teste 1, independente
do contexto, é capaz de manter a relevincia da associagdo choque-
contexto A formada sob a influéncia da estimulacdo glutamatérgica da
MCPd, talvez por resgatar a sensacdo aversiva vivenciada no dia 1 e
contribuir para processos cognitivos que ainda estejam em curso nesta
fase. Cabe comentar que a auséncia de congelamento observada em T1
neste experimento nao necessariamente reflete auséncia de evocagao, ou
seja, o odor pode evocar a sensagdo de medo que ndo é detectado pela

andlise de um comportamento robusto e definido como o congelamento.
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A interagdo entre as experiéncias aversivas depende da sintese de
proteinas

Os dados apresentados até aqui sustentam a hipdtese de que a
experiéncia aversiva prévia facilita a aprendizagem de uma associagio
aversiva contextual de um treino fraco. Segundo Wiedenmayer (2004),
uma Unica experi€ncia aversiva é potente o suficiente para afetar e alterar
a transmissdo sindptica em estruturas cerebrais do processamento do
medo, como a amigdala, hipocampo e MCP. Estas alteracdes sdo
duradouras e de acordo com a literatura, parecem sustentar as alteracdes
comportamentais induzidas por uma ameaca. Por outro lado, a
sustentacdo da LTP e da LTD depende da sintese de proteinas
relacionadas a plasticidade (PRPs) durante a etapa de consolidagdo, nas
sinapses ativadas durante a experiéncia (para revisdo, ver lzquierdo,
Furini et al., 2016).

Entretanto, as memorias formadas nos chamados “treinos fracos”
de condicionamento de medo contextual, ndo sdo expressas na postura de
congelamento nos testes subsequentes, possivelmente porque a
intensidade da memdria ndo seja o suficiente para evocar esta resposta.
Um condicionamento de medo contextual fraco pode ser potencializado
por uma experiéncia aversiva prévia, resultando na expressao de respostas
comportamentais ndo observadas em animais sujeitos somente ao
condicionamento. O presente estudo investigou se a estimulacdo da
MCPd poderia promover a sintese de proteinas que poderiam ser
utilizadas na formagdo da memoria contextual de medo gerada pelo
choque no contexto A. O aumento de PRPs produzidas por neurénios de

projecdo ascendente poderia estar associado a facilitagdo da transmissdo
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sindaptica da MCPd, estimulados pela injecio de NMDA, com neur6nios
pos-sindpticos de regides importantes para a aprendizagem aversiva
contextual. Foi utilizada a administragfo sist€mica do inibidor de sintese
proteica (CHX) imediatamente apds a sessdo de estimulagdo da MCPd
com NMDA. Os resultados da andlise do congelamento durante o
condicionamento contextual aversivo mostraram que o tratamento com
CHX nao prejudicou o aumento do congelamento pds-choque induzido
pelo NMDA intra-MCPd, verificado pela auséncia de diferenga entre os
grupos NMDA-CHX e NMDA-SAL. O efeito da injecdo sistémica de
CHX ndo teve repercussio sobre o aumento da expressio de
congelamento pds-choque induzida pela estimulacdo prévia da MCPd,
indicando que a sensibilizagdo da resposta ao choque ndo depende de
sintese proteica. E possivel que a estimulagdo dos receptores NMDA na
MCPd tenha promovido a sensibilizacdo de vias descendentes por
mecanismos independentes da sintese proteica. Por outro lado, quando
esta comparacdo foi feita nas sessdes de T1 e T2, uma diferenca
significativa na expressio do congelamento foi constatada, representada
pela diminuicdo da resposta dos animais tratados com CHX em relagdo
aos animais NMDA-SAL. Estes resultados sugerem que, embora a
responsividade ao choque ndo tenha sido modificada pela CHX, a
potencializacdo do condicionamento foi prejudicada, j4 que os animais
NMDA-CHX apresentaram niveis de congelamento similares aos animais
controle que ndo receberam NMDA intra-MCPd. Assim, parece que o
tratamento pdés-estimulacio da MCPd com CHX preveniu a sintese
proteica em projegdes importantes para a formac¢ado da memoria aversiva
contextual. Se considerarmos o hipocampo e a amigdala, regides

recrutadas para o armazenamento de experiéncias emocionais, ativados



105

em consequéncia da estimulagdo da MCPd, seja por vias ascendentes
indiretas, € provavel que proteinas sintetizadas apds este evento estejam
contribuindo para a facilitacdo da consolidacdo da associa¢do choque-
contexto. O prejuizo da resposta ao contexto A nos animais NMDA-CHX
foi duradouro, observado no T2 uma semana apds os eventos aversivos e
a administra¢@o das drogas. Portanto, pode-se inferir que o prejuizo sobre
a formagdo da memoria foi robusto, ja4 que mesmo uma semana depois
ndo se observou a expressdo de resposta defensiva no contexto A. Com
este dado, é possivel especular que a estimulacdo da MCPd induz a sintese
de proteinas responsdveis por alteracdes na excitabilidade de regides
envolvidas na consolidacdo da associa¢do choque-contexto. Proteinas
sintetizadas no hipocampo apds a estimulagdo da MCPd poderiam estar
disponiveis para facilitar a consolidac¢do da associacdo choque-contexto
segundo a teoria da marcagao sindptica (Moncada, Ballarini, et al., 2015).
De acordo com esta hipdtese, a formagdo de memorias duradouras
depende de pelo menos de dois processos: a formacido de uma marca da
aprendizagem (learning tag) e a sintese de PRPs, que uma vez capturadas
nos sitios sindpticos marcados permite a consolidacdo da memdria. Esta
teoria explica como treinos fracos, capazes de induzir apenas formas
transitérias de memoria, podem resultar em memdrias duradouras quando
ocorrerem temporalmente préximos a outra experiéncia comportamental
relevante. Para que a interacdo destas experiéncias ocorra, € necessdria
uma coincidéncia temporal, ou seja, por tratar-se de processos
transitdrios, a sintese das marcas de aprendizagem e das PRPs devem
ocorrer dentro de uma janela temporal (para revisdo ver Moncada,
Ballarini, et al., 2015). A hipétese da marcagdo comportamental foi

testada em uma variedade de modelos para estudo da formacdo de
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memorias. Basicamente, a experiéncia de um treino fraco foi
potencializada por exposicdes prévias a eventos caracterizados pela
novidade, partindo da ideia de que ambas as experiéncias sejam
processadas pelo hipocampo. Com base nisso, seria necessdrio que os dois
eventos ativem circuitos neurais coincidentes para que haja a interagfo.
Desta forma, a administracdo de inibidores de sintese proteica no
hipocampo imediatamente apés a novidade bloqueou o efeito
potencializador da memdria do treino fraco em diversos trabalhos,
sustentando a ideia de que as PRPs formadas na novidade sdo utilizadas
na consolidacio desta memoria (para revisdo ver Moncada, Ballarini, et
al., 2015). Porém, nenhum trabalho estudou, sob a hip6tese da marcagéo
comportamental, a interacdo entre duas experiéncias de cardter emocional
negativo.

Nio se descarta a hipétese de que a ativacdo da MCPd possa
promover a hiperexcitabilidade da amigdala, através de vias de proje¢dao
indiretas. O aumento da expressido da proteina ERK 1/2 fosforilada
quantificada na amigdala, foi resultante de uma experiéncia de estresse
por contengdo e o bloqueio desta via prejudicou o efeito facilitatério do
estresse sobre a aquisicdo de um condicionamento aversivo contextual
(Maldonado, Espejo, et al., 2014). Como a administracio foi sistémica,
com este experimento ndo € possivel afirmar em qual estrutura encefélica
que esta interacdo acontece, entretanto, com base na literatura, pode-se
especular que a amigdala e o hipocampo estejam envolvidos neste
processamento, ji que se trata de regides importantes tanto para o
processamento de estimulos aversivos (componente ndo-associativo)
como da associagdo choque-contexto (componente associativo). Seria

importante realizar a infusdo do inibidor de sintese proteica diretamente
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nestas dreas com o objetivo de confirmar que os dois eventos realizados
neste protocolo (ativacdo da MCPd e o choque) ativam sinapses
coincidentes nestas regides, assim como experimentos de neuroquimica
que poderiam indicar com precisdo quais dreas sdo ativadas pela
informacg@o ascendente a partir da infusdo de NMDA na MCPd.

E importante salientar que a sintese proteica apés uma
experiéncia aversiva acontece dentro de uma janela temporal de
aproximadamente 6 horas, estabelecida a partir de evidéncias da literatura
e confirmada posteriormente por outros pesquisadores (Schafe e LeDoux,
2000; McGaugh, 2015). Assim, os inibidores de sintese proteica que
interferem com o armazenamento da informacio devem produzir seus
efeitos quando administrados em até 6h apds o evento. Entdo, como grupo
controle do efeito da CHX sobre a informagdo transmitida pela
estimulacdo da MCPd, foi feita a administracdo sist€mica de CHX 6h
apds o término da sessdo de estimulacdo da MCPd com NMDA. Este
tratamento ndo prejudicou o aumento da resposta de congelamento nas
sessOes subsequentes, induzido pela estimulacdo da MCPd. Desta forma,
a sintese proteica, que ocorre apds a estimulacio da MCPd e que é
necessdria para a facilitagdo do condicionamento aversivo contextual,
deve ocorrer dentro de uma janela temporal limitada de no maximo 6h.
De acordo com este resultado, é possivel inferir que PRPs sintetizadas
dentro da janela de 6h ap6s a estimulacdo da MCPd estariam disponiveis
para utilizacdo no dia seguinte, quando ocorrer o condicionamento
contextual. Com os dados obtidos neste trabalho ndo se pode afirmar
quais regides cerebrais irdo captar estas PRPs, entretanto, com base no
conhecimento neuroanatdmico das proje¢des ascendentes da MCPd,

pode-se sugerir que dreas importantes para a aquisicdo da memoria
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aversiva contextual como o hipocampo e a amigdala podem participar
deste processo, jd que estas dreas sdo influenciadas indiretamente pela
ativacdo da MCPd (através das conexdes talamicas e hipotalamicas).

A etapa de evocacdo da memdria aversiva contextual, que no
desenho experimental deste trabalho é representada pela sessdo de T1,
também promove a sintese de proteinas que € fundamental para a
manutencdo da memdria (Nader, Schafe, er al., 2000). Conforme
discutido anteriormente, a evoca¢do no contexto A em T1 tem papel
importante na manutencdo da memoria aversiva contextual. Foi avaliado
se a evocacdo ao contexto A envolveu a sintese proteica e se haveria
relacdo deste fendmeno com o aumento da expressdo do congelamento na
semana seguinte. Para este objetivo, a CHX foi administrada
sistemicamente 30min antes da sessdo T1. A administracio da CHX
30min antes da sessdo de teste 1 foi escolhida com o objetivo de se avaliar
tanto os efeitos sobre a expressdo da memoria contextual como possiveis
efeitos sobre a evocagdo e a reconsolidagcdo. A indugdo de LTP apds a
estimulacdo elétrica de neurdnios do giro denteado de ratos € dependente
do aumento da expressdo dos receptores AMPA subtipos GluR1-3 na
densidade pds-sindptica e em sitios extra-sindpticos, em um processo
dependente de sintese proteica. Também induz um acimulo tardio de
receptores NMDA, na superficie da membrana e na densidade pds-
sindptica, também dependente de sintese proteica. A CHX administrada
sistemicamente na dose de 5Smg/kg 1h antes do estimulo de alta
frequéncia, promoveu o prejuizo destes processos (Williams,
Guevremont, et al., 2007). Além disso, o prejuizo na expressdo do

comportamento de defesa no teste um dia apds a re-exposi¢do ao EC foi
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observado quando a CHX foi administrada 1h antes da sess@o de re-
exposicdo (Pedreira, Pérez-Cuesta, et al., 2002).

Os dados revelaram que este tratamento ndo prejudicou a expressao
do congelamento em T1, mas houve uma reducdo significativa do
congelamento em T2. Este resultado corrobora os dados da literatura que
sugerem a existéncia da etapa de reconsolida¢do da memdria aversiva
contextual, induzida pela re-exposicdo ao estimulo condicionado
(evocacido, T1) e dependente de sintese proteica para ser expressa em re-
exposicio subsequente ao estimulo condicionado (T2). Assim, parece que
a sessao T1 que ocorre no terceiro dia do protocolo experimental proposto
neste estudo, € uma etapa na qual a memoria formada pela associacdo dos
eventos anteriores € susceptivel a modifica¢des e sensivel a inibicdo da
sintese proteica, sustentando a ideia que esta fase permite a atualizacio
da memodria aversiva.

Deste modo, este trabalho fornece uma perspectiva do papel na
MCPd em produzir estados aversivos duradouros que contribuem para o

processamento associativo de novas experiéncias aversivas.
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6 CONCLUSOES

A partir da anélise dos dados comportamentais obtidos neste estudo,

€ possivel concluir que:

* A estimula¢io quimica da MCPd com NMDA tem efeito
potencializador sobre o congelamento exibido pelos animais
durante as fases do condicionamento aversivo contextual,
atuando na facilitagdo da formacdo da meméria contextual
associada ao choque aplicado 24 h apds a estimulacdo da
MCPd.

e Os efeitos comportamentais induzidos pela estimula¢do quimica
da MCPd durante as fases do condicionamento aversivo
contextual somente sdo observados quando a experiéncia com o
choque nas patas € associada 24 h apds.

e A exposicdo ao contexto novo durante a etapa de evocagio (dia
3) ndo elicia a expressdo de comportamento defensivo, e
promove o prejuizo da manutengdo da memoria aversiva
contextual.

e A auséncia de evocacgdo ndo interfere com a persisténcia da
memdria aversiva contextual, observando-se a expressao da
memdria formada uma semana apds o condicionamento.

® A exposicdo ao contexto novo 48 horas apds o choque ndo
prejudica a manutencdo da memdria aversiva contextual.

e A exposicdo ao contexto novo 7 dias apds o choque néo

prejudica a manutencdo da memdria aversiva contextual.
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A evocagdo no contexto associado a estimulagdo da MCPd ndo
promove a expressdo de congelamento e prejudica a
manutencdo da memoria aversiva contextual associada ao
choque.

O odor associado a estimulacdo da MCPd apresentado no
contexto da estimulagdo promove a expressdo de congelamento
e a manutencdo da memoria aversiva contextual associada ao
choque.

O odor associado a estimulacdo da MCPd apresentado no
contexto novo ndo promove a expressao de congelamento neste
ambiente, mas favorece a manutencdo da memoria aversiva
contextual associada ao choque. Desta forma, pode-se concluir
que embora ndo se observe a expressao do comportamento de
congelamento, ocorreu a evocagdo que contribuiu para a
manutencio da associa¢do formada nas experiéncias aversivas
anteriores.

A cicloheximida administrada por via sist€émica apds a sessao
de estimulacdo da MCPd prejudica a facilitacdo do
condicionamento aversivo contextual induzida pela estimulag¢do
quimica da MCPd. Assim, pode-se concluir que o efeito sobre a
formacdo da memoria condicionada ao choque depende de
proteinas sintetizadas apds a estimulacdo da MCPd.

A cicloheximida administrada por via sist€mica antes da
evocacdo da memdria aversiva contextual no dia 3 prejudica a
manutencdo da memoria aversiva contextual associada ao
choque, avaliada uma semana depois. Conclui-se que a etapa de

evocagdo envolve a sintese de proteinas necessdrias para a



112

manutencido da memdria formada sob influéncia da estimulagio

da MCPd.

O presente trabalho contribui para a expansdo do conhecimento
acerca dos efeitos promovidos pela estimulacdo da MCPd. Em resumo,
os dados obtidos levam a concluir que a estimulagdo glutamatérgica da
MCPd com agonista do receptor NMDA parece transmitir informacio de
perigo e promover um estado de alerta duradouro que resulta no aumento
da expressdo de comportamentos defensivos, associando-se a novas
experiéncias aversivas. Assim, conclui-se que a estimulagdo da MCP
pode servir como experiéncia aversiva prévia que tem efeito promotor na
facilitacdo do condicionamento contextual aversivo, sendo um
componente importante no circuito neural que fornece instrucio aversiva

para o processamento de experiéncias aversivas posteriores.
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APENDICE A - Fases da meméria

As memorias sdo formadas e expressas em diferentes etapas do
processamento da experiéncia. A formacdo da memdria compreende a
etapa inicial, aquisi¢@o, que ocorre durante a experiéncia e a consolidagio,
que ocorre ao término do evento a ser armazenado. As memorias
associativas podem ser evocadas posteriormente através da apresentagdo
de um estimulo associado a experiéncia inicial e expressa através de
respostas comportamentais, fisiolégicas e enddcrinas. J4 as memdrias ndo
associativas podem ser evocadas mediante a apresentacdo de estimulo
idéntico (na memdria de habituacido) ou semelhante (na sensibilizagdo) ao
inicial.

Manipulagdes farmacoldgicas realizadas antes do inicio do
evento a ser aprendido podem interferir na aquisicdo enquanto que as
manipulacdes realizadas apds o evento podem interferir na sua
consolidacdo. Por exemplo, em ratos de laboratério, a administracio
sistémica de agentes amnésicos como a escopolamina, midazolam ou
propranolol, 30 min antes da sessdo de condicionamento foi capaz de
promover o prejuizo na aprendizagem, refletido na reducio da expressdo
das respostas condicionadas observadas em sessdes de teste posteriores
(Kroon e Carobrez, 2009). O resultado desta manipulagdo foi interpretado
como prejuizo na aquisicao, ja que a experiéncia foi realizada sob efeito
das drogas injetadas.

A consolida¢do da memdria refere-se a uma etapa que consiste
no armazenamento das informagdes adquiridas na experiéncia.
Atualmente sugere-se que a consolidacdo ocorre em dois niveis de
descri¢cdo e andlise: a consolidacdo sindptica / celular e a consolidagéo

sistémica. A consolida¢@o sindptica constitui um fendmeno no qual o
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estimulo induz a ativacdo de cascatas de sinalizacdo intracelular que
resulta em modificagdes pOs-translacionais, modulacdo da expressdo
génica e sintese de produtos gé€nicos que alteram a eficdcia sindptica
(McGaugh, 2000; Dudai, 2012). O estimulo capaz de desencadear este
processo pode ser de natureza interoceptiva ou informagdes fornecidas
através da percepcdo do meio externo (Dudai, 2012). Postulou-se que a
consolidacdo sindptica ocorre dentro de uma janela temporal que inicia-
se apds o evento e tem duracdo aproximada de 6 h, periodo no qual
intervencdes farmacoldégicas ou comportamentais podem interferir com a
sintese proteica (Pedreira et al., 1995). Através destas alteracdes
moleculares, a informacio é codificada em um registro fisico e duradouro
em sinapses do circuito neural ativado durante a aprendizagem,
caracterizando o chamado engrama (ou trago da memoria) (Dudai, 2012).
A figura 30 ilustra as principais vias de sinalizacdo intracelular ativadas
na consolida¢do de memdrias aversivas. Os principais modelos celulares
que representam a memoria sdo a LTP (potenciacdo de longa-duracio,
“long-term potentiation”) e a LTD (depressdo de longa-duracgdo, “long-
term depression”), que consistem em alteracdes da eficdcia de uma ou
vérias sinapses envolvidas durante a aprendizagem (para revisdo ver
Izquierdo, Furini, et al., 2016). Portanto, a interferéncia na etapa da
consolidacdo é feita através de intervencgoOes realizadas imediatamente
apds o evento. A administracdo de drogas com propriedades amnésicas
(benzodiazepinicos, antagonistas de receptores muscarinicos, inibidores
de sintese proteica, inibidores da enzima sintase-6xido-nitrico) apds a
aprendizagem prejudicaram a expressdo das respostas condicionadas em
paradigmas de condicionamento (Baratti, Boccia et al., 2009),

caracterizando a interferéncia na fase de consolidagao.
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Figura 30. Principais vias de sinalizac@o intracelular ativadas na consolida¢do
sindptica de memdrias aversivas. Adaptado de Rodrigues, Schafe et al., 2004.

Ap6s a consolidag@o, a memoria passa a ser chamada de memdria de
longa-duragdo (LTM, “long-term memory”) (McGaugh, 1996). A
consolidagdo sistémica refere-se a um processo hipotético de re-
organizacdo na distribuicio da LTM nos circuitos neurais,
especificamente no sistema cortico-hipocampal, que ocorre apds a
codificac@o da representacdo interna da experiéncia (Eichenbaum, 2008).

Este processo pode ter duracio prolongada por anos apds a experiéncia,
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dependendo do sistema ao qual pertence a memdria, da tarefa aprendida
e de caracteristicas da representag@o interna dos estimulos codificados
(Squire, 2004; Dudai, 2012).

A evocacdo das memorias aversivas formadas em processos
associativos ocorre na reexposi¢cdo ao EC. Evocacio € o termo que refere
ao acesso a memoria e remete a uma lembranga consciente da experiéncia
inicial. Durante esta sessdo, se observa a expressdo da resposta
comportamental condicionada, evidenciando a evocacdo e confirmando a
formacao da associacdo EC-EI em animais de laboratério (Davis e Squire,
1984). Entretanto, a auséncia da expressdo de comportamento defensivo
ndo significa necessariamente que nao houve evocagdo, pois avaliando-
se apenas o comportamento nao é possivel afirmar sobre a ativacdo dos
circuitos neurais que armazenam a memoria durante a reexposi¢do ao EC.
Por muito tempo acreditou-se que a evocagio seria um processo passivo,
entretanto, Lopez e colaboradores demonstraram recentemente que trata-
se de um processo ativo que requer niveis estdveis do receptor GluAl
(subtipo AMPA) na pds-sinapse para que a expressao do comportamento
ocorra (Lopez, Gamache et al., 2015). O tratamento intra-amigdala com
inibidores de sintese proteica (rapamicina e anisomicina) realizado antes
da re-exposicdo ao EC promoveu um prejuizo transitério da expressio da
resposta defensiva condicionada ndo mais observado na sessdo
subsequente realizada 3 h apds, na auséncia da droga (Lopez, Gamache,
et al., 2015), sugerindo que a LTM armazenada ndo foi afetada pelo
tratamento.

Por outro lado, a administracio de agentes amnésicos e inibidores de
sintese proteica apds a expressdo da memoria no teste de evocagdo pode

interferir com a manuten¢do da LTM. Segundo a hipétese tradicional da
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consolidacdo, as memdrias seriam formadas em um periodo finito e uma
vez codificadas, estariam acessiveis e ndo mais sujeitas a interferéncias.
Entretanto, em 1968 Misanin e colaboradores desafiaram esta teoria ao
mostrar que a apresentacdo da pista seguida da administragdo de um
agente amnésico bloqueou a LTM, sugerindo que um novo periodo de
labilidade da memdria ocorreu deixando-a novamente susceptivel a
interferéncia (Misanin et al., 1968 apud Nader, 2003). Este mecanismo
pelo qual a memdria acessada se torna novamente 14bil foi denominado
“reativacdo” e esta etapa do processamento da memoria ficou conhecida
como “reconsolidacdo”, por caracterizar-se por um periodo no qual ocorre
um processo molecular tipo-consolidacido (Pzybyslawski e Sara, 1997).
Através de estudos de condicionamento aversivo em animais de
laboratério, verificou-se que a LTM reativada poderia ser bloqueada por
uma variedade de agentes amnésicos e inibidores de sintese proteica
administrados sistemicamente ou localmente na amigdala ou no
hipocampo ap6s a evocagdo, interferindo com a reconsolidagéo sindptica
/ celular, ou ainda por lesdes no hipocampo, prejudicando assim a
reconsolidacio sistémica (Nader, Schafe, et al., 2000; Nader, 2003).

O estudo da etapa de reconsolida¢do despertou o interesse dos
neurocientistas por oferecer uma oportunidade de modificar a memoria
original, que teria importancia clinica para o possivel tratamento de
patologias associadas a memorias traumadticas. Estudos foram conduzidos
utilizando uma variedade de paradigmas, inclusive em humanos (Schiller
e Phelps, 2011; Forcato, Argibay, et al., 2009), para investigar as
caracteristicas deste fendmeno. Entretanto, a re-exposi¢do ao EC nem
sempre é capaz de reativar a memoria e torna-la susceptivel a interferéncia

(Bustos et a., 2009; Forcato, Argibay, et al., 2009): a identificacdo do
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instante exato para que a intervencdo tenha sucesso depende da tarefa e
da cinética da apresentacdo da pista (Dudai, 2012). Manipulacdes
experimentais da r-exposicdo ao EC e de caracteristicas da memoria
associativa foram investigadas a fim de caracterizar a reativacdo. (Bustos
et al., 2009). Em animais de laboratério foram estabelecidas algumas
condi¢des limitantes para a observacio do fendmeno, como a intensidade
do treino de condicionamento (Suzuki et al., 2004), a idade da memoria,
isto €, manipulacdes no intervalo entre o treino e a reexposi¢do ao EC
(Suzuki et al.,, 2004), e o tempo de exposicio ao EC (Pedreira e
Maldonado, 2003). Ainda assim, achados contraditérios apontam para a
dificuldade em estabelecer critérios e condigdes para que a sessdo de
reativacio seja eficaz em reativar a memoria (para revisao, ver Nader e
Hardt, 2009).

Do ponto de vista molecular, muitos avancgos foram alcancados e
contribuiram para o entendimento da evocacao como um fendmeno ativo,
desencadeado pela reexposicdo ao EC. Protocolos experimentais nos
quais a sessdo de reexposicdo ao EC foi capaz de induzir a
susceptibilidade da memdria a intervencdes que modificaram a expressio
comportamental no teste subsequente foram amplamente aceitos como
modelos para estudo da etapa de reconsolidacdo. Esta sessdo de re-
exposicdo foi denominada “reativa¢do”, embora seja importante salientar
que nem toda re-exposicdo apresenta as caracteristicas necessdrias para
reativar a memoria. Esta inferéncia s6 € coerente quando tratamentos
conhecidamente amnésicos, aplicados nesta fase, sdo capazes de
promover o prejuizo da expressdo da memoria em testes subsequentes,
apds 24 h, no minimo, e que este prejuizo seja duradouro, podendo ser

observado apds no minimo uma semana. Trata-se de um procedimento
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sensivel a acdo de inibidores de sintese proteica (Nader, Schafe et al.,
2000; Pedreira, Pérez-Cuesta et al., 2002), dependente da atividade de
receptores glutamatérgicos ionotrépicos do tipo NMDA (Pedreira, Pérez-
Cuesta, et al., 200) e da cascata de sinalizacdo intracelular da
MAPK/ERK (Duvarci, Nader et al., 2005; Kelly, Laroche et al., 2003). A
modulagdo da transmissio GABAérgica através de agonistas do sitio
benzodiazepinico como, por exemplo o midazolam (Bustos, Maldonado
et al., 2006) ou o agonista cldssico do sitio de ligacdo para o GABA,
muscimol), apresentam efeito amnésico quando administrados
imediatamente apds a sessdo de reativagdo, enquanto que a administragdo
do antagonista GABA (bicuculina), ndo tem efeito nesta etapa (Zhang e
Cranney, 2008). Dentre os fatores de transcri¢do cuja ativagdo ja foi
relacionada com a etapa de reconsolidacdo, destaca-se o Zif268, que
parece ser o marcador dissociativo da consolidacdo, que € ativado apenas
nas condi¢des da reativacdo da memoria apds a reexposi¢do ao EC (Lee
et al., 2004). Para revisdo dos mecanismos moleculares e sistemas de
neurotransmissdo elucidados para a etapa de reconsolidagdo, ver Tronson
e Taylor, 2007. Adicionalmente, é importante comentar que 0 processo
molecular que sustenta a reativagdo da memoria € dependente da
degradacdo de proteinas sindpticas via proteassoma-ubiquitina. Este
mecanismo foi elucidado em um experimento que verificou que a
administragdo do composto [-lactona-clasto-lactacistina (B-lac), um
inibidor de proteassoma, reverteu o efeito amnésico da anisomicina
(inibidor de sintese proteica) administrada no hipocampo de ratos apds a
re-exposicdo ao EC, mas ndo apds o treino, em um paradigma de
condicionamento aversivo contextual (Lee, Choi et al., 2008). O

conhecimento dos processos moleculares descritos fornece ferramentas
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importantes para a investigacdo experimental da reconsolidacdo de
memdrias aversivas.

Segundo Dudai (2012), a reconsolida¢cdo é uma nomenclatura
dada a um processo que ocorre durante a consolidacdo tardia (ou
sistémica), cuja funcdo seria atualizar a informacdo aprendida. Dados
obtidos com estudos em humanos mostram que a evocagdo permite que
novas informacgdes sejam incorporadas a memoria original (Forcato,
Rodriguez et al., 2010), sustentando a ideia de que este fendmeno teria
um propdsito adaptativo. Lee (2010) demonstrou que a atualizacdo de
uma memoria contextual com a informagdo nova do choque é dependente
da transcricdo do Zif268 e da reativacio da memoria dependente da
degradacdo proteica, em um protocolo experimental no qual o choque foi
apresentado na re-exposi¢cdo ao contexto. A condi¢fo para que a memoria
reativada seja atualizada € que exista informac¢do nova, durante a
reativagdo, para ser incorporada a memdria original (Dudai, 2012; De-
Oliveira Alvares, Crestani, et al., 2013). Por exemplo, em um paradigma
de treino forte de condicionamento aversivo auditivo, somente a re-
exposicdo ao EC-EI no mesmo intervalo do treino foi insuficiente para
tornar a memoria sensivel a acdo da anisomicina administrada intra-LA
imediatamente apds. Entretanto, quando a reapresentacdo da associagio
EC-EI foi modificada temporalmente, a anisomicina foi capaz de
promover a reducdo da resposta condicionada, indicando que a
modificagdo do intervalo temporal da associacdo EC-EI foi interpretada
como novidade e incorporada a memdria original (Dias-Mataix et al.,
2013) confirmando a importincia dos aspectos temporais relacionados
com a aprendizagem. Adicionalmente, a valéncia emocional da memoria

também pode ser atualizada, e promover a redugdo da aversividade.
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Haubrich e colaboradores (2015) utilizaram a introdu¢do de um estimulo
apetitivo prazeroso durante a reativacdo de uma memoria aversiva e
verificaram o prejuizo da resposta condicionada no teste subsequente, em
um mecanismo dependente da ativacio de receptores NMDA no
hipocampo durante a reativacao.

Outra fun¢do bioldgica atribuida a reconsolidagdo € o
fortalecimento da memdria original (Sara, 2000). Uma sessdo de treino
adicional é capaz de fortalecer o treino de condicionamento aversivo
contextual apenas quando o processo de desestabilizacdo da memoria
ocorre através da evoca¢do, em um desenho experimental que permite a
reativacdo, e é dependente da expressdo de Zif268 e da degradacéo
proteica (Lee, 2008).

Assim, pode-se afirmar que a aprendizagem e manutencio de
memdrias aversivas € um processo dinamico e sensivel a novas
experiéncias que definem a importdncia e o armazenamento da

informacao.



