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RESUMO

O nucleo reuniens (NR) é o maior dos niticleos da linha média
do tdlamo. Seu perfil de conectividade neuronal e funcional com regides
cruciais para o processamento cognitivo e mnemodnico, como o0
hipocampo (HPC), o cortex pré-frontal (CPF), e a amigdala o colocam
em posicdo ideal para a participacdo na consolidacdo de memorias.
Assim, o objetivo principal do presente estudo foi investigar a
participacdo do NR na consolidagdo de memorias aversivas induzidas
pelo protocolo de condicionamento de medo contextual (CMC). Para
tanto, ratos Wistar submetidos a cirurgia estercotdxica e ao CMC
tiveram o NR temporariamente inativado através da inje¢do local de
muscimol (4 nmol/ 0,2 pL). Os niveis de congelamento mantiveram-se
inalterados em relagdo ao grupo controle na reexposicdo ao contexto
pareado, porém foram significativamente maiores durante a exposicio
ao contexto ndo pareado (Teste B), sugerindo a generalizagdo do trago
mnemonico. O mesmo foi observado quando os animais foram expostos
ao contexto ndo pareado 22 dias apos o condicionamento. Porém, no
contexto A, 21 dias depois, foi observada uma porcentagem de tempo de
congelamento significativamente maior no grupo muscimol em relacao
ao grupo controle, sugerindo uma persisténcia aumentada do tragco de
memoria. O nimero de células Arc’, um indicativo de plasticidade
sinaptica, ndo mudou nas regides pré-limbica do CPFm e basolateral da
amigdala ap6s a inativagdo do NR. No entanto, as células Arc’ sofreram
um aumento na regido CA1 dorsal do HPC e um decréscimo na regido
CA1 ventral. Ainda, os animais que tiveram o NR inativado apds o
condicionamento apresentaram dificuldades de extingdo e resisténcia a
interferéncia farmacoldgica com clonidina (0,3mg/kg) apds uma sessio
de reativagdo do trago mnemonico, em relagdo aos respectivos grupos
controle. A inatividade do NR durante a consolidacdo ndo alterou os
comportamentos de esquiva ¢ locomogdo dos animais no labirinto em
cruz elevado (LCE). A estimulagdo do NR pela ativacao de receptores
glutamatérgicos através da inje¢do local de NMDA (100 pmol/ 0,2 uL)
durante a consolidagdo foi capaz de impedir a generalizacdo causada
pela ioimbina (2 mg/kg) e, apds a reconsolidacdo, de resgatar a



especificidade contextual perdida apds uma inje¢ao de ioimbina durante
a consolida¢do da memoria. Estes resultados indicam que o NR participa
da consolidagdo de memorias aversivas, influenciando suas
caracteristicas, possivelmente através do controle da plasticidade
sinaptica nas regides dorsal e ventral do hipocampo.

PALAVRAS-CHAVE: nucleo reuniens, consolidagio da memoria,
generalizagdo do medo, persisténcia da memoria, extingao.



ABSTRACT

Nucleus reuniens (NR) is the major nucleus of the midline
thalamus. Its profile of neuronal and functional connectivity with brain
regions which are important for mnemonic processing, such as the
hippocampus, the prefrontal cortex, and amygdala, provides NR with a
possible crucial position to participate in memory consolidation.
Therefore, this study intended to investigate NR’s role in the
consolidation of aversive memories induced by contextual fear
conditioning (CFC). Wistar rats went through stereotaxic surgery and
after CFC had the NR temporarily inactivated by a local injection of
muscimol (MUS - 4 nmol/ 0.2 uL). Freezing levels remained unaltered
in the MUS group when compared to the control group during
reexposure to the paired context (Test A), but were significantly higher
during MUS-rats exposure to an unpaired context (Test B), what
suggests the generalization of the mnemonic trace. The same behavioral
pattern could be observed when rats were exposed to the unpaired
context 22 days after CFC. However, when they were exposed to the
paired context the day before, MUS-rats showed significantly higher
freezing time than the control group, which indicates an increased
persistence of the fear memory. MUS-rats have also shown an increase
in Arc” cells in dorsal CAl, an indication of augmented synaptic
plasticity in this region after NR inactivation during memory
consolidation. In the ventral CA1 region, there was a decrease in Arc’
cells. MUS-rats have also shown extinction deficits and resistance to
pharmacological interference with clonidine (0.3 mg/kg) after a
reactivation session, indicating a labilization deficit. NE inactivity did
not induce changes in avoidance and locomotion behaviors in the
elevated plus maze. Its stimulation by the activation of glutamatergic
receptors through an NMDA injection (100 pmol/ 0.2 pL) during
consolidation and reconsolidation was able to prevent and rescue,
respectively, the loss of contextual specificity induced by a yohimbine
injection after conditioning. Althogether, present results suggest that the
NR activity regulates keys features of a fear memory, probably by
influencing hippocampal synaptic plasticity.

KEY-WORDS: nucleus reuniens, memory consolidation, fear
generalization, memory persistence, extinction.
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1. INTRODUCAO

Memoria € o mecanismo pelo qual os individuos sdo capazes de
adquirir, reter e lembrar-se de informagdes sobre experiéncias pelas
quais passaram. O termo “engrama” foi utilizado pela primeira vez pelo
bidlogo alemdo Richard Semon em 1904, para descrever o
armazenamento fisico de uma memoria no sistema nervoso central. A
busca por entender o armazenamento de memdorias no cérebro culminou,
recentemente, no delineamento da hipdtese de alocagdo das memorias:
um processo pelo qual circuitos neuronais seriam recrutados para
suportar e armazenar memorias especificas. Este processo seria
dependente, dentre outras coisas, do tipo de experi€éncia que gerou a
memoria em questdo (KHALAF; GRAFF, 2016). Todo engrama possui
o potencial a ecforia, que pode ser definida de forma simplificada como
sua capacidade de ser lembrado e expresso comportamentalmente
através da evocagdo provocada por pistas relacionadas (SCHACTER,
2012). Dessa forma, a alocagdo do engrama e sua consolidagdo podem
influenciar sua posterior evocagdo e expressdo comportamental.
Memorias de grande valéncia emocional negativa, por exemplo, podem
recrutar circuitos neuronais em regides diferentes daquelas memorias
neutras ou positivas, e a resposta comportamental decorrente do
aprendizado seria diferente (ROZESKE et al., 2015). Considerando esse
cenario, determinar o recrutamento e o papel de estruturas encefalicas
no processamento de memorias aversivas para entdo tentar modula-las e
reverter os efeitos deletérios que podem ocasionar transtornos

psiquiatricos € uma tarefa que ganha importancia.
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1.1. Uma breve revisdao sobre a memoria, suas caracteristicas e

etapas

A principio tomou-se como verdade que as memorias, apos um
periodo de susceptibilidade a interferentes denominado janela de
consolida¢do, se tornavam estaveis e ndo poderiam mais ser
modificadas (MULLER; PILZECKER, 1900; LECHNER et al., 1999).
Donald Hebb propds, na década de 40, a hipotese da potenciagido
sinaptica, que fundamentaria a descoberta da LTP (do inglés Long-Term
Potentiation), considerada fundamental no armazenamento neuronal de
informacdes ¢ base da forma¢do de memorias. A hipdtese da
potenciacdo sindptica propde que um neurdnio pré-sinaptico seria capaz
de estimular de forma especifica um neurdnio pds-sinaptico, gerando
modificagdes estruturais e moleculares que estdo ligadas a retengdo da
informacdo (HEBB, 1949). [Essa hipétese foi confirmada
experimentalmente por Bliss ¢ Lemo em 1973, que demonstraram um
aumento sustentado na eficiéncia sindptica em células granulares do giro
denteado de coelhos anestesiados ap6s estimulag@o elétrica repetida da
via perforante (BLISS; LOMO, 1973). Nos anos que se seguiram, com
o desenvolvimento de técnicas especificas, uma série de estudos
confirmou estes achados e desvendou ocorréncias nos niveis molecular,
celular e sist€émico que levariam por fim a estabilizagdo do trago de
memoria, que antes disso seria suscetivel a interferentes
comportamentais e farmacologicos (DUDALI, 2002; 2012).

O processo de consolidagdo pode ser dividido, para fins
didaticos, em consolidacdo sindptica ou celular e consolidagdo

sistémica. A consolidacdo sindptica refere-se a ativagdo de cascatas de
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sinalizagdo intracelular apoés um estimulo que leva a modula¢do da
expressdo génica de forma a alterar a producgdo proteica e, por fim, a
eficiéncia sinaptica (DUDAI, 2012). Dentre os componentes celulares
modulados pela experiéncia de aprendizado estdo os genes de expressdo
imediata, ou do inglés IEGs (Immediate early genes), e proteinas que
atuam no aumento da eficiéncia sinaptica dos neurdnios envolvidos.
Dentre os IEGs, temos o Arc/Arg3.1, cuja expressdao estd intimamente
ligada a ativacdo de receptores NMDA pelo glutamato, um processo
conhecido como fundamental para a LTP e a remodelagdo sinaptica que
resulta no armazenamento de informagdes a longo prazo (ABRAHAM;
WILLIAMS, 2008; LUSCHER; MALENKA, 2012). A expressdo de
Arc ¢é, portanto, utilizada como um marcador de plasticidade sinptica
no cérebro (KUBIK et al., 2012; NAKAYAMA et al., 2016). Arc tem
sido estudada também como um componente molecular do controle de
homeostase e forca sindptica que participa da manutencdo de memorias
em longo prazo (BRAMHAM, 2008; KORB; FINKBEINER, 2011;
KAWASHIMA et al., 2014; LI et al., 2015).

Ja a consolida¢do sistémica pode ser definida como um
processo dindmico de armazenamento de informagdes no sistema
nervoso central que ocorre através de adaptacdes em redes neuronais de
diferentes regides encefalicas apdés um aprendizado (SQUIRE;
ALVAREZ, 1995; DUDAIL MORRIS, 2000; 2013). Esta reorganizagdo
pode levar horas, dias, semanas, meses ou anos (DUDAI, 2002). De
forma classica se considera que a consolidacdo sistémica envolve a
transferéncia gradual de informagdes entre o hipocampo (HPC) e o

cortex pré-frontal (CPF) apods a aquisicdo, levando ao armazenamento
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da informacgao por longos periodos ou até pela vida inteira do individuo.
Através dessa transferéncia gradual, a memoria naturalmente adquire
caracteristicas mais abstratas e menos especificas (gist memory),
decorrentes das caracteristicas funcionais do CPF (SQUIRE et al.,
2015). A velocidade e outras caracteristicas da consolidagdo sistémica
podem sofrer interferéncia do estresse (PEDRAZA et al., 2016), de
aprendizados prévios (TSE et al., 2007; VAN KESTEREN, 2010) e
posteriores a aquisi¢do (HAUBRICH et al., 2016). De outro ponto de
vista, a teoria dos multiplos tracos apresenta a ideia de que memorias
elaboradas sempre requerem o recrutamento de diversas regides
cerebrais, tendo representacdes com caracteristicas diferentes em varias
delas, como o HPC, o CPFm e a amigdala, desde sua aquisicdo (WANG
et al., 2006; TSE et al., 2007).
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Figura 1. Representacio esquemitica das primeiras etapas de formacio das
memgdrias. A partir do momento da sua aquisi¢do e até algumas horas depois (janela
de consolidag@o), a memoria ¢ 1abil e suscetivel a interferentes, sendo necessaria sua
consolidagdo para que esta se torne estavel e possa ser evocada posteriormente.

Na década de 1960, o conceito de consolidagdo como um
processo estabilizador irreversivel e que tornaria as memorias imutaveis
comecgou a ser questionado (MISANIN, 1968) e passou por uma revisao
importante com os trabalhos de Susan Sara e Karim Nader em meados
de 2000 (PRZYBYSLAWSKI; SARA, 1997; NADER et al., 2000a,
2000b; SARA, 2000a, 2000b). Estes trabalhos trouxeram a
reconsolidacdo a tona, mostrando que uma memoria pode ser
modificada mesmo apos sua consolidagdo. Assim surgiu a possibilidade
terapéutica e experimental de interferir em memorias horas, dias e até

anos apos sua consolidagdo inicial. Processos onde o contetido ou
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expressdo comportamental da memoria original sdo modificados por
novas experiéncias, interferéncias farmacoldgicas ou manipulagdo
neurobiolégica podem ser chamados de wupdating (atualizagdo) da
memoria (FINNIE; NADER, 2012). Dessa forma, a memoria original é
atualizada de forma a conter ou associar-se a novas informacgdes e,
muito possivelmente, sua evocagdo provoca um efeito comportamental
diferente daquele da memoria original (WINTERS et al., 2009).

O processo de extingdo ¢ uma forma de aprendizado associativo
na qual a apresentagdo repetida e/ou prolongada do estimulo
condicionado na auséncia do estimulo incondicionado reduz a expressao
da resposta condicionada. Foi Pavlov quem primeiro descreveu esse
fendmeno de aprendizado, ao observar que seus cédes salivavam menos
apos a apresentacdo repetida do sinal indicativo de que receberiam
alimento sem na verdade recebé-lo (PAVLOV, 1927). O processo de
extingdo age sobre a memoria original (sem a “apagar” (RESCORLA;
HETH, 1975; CORCORAN; MAREN, 2004)), inibindo ou modificando
sua expressdo por realizar um updating associativo, de tal forma que o
estimulo condicionado passa a ndo mais remeter ao estimulo
incondicionado, uma vez que o individuo aprende a suprimir essa
associacdo (BOUTON, 1993; CAREAGA et al., 2016). E digno de nota
que os processos de reconsolidagdo e extingdo de memorias possuem
muitas semelhangas, sendo ambos desencadeados pela evocagdo e
reativagdo do traco. Uma das principais diferencas entre o
desencadeamento do processo de reconsolidagdo ou de extingdo de uma
memoria parece ser a duracdo do estimulo que leva a reativagdo
(PEDREIRA; MALDONADO, 2003; SUZUKI et al., 2004; POWER et

al., 2006). Uma exposi¢do mais prolongada levaria a extingdo da
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resposta comportamental associada & memoria original, o que constitui
um novo aprendizado que também passa pela etapa de consolidacao e,
assim como a reconsolidacdo (NADER et al., 2000a), ¢ suscetivel a
interferéncias. Merlo e colaboradores (2014) demonstraram também que
os processos de reconsolidagdo e extingdo possuem mecanismos
moleculares diferentes entre si, porém complementares, através da
manipulagdo quantitativa e qualitativa das pistas contextuais durante as
reexposi¢des.

Um processo essencial para a ocorréncia tanto da
reconsolidacdo quanto da extingdo de uma memoria ¢ a labilizagdo do
traco mnemodnico (LEWIS, 1979; BEN MAMOU et al., 2006). A
labilizagdo ¢ um processo de desestabilizagdo da memoria original,
permitindo que esta seja modificada ou atualizada (DE OLIVEIRA
ALVARES et al., 2013), e esta ligada a degradagdo proteica apds a
reativacdo do tragco mnemonico (LEE et al.,, 2008). Enquanto que a
aquisi¢do inicial de uma memoria e sua posterior consolidagdo sempre
envolvem um periodo de labilidade, o mesmo ndo acontece sempre apds
sua reativacdo. Wang e colaboradores (2009) demonstraram que uma
memoria formada por um treino intenso, por exemplo, pode ser
resistente a interferéncia sob condi¢des que geralmente propiciariam o
updating de memorias menos intensas, o que pode dever-se a sua maior
resisténcia ao processo de labiliza¢do induzido por reativagdo. Outros
fatores, como a idade da memoria, a quantidade e qualidade das pistas
que levam a sua reativagdo e o niumero de reativa¢des subsequentes
também podem interferir na capacidade de labilizagdo de uma memoria

(ALBERINI, 2005).
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Extingao
Labilizacdo/
Desestabilizacédo
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Reativagh:: i Updating
Meméria estavel Memoria Iabil ™
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Figura 2. Apos o processo de consolidacéio inicial, a memdria pode voltar a um
estado de labilidade ao ser evocada e reativada. Uma vez labil esta memoria pode
passar pelo processo de extingdo, onde uma nova memoria ¢ formada, de forma
associada a memoria original, suprimindo em parte ou totalmente a sua resposta
comportamental; ou reconsolidagdo, onde a memoria original pode ser reforgada,
enfraquecida ou modificada de forma a incluir novas informagdes.

A generalizagdo ¢é um processo adaptativo altamente
conservado entre as espécies, sendo definida como a associacdo e
expressdo de respostas comportamentais relacionadas a determinado
estimulo ou contexto em resposta a estimulos e contextos que sdo
diferentes, porém semelhantes aqueles presentes na memoria original
(SHEPARD, 1987; DUDAI, 2005). O termo “generalizacdo” foi
utilizado pela primeira vez em 1946 por Lashley e Wade, mas Pavlov ja
havia descrito o mesmo processo durante suas observacdes em 1927,
quando notou que a saliva¢do dos cdes em resposta a um estimulo
sonoro poderia ser provocada também por estimulos sonoros de outras

frequéncias que nunca haviam sido associados ao recebimento de
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alimento. Mais tarde, em um estudo com pombos ¢ suas respostas a
estimulos visuais, Guttman e Kalish (1956) demonstraram que os
animais apresentavam uma gradiente de generalizagdo, na qual a
resposta comportamental era expressa de forma relativamente
independente da capacidade de distingdo sensorial entre as pistas
apresentadas, sugerindo que a generalizacdo ndo ¢ uma mera falha de
discriminagdo sensorial de estimulos. Em 2015, Onat e Biichel
corroboraram as conclusdes de Guttman e Lakish utilizando estudos de
imagem em seres humanos e mostrando que a generalizagdo ¢ um
processo ativo que independe da discriminacdo sensorial correta ou
incorreta do estimulo e depende, por outro lado, da acdo orquestrada de
diversas regides encefalicas em um sistema de decisdo complexo
baseado em ambiguidade e incerteza.

A generalizacdo também pode ser observada como um
fendomeno temporal, provavelmente ligado a consolidagdo sistémica do
tragco mnemonico. Dessa forma, o trago mnemonico seria “transferido”
com o passar do tempo do HPC, que funcionaria como um
armazenamento temporario para memorias com alta especificidade
contextual, para o CPFm, que funcionaria como um armazenamento de
memorias a longo-prazo com caracteristicas diferentes, como uma
menor especificidade contextual (WINOCUR et al., 2007; GOSHEN et
al., 2011). Entdo, quando o trago de memoria ¢ expresso ou reativado de
forma remota, ou seja, varios dias, meses ou anos apds sua aquisi¢ao,
ele depende mais do suporte cortical do que do hipocampal, o que se
traduz em sua generalizagdo (WILTGEN et al., 2007; 2010; WINOCUR
etal., 2009).
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1.2. O estudo das memorias associativas de medo

O aprendizado de medo € um processo adaptativo que permite
ao individuo adquirir informagdes importantes sobre pistas e contextos
envolvidos em situacdes de perigo, de forma que essas informagdes
possam ser evocadas e utilizadas na producdo de uma resposta
comportamental apropriada.

O condicionamento classico, primeiramente descrito por Ivan
Pavlov, consiste no pareamento de um estimulo neutro com um estimulo
saliente, alterando a valéncia do estimulo neutro até que, exposto
unicamente ao primeiro, o individuo passe a expressar respostas que
seriam justificadas somente frente ao estimulo saliente, indicando uma
associacdo entre essas informagdes (PAVLOV, 1927). Muito embora
Pavlov tenha utilizado estimulos apetitivos para seu experimento mais
famoso em cédes, o condicionamento de medo também parte desse
principio: o individuo aprende que certas pistas e estimulos
(condicionados) sdo preditores de eventos aversivos (estimulos
incondicionados). E uma forma bésica de aprendizado altamente
conservada na escala evolutiva, sendo uma ferramenta fundamental no
estudo da neurobiologia ¢ dos mecanismos celulares que suportam os
processos mnemonicos em animais e seres humanos (FANSELOW,
1994; FENDT; FANSELOW, 1999). Além disso, o condicionamento de
medo contextual é extremamente util porque envolve tanto os fatores
cognitivos ¢ mnemonicos quanto os fatores emocionais do aprendizado.
Dessa forma, ¢ possivel estudar o aprendizado de medo em uma quase
infinidade de abordagens e pontos de vista (LEDOUX, 2009). De forma

geral, sdo utilizados choques elétricos nas patas como estimulo
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incondicionado que acaba por gerar respostas frente ao estimulo
condicionado (no nosso caso, o contexto), muito embora outros
estimulos também tenham sido descritos na literatura, como odor de
predadores e estimulos palataveis (BLANCHARD et al., 2001;
GUITTON; DUDAI, 2004). A resposta comportamental mais
mensurada para averiguar o aprendizado nesses casos ¢ a imobilidade ou
“congelamento” frente a apresentacdo do estimulo “neutro” apo6s o
pareamento, uma resposta inata de medo em roedores (BLANCHARD;

BLANCHARD, 1969).

Aquisigao Evocacao

2§ b

O O,
i Consolida -
(o) o

Condicionamento/ Reexposi¢do ao
pareamento contexto pareado

Figura 3. Condicionamento de medo contextual em laboratério. O contexto ¢ o
estimulo previamente neutro que, ao ser pareado ao choque nas patas como estimulo
incondicionado durante a sessdo de condicionamento (a) passa a evocar respostas de
medo mesmo sem a presenga do estimulo incondicionado durante a reexposi¢ao (b).
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Exposicao ao

contexto ndo pareado

Figura 4. Generalizacio da resposta de medo como observada em laboratério.
Apos o condicionamento, a expressdo de medo (como congelamento) durante a
reexposi¢do ao contexto parecado ¢ esperada, enquanto que quando exposto a um
contexto diferenciado e ndo pareado, a resposta esperada do animal ¢ um
comportamento de explorac@o e ndo a expressdo de comportamentos de medo (a). A
generalizagdo ocorre quando o animal passa a expressar niveis elevados de
congelamento em resposta & exposi¢do a um contexto ndo pareado ao estimulo
incondicionado (b).

1.3. Neurobiologia da memoria e o nucleo reuniens do tdlamo

Apesar de organizado em diversas areas com fungdes
relativamente especificas, o cérebro ndo funciona como um Orgio
fragmentado. A atividade encefélica geralmente ocorre através da agdo
coordenada e integrada de diversas regides, gerando assim o
comportamento do individuo. Dessa forma, é natural a conclus@o de que
as caracteristicas desses comportamentos frente a diversas situacdes, e
de especial importancia para este trabalho, as situagles aversivas,
podem mudar conforme as regides envolvidas e o tipo de atividade entre

elas.
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Dentre todas as areas envolvidas no processamento de
memorias, o hipocampo provavelmente é a mais estudada. Desde a
descric¢do do caso do paciente H.M. no final da década de 60, esta regido
do lobo temporal tem passado por um escrutinio de suas fungdes
cognitivas e mnemonicas (MILNER, 1968). Organizada em sub-regides
distintas, que incluem o giro denteado, CA1, CA2 e CA3, em primatas
(incluindo os seres humanos) essa regido possui uma diferenciagdo
através do eixo longitudinal do encéfalo, da sua regido anterior até a sua
regido posterior, sendo estas anatdmica e funcionalmente distintas, com
diferencas na expressdo génica e em suas conectividades funcionais e
exercendo fungdes fisiologicas e comportamentais distintas e
complementares. Em roedores, existe uma diferenciacdo homologa entre
as regides do hipocampo, sendo estas separadas em regido dorsal e
regido ventral (SWANSON; COWAN, 1977; MOSER; MOSER, 1998).
A regido dorsal do hipocampo, em geral, ¢ relacionada a memoria
espacial. Testes mnemonicos classicos utilizando o labirinto aquatico de
Morris e o labirinto radial de oito bragos demostram que o hipocampo
dorsal é necessario para o aprendizado espacial, enquanto que lesdes
restritas ao hipocampo ventral ndo causam nenhum tipo de prejuizo
nessas tarefas e, no caso do labirinto radial, aumentam a procura pelos
bragos associados ao alimento, sugerindo uma modificagdo apenas nos
aspectos afetivos da tarefa (MOSER et al., 1995; POTHUIZEN et al.,
2004). Assim, a regido ventral do hipocampo parece estar relacionada ao
processamento de emocgdes. Lesdes restritas a porg¢do ventral do
hipocampo de roedores aumentam o ntimero de entradas nos bragos

abertos do labirinto em cruz elevado e diminuem a liberacdo de
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corticosterona em animais submetidos a estresse (KIELSTRUP, 2004).
No condicionamento de medo contextual, uma tarefa que envolve tanto
o processamento espacial e de pistas quanto emocional, a distingdo entre
as fungdes das regides dorsal e ventral do hipocampo é menos clara.
Muito embora lesdes, inativagdes e bloqueio de sintese proteica na
porc¢do dorsal tenham um efeito bastante claro no processamento de uma
memoria contextual, as mesmas manipulagdes realizadas na porgdo
ventral do hipocampo parecem ter efeitos mais complexos e
dependentes do tipo especifico de tarefa utilizada em cada estudo
(ZHANG et al., 2001; MAREN; HOLT, 2004; RUDY; MATUS-
AMAT, 2005; HUNSAKER; KESNER, 2008).

Outra regido intimamente relacionada com o processamento
cognitivo superior, aprendizado associativo e memoria € o cortex pré-
frontal medial (CPFm). O CPFm esta relacionado também a regulagéo
emocional (PITMAN et al, 2012) e a tomada de decisdes (EUSTON et
al., 2012; WOOD et al., 2012). Suas trés sub-regides: o cortex cingulado
anterior, o cortex pré-limbico e o cortex infralimbico, conectam-se tanto
com a amigdala (VERTES, 2004) quanto com a regido CAl do
hipocampo, via nucleo reuniens (VERTES et al., 2015). O envolvimento
do cortex pré-frontal foi demonstrado nas fases de aquisigdo,
consolidagdo, reconsolidacdo e expressio de memorias de medo
(ROZESKE et al, 2014, STERN et al.,, 2014), assim como na sua
generalizagdo e extingdo (ROZESKE et al., 2014; VANVOSSEN et al.,
2017). Em seres humanos, uma maior ativagdo do CPFm foi
negativamente correlacionada a ativagdo da amigdala durante o
condicionamento de medo contextual, o que indicaria um papel

inibitorio dessa regido sobre respostas de medo (ALVAREZ et al,
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2008). Em acordo com a teoria da consolidagdo sistémica, demonstrou-
se que durante a reativagdo de uma memoria contextual remota, a
expressdo de c-Fos e zif268, dois IEGs associados a ativagdo neuronal e
reativacdo de engramas, respectivamente, encontravam-se aumentados
no CPFm e diminuidos na regido CAl do hipocampo dorsal
(FRANKLAND et al., 2004; GOSHEN et al., 2011). Outro estudo
envolvendo lesdes em animais demonstrou que o CPFm esta envolvido
na aquisi¢ao de representacdes contextuais precisas em um protocolo de
CMC (ANTONIADIS; MCDONALD, 2006).

O nucleo reuniens do talamo (NR) é o maior nucleo da linha
média dessa estrutura. Embora ainda n3o haja um consenso, as
evidéncias indicam que o NR esta envolvido em comportamentos que
dependem do CPFm e da interagdo entre 0 HPC e o CPFm (VERTES et
al., 2015). Quanto a sua conectividade, o NR recebe densa inervacdo dos
cortices pré-limbico, infralimbico e anterior cingulado e do subiculo e
da regido CA1 do HPC, mas ndo do giro denteado e das regides CA2 ¢
CA3. Herkenham demonstrou em 1978 que o NR ¢ a maior fonte
talamica de aferentes ao hipocampo. O CPFm também recebe densas
projecdes vindas do NR, principalmente os cortices pré- e infralimbico.
Ja no HPC, o NR projeta-se unicamente para as regides CA1l dorsal e
ventral, muito embora em maior quantidade (até 10 vezes mais) para a
regido ventral (WOUTERLOOD, 1990; VERTES, 2002; MCKENNA;
VERTES, 2004; VERTES, 2015). De 3 a 9% dos neur6énios do NR
projetam-se bilateralmente tanto para o HPC quanto para o CPFm e ele
¢ considerado a rota principal de transferéncia de informa¢des do CPFm

para o HPC (HOOVER; VERTES, 2012; VARELA et al., 2014).
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As fibras provenientes do CPFm formam sinapses excitatorias
nos dendritos proximais dos neurénios do NR que projetam-se ao
hipocampo (VERTES et al., 2007), ¢ as fibras que projetam-se do NR
para o CPFm também sdo excitatérias (DI PRISCO; VERTES, 2006).
Quanto ao HPC, as fibras que se projetam do NR podem exercer agdes
tanto excitatorias quanto inibitérias, ao formar sinapses excitatorias
tanto com células piramidais quanto com interneurdnios gabaérgicos, o
que sugere uma fun¢do de modulacdo da atividade neuronal na regido
CAl (DOLLEMAN-VAN DER WEEL et al, 1997). Quando
comparados aos efeitos das proje¢oes advindas da regido CA3 do HPC
sobre a regido CAl, a agfo excitatéria das fibras provenientes do NR
sobre essa regido mostrou-se mais pronunciada, produzindo facilitagdo
sinaptica e induzindo LTP, o que demonstra o controle do NR sobre a
plasticidade sinaptica no HPC (BERTRAM; ZHANG, 1999;
MORALES et al., 2007).

Uma série de estudos tem implicado o NR no processamento de
memorias de trabalho (HEMBROOK; MAIR, 2001, HEMBROOK et
al., 2012; HALLOCK et al., 2013), memorias espaciais (DOLLEMAN-
VAN DER WEEL et al, 2009; CHOLVIN et al, 2013) e sua
persisténcia (LOUREIRO et al., 2012), impulsividade (PRASAD et al.,
2013), flexibilidade comportamental e estratégia (CHOLVIN et al.,
2013) e aquisicio precisa da memoria contextual (XU; SUDHOF,
2013). No entanto, nenhum trabalho estudou o papel do NR na
consolidagdo de memorias aversivas. Na grande maioria dos casos,
apenas as tarefas que dependem da atividade orquestrada entre HPC e
CPFm parecem sofrer alteracdes com inativagdes ou lesdes do NR

(CASSEL; PEREIRA DE VASCONCELOS; 2015).
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Talamo

-1.4 mm

Figura S. Posicionamento do niicleo reuniens do tadlamo (Re) em relagio ao
terceiro ventriculo (3V) e aos nucleos paraventricular (PV) e romboide(Rh), em
cérebros de roedores. (Adaptado de Cholvin et al., 2013)
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2. HIPOTESE

De acordo com trabalhos prévios que demonstram a
participacdo do nucleo reuniens do tilamo no processamento
mnemonico e cognitivo e sabendo de sua conexdo funcional com areas
importantes para a formagdo e o processamento de memorias aversivas,
a hipotese deste trabalho é que o nucleo reuniens participa da

consolidagdo dessas memorias e influencia suas caracteristicas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar o papel do ntcleo reuniens do tidlamo na

consolidagdo de uma memoria de medo contextual.

3.2. Objetivos especificos

» Caracterizar a participacdo do ntcleo reuniens do tidlamo na
consolidagdo de memorias aversivas através de sua inativagao

farmacologica;

» Caracterizar a participagdo do nucleo reuniens do talamo no
aprendizado associativo que subsidia a consolidagdo e

persisténcia de memorias aversivas;

» Confirmar a relagdo entre a atividade do nucleo reuniens e a

generalizagdo de respostas de medo;

» Investigar a expressdo de Arc no cortex pré-frontal medial, na

amigdala e nas por¢des ventral e dorsal do hipocampo de
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roedores durante a consolidacdo de uma memoria aversiva apos

a inativagdo farmacologica do nticleo reuniens;

Investigar se a ativacdo dos receptores NMDA do nucleo
reuniens ¢ capaz de prevenir a generalizacdo do medo causada

por hiperatividade adrenérgica sistémica durante a consolidagdo

Investigar se a ativagdo dos receptores NMDA do nucleo
reuniens durante a reconsolidacdo ¢é capaz de resgatar a
especificidade contextual da memoria de medo, perdida apos a
inducdo da hiperatividade adrenérgica sistémica durante a

consolidagdo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados 250 ratos (Rattus norvergicus) Wistar machos,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina, com 3 a 4 meses de idade e peso entre 250 e 350 g. Durante
sua permanéncia no biotério, os animais foram alojados em gaiolas
plasticas padrao (36 x 30 x 15 cm) contendo até 5 ratos cada. Eles
tiveram agua e comida ad libitum e a temperatura ambiente foi mantida
em 21 £+ 2 °C, com ciclo de luz claro/escuro de 12 h com inicio as 07 h.
Todos os procedimentos foram realizados mediante aprovacdo do
comité de ética para o uso de animais (CEUA) da Universidade Federal

de Santa Catarina (Oficio n°71/CEUA/PRPE/2012PP00766).

4.2. Drogas

Muscimol (MUS; 4,0 nmol / 0,2 pL; Sigma-Aldrich, EUA) foi
dissolvida em PBS. O muscimol ¢ uma ferramenta bem estabelecida na
literatura, utilizada para induzir a inativacdo temporaria de regides
encefalicas por meio da potencializagdo gabaérgica através de agonismo
GABA4. A dose utilizada neste trabalho foi baseada em estudos prévios

publicados pelo nosso laboratério (STERN et al., 2014).



36

NMDA (100 pmol / 0,2 pL; Sigma-Aldrich, EUA), dissolvida
em PBS. Utilizado em trabalhos prévios como ferramenta farmacoldgica
para estimulacdo glutamatérgica de regides encefalicas (KINCHESKI et
al., 2012; MOCHNY et al., 2013). A dose selecionada baseia-se em
trabalhos prévios do laboratorio (VANVOSSEN et al., 2017).

Cloridrato de ioimbina (IOI; 2 mg/kg; Tocris, EUA),
dissolvida em agua destilada e administrada de forma sistémica através
de injecdo intraperitoneal em um volume de 1,0 mL/kg. A dose utilizada
baseia-se em trabalhos prévios do laboratorio (GAZARINI et al., 2014;
VANVOSSEN et al., 2017). A ioimbina provoca um aumento da
atividade noradrenérgica através do antagonismo de receptores o,
adrenérgicos.

Cloridrato de clonidina (CLO; 0,3 mg/kg; Sigma-Aldrich,
EUA), dissolvida em agua destilada e administrada de forma sistémica
através de injecdo intraperitoneal em um volume de 1,0 mL/kg. A dose
utilizada baseia-se em trabalhos prévios do laboratorio (GAZARINI et
al., 2014; MARIN, 2017). A clonidina ¢ um agonista de receptores o,
adrenérgicos, reconhecida como agente amnésico e bloqueador da

reconsolidagdo de memorias.

4.3. Cirurgia estereotaxica

Os animais foram primeiramente pesados e entfo receberam
uma injecdo intraperitoneal de quetamina (100 mg/ml/kg; Syntec Ltda.,
Brasil) e xilazina (10 mg/ml/kg; Syntec Ltda., Brasil) para anestesia.

Apds atingir plano anestésico adequado, os animais tiveram os pélos do
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topo da cabega cortados e foram posicionados no aparelho estereotaxico
(Stoelting, EUA) com o suporte de duas barras auriculares. A assepsia
do campo cirtirgico foi realizada com solugdo de alcool iodado 2% e,
posteriormente, uma solugdo anestésica de lidocaina 3% com adrenalina
1:50000 (Dentsply Pharmaceutical, Brasil) foi injetada por via
subcutanea no local da inciso. Um corte longitudinal da pele acima do
cranio permitiu a exposicdo e raspagem do peridsteo para a exposicao
do cranio e das suturas lambdoide e coronal. Apos perfuragdo com broca
odontologica, dois parafusos de aco inoxidavel foram afixados ao cranio
do animal para oferecer suporte a protese de acrilico posteriormente
utilizada.

Uma cénula-guia de 15 mm confeccionada a partir de agulhas
hipodérmicas (22G; 25,0 x 7,0 mm) foi implantada unilateralmente em
angulo de 15° nas coordenadas obtidas através de consulta ao atlas do
cérebro de ratos Paxinos e Watson (2009) referentes ao nticleo reuniens
do talamo (1,92 mm posterior ao bregma, + 2,0 mm relativo ao eixo
lateral ¢ — 6,5 mm relativo ao eixo dorso-ventral; DAVOODI et al.,
2011). Por fim, uma camada de acrilico odontologico auto-
polimerizavel de secagem rapida foi aplicada para cobrir toda a
superficie exposta do crinio e afixar todas as pecas em uma protese
solida. O tratamento pds-operatorio consistiu de uma inje¢do subcutanea
de flunixin meglumina (2,5 mg/kg; Schering-Plough, Brasil), uma
substancia antipirética e antiinflamatoria.

Apos o término da cirurgia, os animais foram mantidos em uma
cama aquecida por 30 minutos para diminuir o risco de hipotermia. Em

seguida, foram levados ao biotério e mantidos em suas caixas-moradia
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num nimero maximo de 4 animais por caixa por 5-7 dias para

recuperagdo e posterior utilizagdo experimental.

4.4. Procedimento de microinje¢ao central

A microinjecdo de drogas ou veiculo no nucleo reuniens do
talamo foi executada através de agulhas com 15,5mm de comprimento
confeccionadas a partir de agulhas gengivais (30G, 13mm) conectadas a
um tubo de polietileno acoplado a uma microseringa (Hamilton, EUA)
preenchida com agua destilada. Uma bolha de ar foi interposta entre a
agua e a solugdo a ser injetada, de forma a facilitar a visualizacdo do
deslocamento da solugdo durante a infusao.

No momento da microinjecdo o animal foi mantido imobilizado
e a canula foi desobstruida com uma lima odontologica de 15mm
(Dentsply Ltda., Brasil). A agulha foi introduzida na cénula e a infuséo
foi realizada com o auxilio de uma bomba de infusdo (Insight, Brasil),
no volume de 0,2uL durante 60 segundos. Apos a injecao, a agulha foi
mantida em posi¢do por mais 60 segundos para assegurar a infusao total

da droga e reduzir o fluxo retrégrado da solugéo.

4.5. Histologia

Ao término dos experimentos, os animais receberam uma
solucdo anestésica de quetamina (100 mg/ml/kg) e xilazina (10
mg/ml/kg) por via intraperitoneal. Apds atingirem plano anestésico

adequado, os animais receberam uma solug¢do contendo cloral hidratado
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(30% p/v; 3 ml/animal; Vetec, Brasil) através de injegdo intraperitoneal,
seguida pela microinje¢do central de corante azul de Evans (0,2 pl).
Apds a decapitacdo, os encéfalos foram retirados e conservados
individualmente em solugdo de formalina 10% por 48h, sendo
posteriormente transferidos para uma solugdo de sacarose 30% por, no
minimo, 48 horas antes da realizagdo dos cortes histologicos. Para a
verificacdo do sitio de injecdo da droga, cortes coronais de 10 pm de
espessura foram obtidos utilizando um criostato (Leica CM 1850,
Alemanha) a uma temperatura aproximada de -25 °C. Os cortes foram
fixados em laminas de vidro para microscopia, gelatinizadas. Apds a
secagem, as laminas foram submetidas a coloragdo por Hematoxilina-
Eosina, montadas com resina sintética e cobertas com laminulas.
Imagens histologicas representativas foram obtidas com o
auxilio de um microscépio Optico (Eclipse 50i, Nikon, EUA) equipado
com camera digital. Os cortes foram comparados a diagramas do
cérebro de ratos (PAXINOS; WATSON, 2009) e apenas os animais com
histologia confirmada para o NR foram incluidos na andlise estatistica
dos dados. A figura 6 ¢ uma imagem representativa do NR com o sitio

de infusdo considerado como correto para a analise histologica.
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Figura 6. Imagem representativa do sitio de infusio considerado correto para a
histologia do NR.

4.6. Condicionamento de medo contextual

O condicionamento de medo contextual foi realizado em uma
caixa retangular (35 x 20 x 30 cm), com paredes laterais e posterior de
aluminio e parede frontal de acrilico, assim como sua tampa. O piso
gradeado, feito com barras de ago inoxidavel (3 mm de didmetro, com 9
mm de espagamento) encontrava-se conectado a um gerador digital de
choques elétricos (Insight, Brasil). Esta caixa sera doravante
denominada de contexto pareado ou contexto A. Uma segunda caixa
quadrada (30 x 30 x 30 cm) feita inteiramente de vidro transparente e
com uma tampa gradeada foi utilizada como contexto nao pareado ou
contexto B. Esse contexto apresenta pistas diferentes daquelas

apresentadas no contexto A.
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Os experimentos comportamentais foram realizados sob
condi¢des de luminosidade controlada (70 lux) e ocorreram entre as
10:00 e as 16:00. Cada animal passou por uma sessdo de familiarizagdo,
na qual foi permitido explorar o contexto A livremente por 3 minutos
(exceto em um experimento, onde o animal passou pelas etapas de
familiarizagdo e condicionamento durante a mesma sessdo. Essa
informacdo estara indicada na descricdo dos resultados). No dia
seguinte, ocorreu a sessdao de condicionamento ou pareamento, durante a
qual o animal recebeu, apds 30s de livre exploracdo, 3 choques elétricos
nas patas (0,8 mA, 60 Hz, por 3 segundos), com intervalo de 30
segundos entre cada choque. A intensidade dos choques elétricos foi
definida com base em padronizagdo utilizando animais que passaram
pelo mesmo procedimento cirargico, porém sem a injecdo de drogas
apos o condicionamento. Foi considerada adequada a intensidade que
provocava intenso aprendizado, sugerido por niveis de congelamento
entre 70% e 85% na primeira reexposi¢do ao contexto pareado, sem
provocar a generalizacdo da resposta de medo (niveis de congelamento
de até 20% no contexto ndo pareado, utilizando 3 choques). Apds a
aplicagdo dos choques elétricos, o animal foi deixado por mais 30
segundos no contexto A e entdo retirado e devolvido a caixa-moradia.
Este protocolo serd denominado, neste trabalho, de treino forte. Nos
experimentos em que os animais receberam um treino de menor
intensidade, apenas 1 choque (de mesma intensidade) foi aplicado apds
os 30 segundos iniciais de exploragdo, sendo o animal retirado do
contexto 30 segundos depois. Este condicionamento de menor

intensidade sera posteriormente chamado de treino fraco, por gerar, em
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geral, uma resposta comportamental menos intensa. Para todos os
experimentos que visavam interferir na consolidacdo da memoria de
medo adquirida, os tratamentos foram feitos logo apods o
condicionamento.

Um dia apds o condicionamento, os animais foram reexpostos
ao contexto pareado (contexto A) durante 3 minutos, sem a apresentagao
de choques, para a evocacdo e avaliagdo comportamental da memoria
(Teste A). Um dia depois, os animais foram expostos ao contexto nao
pareado (contexto B) durante 3 minutos, a fim de avaliar a resposta
comportamental frente a um novo contexto, em teoria, neutro. Quando o
objetivo foi interferir com a reconsolidagdo da memoéria de medo, uma
sessdo adicional de evocacdo da memdria no contexto pareado, também
de 3 minutos, foi realizada no dia apds o condicionamento, sem a
apresentagdo de choques. De maneira geral, todas as sessdes foram
espagadas entre si por um periodo de 24 h. Para avaliar uma memoria
remota, no entanto, os testes A ¢ B foram realizados 21 dias apds o
condicionamento. Todas as variagdes de protocolo s3o descritas

conforme necessario durante a descri¢ao dos resultados.

22 / {, i ;1 igi L § ; 2;/// L H
c¢) Reexposigao ao d) Exposicao ao contexto
a) Familiarizagéo b) Condicionamento contexto pareado néo pareado
(Teste A) (Teste B)

Figura 7. Protocolo basico de condicionamento de medo contextual utilizado
neste trabalho. a) 24h antes das sessdes de condicionamento, os animais foram
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familiarizados ao contexto que seria pareado, sendo permitida sua exploracdo por 3
minutos. b) A sessdo de condicionamento pode ser feita com 1 (treino fraco) ou 3
choques (treino forte). c) A reexposigdo ao contexto pareado visa observar a
retengdo da memoria de medo de forma recente (1 dia depois) ou remota (21 dias
depois), e a d) a exposicdo ao contexto ndo pareado 24h depois visa a observagdo do
comportamento do animal quando exposto a um contexto ndo pareado.
Modificagdes nesse protocolo foram realizadas quando necessario para atingir o
objetivo do experimento em questdo e sdo apontadas no decorrer da descri¢do de
resultados.

Para as sessoes de extingdo, os animais foram reexpostos ao
contexto pareado por um periodo de 15 minutos, que posteriormente foi
analisado em 5 blocos de 3 minutos cada. Durante os 15 minutos da
sessdo, o tempo de congelamento dos animais foi quantificado, em
segundos.

O comportamento de congelamento (freezing) ¢ comumente
utilizado como um indice de medo em roedores, uma vez que ¢ um
comportamento inato, ¢ pode ser definido como a auséncia total de
movimentos, exceto aqueles necessarios para a respiragdo do animal
(FANSELOW, 1980). Assim, o tempo de congelamento dos animais foi
quantificado, em segundos, a cada minuto das sessdes de evocagdo e
testes e expresso em porcentagem do tempo total de cada sessdo.

Todos os experimentos comportamentais foram gravados por
uma camera de video acoplada a um aparelho de DVD, permitindo a
posterior avaliagdo dos comportamentos. O experimentador permanecia
na antessala, acompanhando o comportamento do animal através do
monitor. A limpeza dos contextos, apds o uso com cada animal, foi

realizada com solugdo de etanol a 10% (v/v).



44

4.7. Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE) era construido em MDF
cinzento (EP-151, Insight, Brasil), com uma plataforma central e quatro
bragos, sendo dois deles abertos circundados por anteparos de acrilico
com 1 cm de altura (50 x 10 cm) e dois deles fechados por paredes
laterais também de MDF cinzento (50 x 10 x 40 cm), dispostos de
maneira oposta. Os testes foram realizados sob iluminagéo de 40 lux.

A sessdo no LCE durou 5 minutos, sendo os animais colocados
no aparato na plataforma central, voltados para um dos bragos fechados.
Todas as sessdes foram gravadas por uma camera de video acoplada a
um aparelho de DVD. O experimentador permanecia na antessala e
acompanhava o comportamento do animal pelo monitor. A limpeza do
aparato foi feita com uma solucdo de etanol a 10% (v/v) apds o teste
com cada animal.

Os parametros analisados e posteriormente descritos nos
resultados foram: numero de entradas nos bragos fechados (EBF),
porcentagem de entradas nos bracos abertos (%EBA; [(entradas nos
bragos abertos/total de entradas nos bragos abertos e fechados) x 100],
porcentagem de tempo nos bragos abertos (%TBA; [(tempo nos bragos
abertos/300)x100]) e frequéncia de posturas de avaliacdo de risco
(PAR). As posturas de avaliagdo de risco sdo definidas pelo
comportamento de estiramento, quando o animal coloca ao menos uma
pata em um dos bragos abertos e, em seguida, volta a posi¢do original no
centro do aparato ou no braco fechado. As entradas nos bragos fechados
e abertos s6 foram consideradas quando os animais colocavam as quatro

patas no brago em questdo. Ja o tempo de permanéncia era quantificado
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a partir da entrada do roedor (com as quatro patas) em um brago até que

0 mesmo colocasse uma pata em outra parte do aparato.

4.8. Imunohistoquimica

4.8.1. Perfusdo intracardiaca e preparacdo do tecido cerebral

Noventa minutos apds a sessdo de condicionamento de medo
contextual e a infusdo de muscimol 4 nmol/ 0,2 pL ou veiculo (também
no volume de 0,2 pL), os animais receberam uma solugdo anestésica
contendo cloral hidratado 15% (p/v) (2,3 mg/ml/kg; Vetec, Brasil) e
xilazina (10 mg/ml/kg; Syntec, Brasil) por via sistémica através de
inje¢do intraperitoneal, seguida de perfusdo intracardiaca. Inicialmente
foi estabelecido um fluxo com solugdo salina heparinizada (0,9% NaCL
/" 0,05% heparina; aproximadamente 300 mL por animal) e
posteriormente com uma solugdo de paraformaldeido 4% em PBS 0,1 M
(pH 7,4; aproximadamente 200 mL por animal). Ap6s decapitagdo, os
encéfalos foram retirados e conservados em solugdo de paraformaldeido
4 % em PBS por 24 h. Posteriormente, foram transferidos para uma
solugdo de alcool 50 % (v/v), onde permaneceram por até 48 h e, depois,
para uma solugdo de alcool 70 % (v/v) onde permaneceram até seu
processamento (Processador de amostras Leica TP1020). Apds o
emblocamento em parafina (Emblocador de amostras Leica EG1150H),
cortes seriados das regides de interesse (5 pm) foram obtidos em um

micrétomo (Micrétomo rotativo Leica RM2255) e fixados em laminas
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de vidro para microscopia, gelatinizadas. Adicionalmente, foram
coletados encéfalos de ratos naive e ratos submetidos a cirurgia
estereotaxica para o NR, porém nao submetidos ao condicionamento de
medo contextual nem a infusdo de drogas, servindo como controles
deste experimento. Também foram coletados encéfalos de animais que
receberam a infusdo de muscimol ou veiculo nas concentragdes acima
citadas e que ndo passaram pelo condicionamento de medo contextual,
sempre aguardando um periodo de 90 minutos entre a injecdo da droga e

a perfusdo.

4.8.2. Reagdo imunoistoquimica para Arc

A parafina foi derretida em estufa a 100°C por 2 minutos e as
laminas foram entdo imediatamente imersas em 3 banhos de xilol (5 min
cada), seguidos por 3 banhos de alcool etilico absoluto (5 min cada), e
em seguida mergulhadas em dois banhos de agua destilada. A
peroxidase enddgena foi bloqueada com uma solu¢do de perdxido de
hidrogénio 3 % (v/v) em metanol absoluto por 20 minutos, em
temperatura ambiente, no escuro. Apds 2 lavagens (5 min) com TBS
0,01M (pH 7,0) gelado, a reativagdo antigénica foi feita com uma
solugdo de tripsina diluida em TBS 1:1 (v/v) pipetada nos cortes e
incubagdo em estufa a 37°C por 5 minutos. O bloqueio de reagdes
inespecificas foi realizado com BSA 1% em TBS durante 60 minutos,
em temperatura ambiente. As ldminas foram entfo incubadas com o
anticorpo primario policlonal de coelho anti-Arc (1:250 em solucao de

bloqueio; Santa Cruz Biotechnology, EUA) em camara umida a 4°C
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overnight (14-16 h). Apos a incubagdo, as laminas foram lavadas com
TBS gelado (3 x 5 min) e incubadas com anticorpo secundario
biotinilado IgG de cabra anti-coelho (1:500; Santa Cruz Biotechnology,
EUA) por 120 minutos em camara umida, temperatura ambiente. Apds
mais lavagens em TBS gelado (3 x 5 min), os cortes foram incubados
com o complexo ABC avidina-biotina-peroxidase (1:500 em TBS-T;
Vector Laboratories, EUA) por 60 minutos em camara Umida,
temperatura ambiente. A revelagdo foi feita com uma solucdo contendo
tetracloreto de 3’3’-diaminobenzidina (DAB 0,02%, Sigma Aldrich,
EUA), peréxido de hidrogénio, DMSO e TBS durante 120 segundos. A
contra-coloragdo foi feita com banho de hematoxilina por 30 segundos
seguido de lavagem em agua corrente por 3 minutos ¢ banho rapido de
agua amoniacal 0,05%. As laminas foram entdo desidratas em banhos
consecutivos de alcool absoluto e xilol, e montadas com Balsamo do

Canada e laminulas de vidro.

4.8.3. Regides de interesse e quantificagdo de células Arc”

Secgdes contendo (1) o cortex pré-limbico, (2) CAl do
hipocampo ventral e (3) CAl do hipocampo dorsal e a amigdala
basolateral foram visualizadas e imagens dessas regides foram obtidas
através de uma camera digital acoplada a um microscopio Leica
DMS5500 B, em aumento de 20x. Trés imagens de cada regido de cada
encéfalo foram capturadas. A coloragdo castanha ou roxa dentro da
célula ¢ indicativa de marcagdo positiva. As células Arc’ foram

quantificadas manualmente utilizando o programa Imagel (NIH, EUA).
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A média foi considerada como nimero total de células em 0,03 mm’

para aquela regido de cada encéfalo.

4.9. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média = erro padrdo da
média (EPM). Apos ter sido assegurada a distribuicdo normal dos dados
e a homogeneidade de variancia, estes foram submetidos ao teste “t” de
Student para grupos independentes ou a analise de variancia (ANOVA)
de uma ou duas vias, conforme necessario. Quando reexposigdes ao
mesmo contexto foram analisadas, adotamos a ANOVA de medidas
repetidas. Apos as analises de variancia, o teste post-hoc de Newman-
Keuls foi aplicado, adotando-se um valor de significancia estatistica P <
0,05. Todos os dados obtidos foram analisados com o software
Statistica® 13.1 (Dell, StatSoft Inc., EUA) e representados graficamente
através do GraphPad Prism® 5 (GraphPad Prism, EUA)
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5. RESULTADOS

5.1. Efeitos da inativagdo temporaria do nucleo reuniens do
tallamo (NR) ap6s o condicionamento nos niveis de
congelamento expresso nos contextos pareado e ndo pareado

em memorias aversivas

Em um primeiro experimento para investigar a participagdo do
NR na consolida¢do de memorias aversivas, 35 animais foram alocados
aleatoriamente em 4 grupos (n= 7-10 por grupo) baseando-se na injegao
central direcionada ao NR recebida (veiculo ou muscimol 4 nmol) e no
momento em que a inje¢do foi realizada (logo apos a sessdo de
condicionamento ou 6h apos a sessdo). Todos os animais passaram pelo
protocolo de condicionamento com 3 choques de 0,8 mA (treino forte).

Uma ANOVA de duas vias indicou uma interacdo significativa
entre o tratamento e o momento de injegdo (F,3= 5,07; P= 0,012)
durante o teste B. Os animais que tiveram o NR inativado
imediatamente apds o condicionamento, mas ndo 6h depois,
apresentaram um aumento do tempo de congelamento quando expostos
ao contexto ndo pareado (Teste B), o que pode ser interpretado como
expressdo generalizada do medo. Todos os grupos apresentaram niveis
comparaveis de congelamento no contexto pareado (Teste A) (momento
de injecdo: F3= 1,52; P= 0,226; tratamento: F 3= 1,299; P= 0,263;
interacdo entre os fatores: F 3= 1,05; P= 0,313 — Figura 8).
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Figura 8: A inativag¢do do niicleo reuniens (NR) do tilamo imediatamente, mas
nio 6h, apés a aquisicio de uma memdria aversiva aumenta a expressio de
congelamento em um contexto nao pareado. Veiculo (VEI) ou muscimol (MUS; 4
nmol) foram injetados no NR logo apo6s a sessdo de condicionamento contextual
(0h) ou 6h apds a sessdo. As setas indicam os momentos de inje¢do. Os valores sdo
expressos como média + EPM da porcentagem de congelamento frente ao contexto
pareado (Teste A) ou ndo pareado (Teste B) (VEI Oh n=9; MUS 0h n=10; VEI 6h
n=7; MUS 6h n=9). * indica uma diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo aos
demais grupos (ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls).

Em um segundo experimento, visando confirmar a participagao
do NR na consolidacio de memorias aversivas em longo prazo e
descartar um possivel efeito de sensibilizacdo, 16 animais foram
distribuidos aleatoriamente em 2 grupos (n = 8 por grupo) baseando-se
na inje¢do central direcionada ao NR recebida (veiculo ou muscimol 4

nmol). Todos os animais passaram pelo protocolo de condicionamento
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com 3 choques de 0,8 mA (treino forte). Estes animais foram entdo
testados no contexto pareado (Teste A) 21 dias apds o condicionamento

e no contexto ndo-pareado (Teste B) 24h apoés o teste A.

Conforme demonstra graficamente a figura 9, existem
diferengas significativas na porcentagem de congelamento dos animais
tanto no teste A (¢1,= 2,32; P= 0,035) quanto no teste B (¢;4= 2,75; P=
0,015), mostrando uma influéncia do tratamento. Estas diferencas
indicam um efeito duradouro da intervengdo no NR durante a
consolidacdo da memoria aversiva sobre o congelamento no contexto
ndo pareado (teste B), assim como uma maior persisténcia da memoria
aversiva nos animais que tiveram o NR inativado, demonstrada por um
maior congelamento no contexto pareado (teste A) 21 dias apos o
condicionamento em comparacdo com Os animais que receberam

veiculo.
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Figura 9: A inativag¢do do nucleo reuniens (NR) do talamo logo apos a aquisi¢ao
de uma memoéria aversiva aumenta a expressio de congelamento em um
contexto niao pareado 21 dias apdés o condicionamento, assim como a
persisténcia da expressio de medo no contexto pareado. Veiculo (VEI) ou
muscimol (MUS; 4 nmol) foram injetados no NR logo apds a sessdo de
condicionamento contextual. A seta indica 0 momento de inje¢do. Valores sdo
expressos como média + EPM da porcentagem de congelamento frente ao contexto
pareado (teste A) 21 dias apds o condicionamento ou frente ao contexto ndo pareado
(teste B) 22 dias apds o condicionamento (VEI n=8; MUS n=8). * indica uma
diferenga significativa (P < 0,05) em relag@o ao grupo controle (Teste “t” de Student
para grupos independentes).
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5.2. Efeitos da inativagdo temporaria do nucleo reuniens do
tallamo (NR) ap6s o condicionamento nos niveis de
congelamento expresso nos contextos pareado e ndo pareado
em memorias aversivas adquiridas apds um estimulo de menor

intensidade

Para confirmar os efeitos vistos nos experimentos anteriores
sem a existéncia de um efeito teto no contexto pareado (teste A) que
poderia esconder uma possivel potencializagdo da memoria de medo e
investigar uma possivel influéncia da intensidade do estimulo, dois
experimentos foram conduzidos utilizando um treino de menor
intensidade (1 choque de 0,8mA): um deles buscou investigar os efeitos
da inativacdo do NR sobre uma memoria de medo recente de menor
intensidade, enquanto o outro investigou os efeitos da mesma inativacao
a longo prazo (21 dias apds o condicionamento) induzida também por
um treino de menor intensidade.

Em um primeiro experimento, 20 animais foram alocados
aleatoriamente em 2 grupos distintos (n=10 por grupo), baseados na
injecdo central direcionada ao NR recebida (veiculo ou muscimol 4
nmol). Todos os animais receberam o treino de menor intensidade,
foram testados no contexto pareado (teste A) 24 h apoés o
condicionamento e no contexto nao pareado (teste B) 48h apds.

Como demonstra a figura 10, ndo foi observada uma diferenga
significativa nos niveis de congelamento no contexto pareado (teste A),

indicando que ndo houve uma potencializagdo da memoria de medo
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(t1is= -0,895; P= 0,382). No entanto, o teste “t” de Student indica um
efeito significativo do tratamento no congelamento observado no
contexto ndo pareado (teste B) (¢15= -2,104; P= 0,049). Estes resultados
demonstram que nao houve uma potencializagdo da memoria de medo
apos a inativagdo do NR durante a consolidagdo, mas o aumento do
congelamento no contexto ndo pareado permaneceu, mesmo com a

diminuig¢do da intensidade do treino.
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Figura 10: Em uma memoria aversiva recente induzida por um treino de menor
intensidade, a inativacio do NR aumenta a expressido de congelamento em um
contexto nio pareado, mas nio no contexto pareado. Veiculo (VEI) ou muscimol
(MUS; 4 nmol) foram injetados no NR logo apos a sessdo de condicionamento de
medo contextual com um treino de menor intensidade (1 choque de 0,8 mA). A seta
indica o0 momento de injegdo. Valores sdo expressos como média + EPM da
porcentagem de congelamento frente ao contexto pareado (teste A) 24h apds o
condicionamento e frente ao contexto nido pareado 48h apoés (VEI n=10; MUS
n=10). * indica uma diferenca significativa (P < 0,05) em relacdo ao grupo controle
(Teste “t” de Student para grupos independentes).
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Num segundo experimento, 12 animais foram alocados
aleatoriamente em dois grupos (n= 6 por grupo), também se baseando na
injecdo central direcionada ao NR recebida (veiculo ou muscimol 4
nmol). Todos os animais receberam o treino de menor intensidade e
foram testados no contexto pareado (teste A) 21 dias apds o
condicionamento. O teste no contexto ndo pareado (teste B) ocorreu 24h
apos o teste A.

O teste “t” de Student indicou um efeito significativo do
tratamento tanto no congelamento observado no contexto pareado (teste
A) (tio= 3,076; P= 0,011) quanto no congelamento observado no
contexto ndo pareado (teste B) (0= 2,243; P=0,035) (Figura 11). Por se
tratar da expressdo em longo prazo, estes resultados indicam ndo uma
potencializagdo da memdria de medo, mas sim um aumento de sua
persisténcia. O aumento do congelamento no contexto ndo pareado
indica um efeito duradouro da inativagdo temporaria do NR sobre a
especificidade da memoria de medo, independente da intensidade do

treino utilizado.
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Figura 11: Em uma meméria remota induzida por um treino de menor
intensidade, a inativacdo do niucleo reuniens (NR) do tidlamo provoca um
aumento da persisténcia e aumento da expressio de congelamento em um
contexto nio pareado. Veiculo (VEI) ou muscimol (MUS; 4 nmol) foram injetados
no NR logo apés a sessdo de condicionamento contextual com um treino de menor
intensidade (1 choque de 0,8 mA). A seta indica 0 momento de injegdo. Valores sdo
expressos como média + EPM da porcentagem de congelamento frente ao contexto
pareado (teste A) 21 dias apds o condicionamento e frente ao contexto ndo pareado
22 dias ap6s (VEI n=6; MUS n=6). * indica uma diferenca significativa (P < 0,05)
em relagdo ao grupo controle (Teste “t” de Student para grupos independentes).
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5.3. Efeitos da inativagdo temporaria do nucleo reuniens do
talamo (NR) apods o condicionamento sobre o comportamento
tipo ansioso ¢ a atividade exploratoria geral no labirinto em

cruz elevado

Objetivando investigar se o aumento do congelamento
observado no contexto ndo pareado nos experimentos anteriormente
descritos se deve a 1) sensibilizagdo causada pelo condicionamento
contextual, 2) reduzida atividade exploratéria provocada pela inativacao
do NR ou 3) aumento de comportamentos tipo-ansiosos e defensivos, 17
animais foram separados em dois grupos (n= 8 ou 9 por grupo) baseados
na injegdo central direcionada ao NR recebida (veiculo ou muscimol 4
nmol). Os animais passaram pelas etapas de familiarizacdo e
condicionamento de medo contextual utilizando um treino forte, foram
submetidos ao teste no contexto pareado (teste A) e, no momento em
que seriam testados no contexto ndo pareado (teste B), foram
alternativamente submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado como
descrito em Materiais e Métodos. Os animais receberam a injecao
central direcionada ao NR logo apo6s a sessdo de condicionamento
contextual, como nos experimentos anteriores.

Nao foram observadas quaisquer diferencas significativas entre
os grupos muscimol e controle em nenhum dos parametros analisados
utilizando o teste “t” de Student (Fig 12): %TBA (#,s= 0,276; P= 0,785 —
Figura 12B), %EBA (#;5= 0,892; P= 0,892 — Figura 12C) e PAR (¢;5= -

1,114; P= 0,282 — Figura 12D), indicando que ndo houve um aumento
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do comportamento tipo-ansioso; ¢ EBF (¢;5= 0,396; P= 0,697 — Figura
12E), indicando atividade exploratéria geral normal, sem prejuizos
locomotores. Ndo houve também, como nos experimentos anteriores,
qualquer diferenca significativa na porcentagem de congelamento dos
animais quando expostos ao contexto pareado (teste A) (¢;5= -0,659; P=

0,519; Fig 12A).
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Figura 12: A inativacio do NR apés a aquisicio da memoria aversiva ndo afeta
0 comportamento tipo-ansioso e a atividade exploratéria no labirinto em cruz
elevado. Veiculo (VEI) ou muscimol (MUS; 4 nmol) foram injetados no NR logo
apos o condicionamento contextual. A seta indica o momento de inje¢do. Valores
sdo expressos como média + EPM da (A) porcentagem de tempo de congelamento
no contexto pareado (teste A), (B) porcentagem de tempo nos bragos abertos
(%TBA), (C) porcentagem de entrada nos bragos abertos (%EBA), (D) niimero total
de posturas de avaliacdo de risco (PAR) e (E) niimero total de entradas nos bracos
fechados (EBF). VEI n=8; MUS n= 9. Nao foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos em nenhum dos parametros analisados (teste “t” de
Student para grupos independentes).

5.4. Efeitos da inativagdo temporaria do nucleo reuniens do
talamo (NR) apds uma sessao de condicionamento precedida

imediatamente pela familiarizagdo ao contexto

Na busca de subsidiar a hipotese de que o NR ¢é importante para
a consolidagdo de memorias aversivas devido ao seu papel de mediagao
entre 0 HPC e o CPFm, 15 animais foram aleatoriamente alocados em
dois grupos (n= 7 ou 8 por grupo), baseados na inje¢do central
direcionada ao NR (veiculo ou muscimol 4 nmol) apds uma sessdo que
consistiu na familiarizagdo ao contexto pela exposi¢do inicial dos
animais ao contexto A durante trés minutos seguida pelo
condicionamento nos dois minutos subsequentes, comegando aos 3
minutos e 30 segundos de exposi¢ao, com trés choques de 0,8 mA com
intervalos de 30s entre cada estimulo. Dessa forma, ndo ha tempo habil
para a formagdo de um engrama consolidado contendo as informagdes
espaciais do contexto de forma prévia, como no protocolo utilizado nos
experimentos anteriores (familiarizagdo ao contexto 24h antes do
condicionamento). Assim, supomos que as informagdes contextuais nao

estdo ainda presentes e consolidadas no CPFm e no HPC (VAN
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KESTEREN et al., 2012). Sendo o NR sugerido como importante em
tarefas que recrutam tanto o HPC e o CPFm, pressupomos que sua
inativagdo logo apo6s o condicionamento imediatamente precedido pela

familiarizag@o néo teria efeito sobre a memoria aversiva.

Nao foi observada uma diferencga significativa nos niveis de
congelamento no contexto pareado (teste A, #;= 1,163; P= 0,265),
indicando que a inativagdo do NR nessas condigdes ndo alterou a
formacdo e consolidagdo da memoria de medo. Também ndo foram
encontradas diferencas no contexto ndo pareado (teste B, #,3= 0,693; P=
0,500) (Figura 13). Estes resultados sugerem que a atividade do NR
durante a consolidacdo da memoria de medo s6 se torna importante uma
vez que haja um aprendizado associativo com intera¢do entre engramas

provenientes do CPFm e HPC.
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Figura 13: Quando inativado apdés o condicionamento aversivo precedido
imediatamente pela etapa de familiarizacio, o NR parece niio influenciar a
consolidacio da meméria aversiva. Veiculo (VEI) ou muscimol (MUS; 4 nmol)
foram injetados no NR logo apos a sessdo de condicionamento de medo contextual
precedida pela familiarizagdo ao contexto. A seta indica o momento de injegdo.
Valores sdo expressos como média + EPM da porcentagem de congelamento frente
ao contexto pareado (teste A) 24h apos o condicionamento e frente ao contexto nao
pareado 48h apos. Nao foram encontradas diferencas significativas entre os grupos
nem na reexposicdo ao contexto pareado nem na apresentagdo ao contexto ndo
pareado (VEI n=7; MUS n=8) (Teste “t” de Student para grupos independentes).

5.5. Efeitos da inativagdo temporaria do nticleo reuniens do
talamo (NR) apdés o condicionamento sobre a posterior

extingao da memoria aversiva

Com o objetivo de investigar se a memoria consolidada apos a

inativagdo do NR apresenta outras caracteristicas semelhantes as
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observadas em pacientes psiquiatricos € em modelos animais de TEPT,
como uma menor susceptibilidade a extingdo, 17 animais foram
alocados em dois grupos (n= 8 ou 9 por grupo), baseados na injegao
central direcionada ao NR recebida (veiculo ou muscimol 4 nmol / 0.2
ML). O perfil comportamental dos animais foi confirmado com a
realizagdo de testes nos contextos pareado e ndo pareado (A; e By,
respectivamente), seguidos por uma sessdo de extingdo (como
previamente descrita em Materiais e Métodos) no dia seguinte. A
retencdo da memoria de extingdo/supressdo da memdria original ¢ os
efeitos da extingdo sobre o congelamento no contexto ndo pareado
foram avaliados em uma segunda exposi¢do dos animais ao contexto
pareado 24h apoés a extingdo (teste A,) e ao contexto ndo pareado 48h
apos a extingdo (teste B,).

Como observado em experimentos descritos anteriormente, a
inativagdo farmacoldgica do NR apoés a aquisicdo da memoria de medo
induziu um aumento no congelamento no contexto ndo pareado (teste B)
(t1s= 2,617; P= 0,019), enquanto que ndo foi observada uma diferenca
significativa no contexto pareado (teste A) (t;5= 0,861; P= 0,402; Fig.
14A). Durante a sessdo de extingdo, uma ANOVA de medidas repetidas
indicou um efeito significativo para os fatores tratamento (' ;5= 16,645;
P=0,0009) e blocos de extin¢do (F4¢= 18,503; P= 0,0000), porém nio
houve uma interacdo entre os fatores (F4q= 0,415; P= 0,796) (Figura
14B). Nos testes A; e By, o grupo que teve o NR inativado durante a
consolidagdo da memoéria de medo apresentou porcentagens de
congelamento significativamente maiores do que o grupo controle nos

mesmos testes (A,: t15= 3,270; P= 0,005; B,: #;5= 3,007; P= 0,008; Fig.
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14C), o que demonstra tanto uma extingdo deficitaria da memoria de
medo quanto a auséncia de interferéncia da extingdo sobre o
congelamento no contexto ndo pareado.

Quando comparamos os testes A; e A, utilizando uma ANOVA
de medidas repetidas, foi observado um efeito significativo para o
tratamento (£ 5= 6,742; P= 0,020), para o dia do teste (antes ou apos a
sessdo de extingdo) (F,5= 84,241; P= 0,0000) e uma interagdo
significativa entre estes dois fatores (/5= 9,817; P=0,006). O post-hoc
de Newman-Keuls indica que ambos os grupos sdo diferentes de si
mesmos no teste A;, mas somente no teste A, ha uma diferencga
significativa entre os grupos. J4 quando comparamos os testes B, e By,
ha um efeito significativo apenas para o tratamento (< 5= 11,112; P=
0,004). O post-hoc de Newman-Keuls indica que ambos os grupos nio
sao diferentes de si mesmos quando comparado entre os testes B, e B;,
indicando que a extingao ndo teve um efeito nos niveis de congelamento
no contexto nio pareado, independentemente do tratamento utilizado,
muito embora o grupo muscimol continue apresentando porcentagens
significativamente maiores de tempo de congelamento no contexto nio
pareado quando comparado ao controle em B, (Fig. 14C).

Somados, estes resultados indicam o grupo muscimol nao retém
a memoria de extingdo tdo bem quanto o grupo controle, sendo esta,
portanto, incapaz de suprimir as respostas de medo associadas a
memoria original da mesma forma que acontece no grupo controle.
Além disso, ndo ha diferenca nos niveis de congelamento no contexto
ndo pareado entre os testes B; e B,, indicando que o processo de
extingdo ndo teve qualquer efeito sobre a expressdo generalizada de

medo causada pela inativagdio do NR durante a consolidagdo da
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memoria aversiva. Assim, podemos concluir que a memoria consolidada
durante a inativacdo do NR apresenta uma menor susceptibilidade ao
processo de extingdo, que pode resultar tanto de uma menor capacidade
de labilizagdo dessa memoria quanto de uma maior persisténcia da
mesma, como observado nos experimentos utilizando memorias remotas

(ou, mais provavelmente, de uma combinagdo desses fatores)
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Figura 14: A memoria consolidada apés a inativacdo do niucleo reuniens (NR)
do talamo apresenta um déficit de extin¢fio. Veiculo ou muscimol (MUS; 4 nmol)
foram injetados no NR logo apods a sessdo de condicionamento contextual. A seta
indica o momento da injeg¢do. (A) Os animais foram testados tanto no contexto
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pareado (teste A;) quanto no contexto ndo pareado (teste B;) nos dias subsequentes.
(B) 24h depois, os animais foram submetidos a uma sessdo de extingdo (15 minutos)
no contexto pareado seguida de (C) novos testes nos contextos pareado (teste A,) e
ndo pareado (teste B,) nos dias subsequentes. Valores sdo expressos como média +
EPM da porcentagem de congelamento (VEI n=8; MUS n=9). * indica uma
diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (P < 0,05), # indica uma
diferenca significativa em relagdo ao proprio grupo durante o primeiro bloco da
extin¢do e o indica uma diferenga significativa em relagdo ao mesmo grupo durante
o teste A; (ANOVA de medidas repetidas seguida de post-hoc de Newman-Keuls ou
teste “t” de Student para grupos independentes).

5.6. Efeitos da inativagdo temporaria do nucleo reuniens do
talamo (NR) apdés o condicionamento sobre a posterior
labilizagdo e possibilidade de interferéncia durante a

reconsolida¢ao da memoria aversiva

Com o intuito de investigar a susceptibilidade a labilizagdo da
memoria consolidada apds a inativagdo do NR, 27 animais foram
alocados em 4 grupos (n= 6-8 por grupo) baseados na injecdo central
direcionada ao NR recebida ap6s o condicionamento (veiculo ou
muscimol 4 nmol / 0.2 pL), na inje¢do intraperitoneal recebida apos a
reativagdo (veiculo ou clonidina 0,3 mg/kg). Estes animais foram
submetidos ao condicionamento utilizando o treino forte, passaram por
uma reativacdo de 3 minutos no contexto pareado (exceto o grupo nao
reativado), com o intuito de reativar e labilizar a memoria, ¢ foram
posteriormente testados nos contextos pareado (teste A) e ndo pareado
(teste B).

A ANOVA de medidas repetidas indicou um efeito do pré-
tratamento (inje¢do central de muscimol) (F,;= 8,819; P= 0,006), do

momento (reativagdo ou teste A apds reativacdo) (Fi= 7,392; P=
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0,012), uma interagdo entre o pré-tratamento € o0 momento (£ ;= 8,998,
P= 0,006) e uma interagdo entre o pré-tratamento, a injegdo
intraperitoneal de clonidina apo6s a reativagdo e o momento (F 3=
12,934, P= 0,001). Nao houve diferenca significativa entre as
porcentagens de congelamento dos grupos durante a sessdo de
reativagdo. No entanto, quando reexpostos ao contexto pareado no teste
A, os animais do grupo VEI-CLO apresentaram niveis
significativamente menores de congelamento quando comparados a
todos os outros grupos (post-hoc de Newman-Keuls) (Fig. 15).

Uma ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo da
inativagdo do NR apds a sessdo de condicionamento (F) 3= 9,479; P=
0,005) no congelamento observado no contexto ndo pareado (teste B). O
post-hoc de Newman-Keuls indica uma diferenga significativa entre o
grupo MUS-CLO e os grupos VEI-VEI e VEI-CLO (Fig. 15).

Adicionalmente, 15 animais foram alocados em dois grupos,
ambos recebendo clonidina intraperitoneal na dose de 0,3 mg/kg e um
deles recendo a inje¢do central de muscimol 4 nmol. Ambos os grupos
passaram pelo condicionamento com 3 choques, mas 24 horas depois
receberam a injecdo de clonidina sem antes passar pela reativagdo da
memoria no contexto pareado, sendo submetidos aos testes A ¢ B nos
dias subsequentes. O teste “t” de Student mostrou que ndo houve
diferenca significativa entre os grupos MUS-CLO e VEI-CLO nédo
reativados na reexposi¢do ao contexto pareado (3= -0,6336; P=
0,5373), mas sim na exposi¢do ao contexto ndao pareado, com os animais
do grupo MUS-CLO apresentando niveis significativamente maiores de

congelamento (¢;5= 4,2799; P= 0,0008) (Fig. 16). Estes grupos servem
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como controle e indicam a necessidade da reativacdo pela exposi¢do ao
contexto pareado para a agdo da clonidina.

Estes resultados, em suma, indicam que a memoria de medo
consolidada apdés a inativagdio do NR apresenta um déficit de
labilizagdo, confirmado pela incapacidade da clonidina (uma droga que
reconhecidamente interfere com a consolidacdo e a reconsolidac¢do de
memorias aversivas) de interferir com a memoéria de medo apds a
intervencdo com o muscimol, tanto no contexto pareado quanto no

contexto ndo pareado.
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Figura 15: A memoria consolidada apés a inativacido do niucleo reuniens (NR)
do talamo € resistente ao efeito de um bloqueador de reconsolidagdo. Veiculo
(VEI) ou muscimol (MUS — 4 nmol) foram injetados no NR logo apés a sessdo de
condicionamento. Veiculo (VEI) ou clonidina (CLO — 0,3 mg/kg i.p.) foram
administrados apds a sessdo de reativagdo. As setas indicam o momento dos
tratamentos. Valores sdo expressos como média = EPM da porcentagem de
congelamento frente ao contexto pareado (reativagdo e teste A) e ndo pareado (teste
B) (VEI-VEI n=6; MUS-VEI n=6; VEI-CLO n=7; MUSC-CLO n=8). * indica uma
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diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo ao demais grupos experimentais
(ANOVA de medidas repetidas ou de duas vias seguida pelo teste post-hoc de
Newman-Keuls).
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Figura 16: Quando nio reativada, a memoria nio é suscetivel a interferéncia
farmacolégica. Veiculo (VEI) ou muscimol (MUS — 4 nmol) foram injetados no
NR logo apos a sessdao de condicionamento. 24 horas depois, a clonidina (CLO - 0,3
mg/kg i.p.) foi administrada na sala de ambientagdo sem a exposi¢do dos animais ao
contexto pareado para reativacdo. As setas indicam o momento dos tratamentos.
Valores s@o expressos como média + EPM da porcentagem de congelamento frente
ao contexto pareado (teste A) e ndo pareado (teste B). VEI-CLO n=8; MUSC-CLO
n=7; * indica uma diferenga significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo VEI-CLO
(teste “t” de Student para grupos independentes).
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5.7. Efeitos da inativagdo temporaria do nucleo reuniens do
talamo (NR) apos o condicionamento sobre a expressao de Arc
no cortex pré-limbico, amigdala basolateral e regidao CAl das

porg¢des ventral e dorsal do HPC

Com o objetivo de investigar a plasticidade em regides
importantes para a consolidagdo do condicionamento de medo
contextual e conectadas ao NR, 15 animais foram alocados em 5 grupos
(n= 3 por grupo) baseados na injecdo central direcionada ao NR
recebida (veiculo ou muscimol 4 nmol) e no condicionamento
contextual ou ndo. Um dos grupos, doravante denominado “controle
operado”, refere-se a animais que passaram por anestesia pré-cirirgica e
cirurgia estereotaxica para o NR, porém foram mantidos em sua caixa-
moradia até a perfusdo intracardiaca, ndo tendo sido manipulados em
experimentos comportamentais e ndo inclusos nas analises estatisticas.
Assim, temos trés grupos controle, sendo um deles o anteriormente
citado, apenas submetido a cirurgia estereotaxica, ¢ dois submetidos a
inje¢do de muscimol ou veiculo, mas ndo ao condicionamento, que
foram eutanasiados 90 minutos apds o recebimento da injecdo. Os
outros dois grupos foram submetidos a inje¢do de veiculo ou muscimol
apos passarem pelo condicionamento de medo contextual, e também
eutanasiados e perfundidos 90 minutos apos a injecao.

A ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo do
condicionamento em todas as regides de interesse, com 0s animais
condicionados apresentando significativamente mais células Arc” em

relacdo aos controles (PL — F, 3=23,113, P=,00134; BLA — F', s=5,1809,
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P=,05; CAld - F,5=17,550, P=,00304; CAlv — F;s=12,593, P=,00752)
(Figura 18). A ftnica regido que também apresentou um efeito
significativo da injecdo de muscimol no NR for a CAl dorsal
(F15=11,232, P=,01006), muito embora ndo tenha havido uma interagado
entre os fatores (F s=26325, P=,14336). Os animais que tiveram o NR
inativado apresentaram um numero significativamente maior de células
Arc” do que os animais condicionados que receberam o veiculo. Nio
houve diferenca estatistica entre os grupos de animais ndo
condicionados. Ja na regiado CAl ventral, ndo houve um -efeito
significativo da inje¢do de muscimol no NR (F,3=2,1195, P=,18353),
mas a ANOVA de duas vias indicou uma interag¢do entre os dois fatores
(condicionamento e injegdo de muscimol, F;g=5,1057, P=,05). Os
animais que tiveram o NR inativado logo apds o condicionamento
revelaram ter uma quantidade significativamente menor de células Arc”
na regido CAl do hipocampo ventral, em comparacdo aos animais

condicionados que receberam a injegdo de veiculo.
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Figura 17: Imagens representativas da imunomarcacio para Arc nas 4 regides
encefilicas estudadas. 1- Regido CA1l do hipocampo dorsal, 2- Regido CAl do
hipocampo ventral, 3- Porgdo pré-limbica do cortex pré-frontal medial; 4- Porcao
basolateral da amigdala. CO= controle operado; VNC= veiculo ndo condicionado;
MNC= muscimol nido condicionado; VC= veiculo condicionado; MC= muscimol
condicionado. Escala = 15 pm.
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Figura 18: Analise quantitativa da imunorreatividade para Arc nas diferentes
regides encefalicas estudadas. Os animais foram separados em quatro grupos,
sendo dois condicionados e dois ndo condicionados. Dentre os dois subgrupos, um
deles recebeu veiculo e um deles recebeu muscimol. Todos os animais dos 4 grupos
foram perfundidos 90 minutos ap6s a inje¢do central. A quantificacdo foi realizada
utilizando imagens da reagdo de imunoistoquimica obtidas por microscopia. As
barras pretas representam o grupo controle operado, que passou pela cirurgia
estereotaxica, mas nio foi manipulado experimentalmente nem recebeu quaisquer
injecdes centrais. Nos graficos da esquerda, os valores sdo expressos como média +
EPM da porcentagem de imunorreatividade para Arc em relagdo ao grupo controle
operado. Nos graficos da direita, os valores estdo expressos em média + EPM de
células Arc* em 0,03 mm”. CAld= regido CAl do hipocampo dorsal; CAlv= regido
CA1 do hipocampo ventral; PL= porcdo pré-limbica do cortex pré-frontal medial;
BLA= regido basolateral da amigdala; VNC= grupo veiculo ndo condicionado;
MNC= grupo muscimol ndo condicionado; VC= grupo veiculo condicionado; MC=
grupo muscimol condicionado. * indica uma diferenga significativa entre os grupos
condicionados e ndo condicionados e # indica uma diferenca significativa entre o
grupo muscimol condicionado e o grupo veiculo condicionado (ANOVA de duas
vias seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).

5.8. Efeitos da ativagdo de receptores NMDA do nucleo
reuniens do tidlamo (NR) durante a consolidacio e a
reconsolidagdo de uma memoria aversiva consolidada sob a

influéncia de hiperatividade adrenérgica sistémica

Objetivando confirmar a participacdo do NR na consolidagéo de
uma memoria aversiva, utilizamos uma abordagem diferente dos
experimentos anteriores, que utilizaram prioritariamente a inativagdo
farmacolégica através do agonismo GABA,. Com a estimulagdo da
regido através da injecdo de NMDA, como em trabalhos prévios do
laboratério (VANVOSSEN et al., 2017), investigamos se a atividade do
NR seria capaz de controlar a expressdo generalizada de medo

provocada pela hiperatividade adrenérgica durante a consolidagdo, um
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efeito da ioimbina, um antagonista a,-adrenérgico (GAZARINI et al.,
2014).

Num primeiro experimento, 33 animais foram alocados em 4
grupos experimentais (n= 8 ou 9 por grupo), baseados na injecdo central
direcionada ao NR recebida ap6s o condicionamento (veiculo ou
NMDA 100 pmol) e na inje¢do intraperitoneal recebida apds a injegdo
central, ainda nos primeiros momentos da consolidacdo (veiculo ou
ioimbina 2 mg/kg). Estes animais foram submetidos ao
condicionamento utilizando o treino forte e foram testados no contexto
pareado (teste A) 24h apos a sessdo de condicionamento € no contexto
nao pareado (teste B) 48h apos.

A ANOVA de duas vias indica um efeito significativo da
injecdo central de NMDA (Fy5= 7,319; P= 0,002), da injecdo
intraperitoneal de ioimbina (F,,5= 3,516; P= 0,043) e uma interagdo
entre estes dois fatores (Fras= 12,089; P= 0,0001). O post-hoc de
Newman-Keuls ndo revelou nenhuma diferenca significativa entre os
grupos quando testados no contexto pareado (teste A). No entanto, no
contexto ndo pareado (teste B), o grupo VEI-IOI mostrou um aumento
significativo no congelamento quando comparado com todos os outros
grupos (Fig 19). O fato de o grupo NMDA-IOI néo apresentar diferenca
significativa quanto aos grupos VEI-VEI e NMDA-VEI demonstra que
a ativacdo dos receptores NMDA do NR apds a aquisi¢do foi capaz de
prevenir a expressdo generalizada de medo provocado pela
hiperatividade noradrenérgica sistémica causada pela administragdo de

ioimbina.
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Figura 19: A ativaciio dos receptores NMIDA do nicleo reuniens (NR) do
talamo apos a aquisicio é capaz de prevenir a expressio generalizada de medo
provocada pela administracio sistémica de ioimbina. Veiculo (VEI) ou NMDA
(100 pmol) foram injetados no NR logo apds a sessdo de condicionamento
contextual. Veiculo (VEI) ou ioimbina (IOl — 2mg/kg, i.p) foram administrados
logo apos a injec@o central. As setas indicam o momento dos tratamentos. Valores
sdo expressos como média =+ EPM da porcentagem de congelamento frente ao
contexto pareado (teste A) e ndo pareado (teste B) (VEI-VEI n=9; VEI-IOI n=S8;
NMDA-VEI n=8; NMDA-IOI n=8). * indica uma diferenga significativa (P < 0,05)
em relagdo ao grupo controle ¢ # indica uma diferenca significativa em relagdo ao
grupo VEI-IOI (ANOVA de duas vias seguida pelo teste post-hoc de Newman-
Keuls).

Num segundo experimento, 17 animais foram distribuidos em 2
grupos (n= 8 ou 9 por grupo) baseados na injecao central direcionada ao
NR recebida ap6s uma sessdo de reativagdo (veiculo ou NMDA 100
pmol). Todos os animais receberam uma injecdo de ioimbina 2 mg/kg

apos a sessdo de condicionamento. O objetivo deste experimento €
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investigar se a ativagdo do NR com NMDA durante a reconsolidagio ¢é
capaz de resgatar a especificidade da memoéria de medo (inibir a
expressdo generalizada), perdida apos a estimulacdo adrenérgica
sistémica provocada pela injecao intraperitoneal de ioimbina logo ap6s o
condicionamento. Estes animais foram submetidos ao condicionamento
utilizando o treino forte e foram testados no contexto pareado (teste A)
24h apos a sessdo de reativagdo e no contexto ndo pareado (teste B) 48h
apos.

Uma ANOVA de medidas repetidas demonstra que ndo ha
nenhum efeito significativo nas porcentagens de congelamento
observadas durante a sessdo de reativagcdo e no contexto pareado (teste
A). No entanto, um teste “t” de Student demonstra que no contexto nao
pareado (teste B) os animais que receberam NMDA apds a reativagdo
expressaram niveis significativamente mais baixos de congelamento
(t15=-4,099; P=0,0009) em relagdo aos animais do grupo IOI-VEI Esse
dado demonstra que a ativagao dos receptores NMDA do NR apds uma
unica sessao de reativagdo ¢ capaz de inibir a expressdo generalizada de
medo causada pela hiperativagdo adrenérgica durante sua consolidacio

(Fig. 20).



79

v
A > A3El m A o> A o B
Fam. Condicionament Reativagdo  Teste A Teste B
o
90+ \ 4
| | 1 10l - VEI

S i | B 10! - NMDA
o
@
E 60'
o]
o |
)]
g |
o
o
0]
©
8 30+ *
£
(7]
'_

0 T T T

Reativagao Teste A Teste B

Figura 20: A ativacdo dos receptores NMDA do niticleo reuniens (NR) do
tilamo apos a reativaciio é capaz de resgatar a especificidade de uma memoria
de medo cuja expressio generalizada foi induzida pela hiperatividade
adrenérgica durante sua consolidaciio. Veiculo (VEI) ou NMDA (100 pmol)
foram injetados no NR logo apds a sessdo de reativacdo. Todos os animais
receberam ioimbina na dose de 2 mg/kg logo apods o condicionamento de medo. As
setas indicam o momento dos tratamentos. Valores sdo expressos como média +
EPM da porcentagem de congelamento frente ao contexto pareado (reativagdo e
teste A) e ndo pareado (teste B) (VEI=IOI n=9; VEI-NMDA n=8). * indica uma
diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo VEI-IOI (ANOVA de
medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls e teste “t” de
Student para amostras independentes).
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6. DISCUSSAO

Os resultados apresentados sugerem que o NR do tdlamo
participa da consolidacdo de memorias aversivas influenciando
caracteristicas como especificidade contextual e persisténcia. Sua
inatividade durante a consolida¢do provocou um aumento do tempo de
congelamento observado no contexto nido pareado (teste B) que se
manteve ao menos até 22 dias ap6s o condicionamento. Este dado indica
a generalizagdo inapropriada da expressio de medo, assim como
demonstraram Xu e Siidhof (2013) utilizando a inativa¢ao optogenética
direta do NR ou o silenciamento dos aferentes provenientes do CPFm
durante a aquisicdo de uma memoéria de medo. A participacdo dos
nucleos da linha média do tdlamo (reuniens e romboide) é tida como
essencial para o controle dos niveis de atividade neuronal
corticohipocampal durante os primeiros estagios da consolidacdo de
uma memoria (THIELEN et al., 2016) e uma menor intera¢do funcional
entre 0 CPFm ¢ o HPC durante a consolidagdo de uma memoria de
valéncia emocional negativa em humanos foi relacionada a uma menor
precisdo da mesma (BERKERS et al., 2016). Com base nestes estudos ¢
nos resultados deste trabalho, podemos pressupor que uma menor
conectividade funcional entre o HPC e o CPFm provocada pela
inatividade do NR durante a consolida¢do da memoria aversiva levou a

alteracdo da especificidade contextual dessa memoria.

A atividade da amigdala sem o controle do CPFm via NR,

também pode ter contribuido para a perda das caracteristicas adaptativas
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da memoria (POULOS et al., 2009). O NR contribui também para o
replay neuronal (ou disparo sucessivo de grupos de neurdnios que foram
recrutados durante a aquisicdo) necessario para a consolidagdo do
engrama tanto durante o estado de vigilia quanto durante o sono, o que o
coloca em posicdo ideal para influenciar as caracteristicas das
informagdes que estdo sendo consolidadas (GRIFFIN, 2015). O replay
neuronal também esta ligado a uma maior precisdo da memoria, ja que a
reativagdo sucessiva aumenta a conectividade neuronal intra-engrama,
em detrimento da conectividade com neurdnios que ndo foram
recrutados durante a aquisicdo da memoria (KARLSSON; FRANK,
2009).

O aumento da expressio de medo no contexto ndo pareado
poderia também ser fruto de processos alheios ao processamento
mnemonico como uma sensibilizagdo comportamental dos animais apds
o condicionamento intenso, provocando o aumento de comportamentos
tipo-ansioso e exploragdo reduzida (KINDT, 2014; PERUSINI et al.,
2016). Além da observagdo da reproducdo da expressdo de medo
generalizada no contexto ndo pareado mesmo 22 dias apés o
condicionamento, o que sugere fortemente que este efeito ndo foi
causado por uma sensibilizagdo comportamental, a exposi¢do dos
animais ao labirinto em cruz elevado também ndo trouxe a tona qualquer
alteragdo nos comportamentos caracteristicos dos roedores, como
aumento de posturas de avaliagdo de risco e tempo gasto nos bragos
abertos do aparato, assim como ndo pudemos observar mudangas nos

niveis de locomogado dos animais ap6s a inativagdo do NR (inferido pela
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auséncia de diferencga entre os grupos no numero de entradas nos bragos

fechados).

A inatividade do NR também impediu uma queda nos niveis de
congelamento no grupo muscimol 21 dias ap6s o condicionamento.
Estudos eletrofisiologicos apontam o NR como uma regido importante
para a sincronizagdo entre HPC e CPFm durante a aquisicdo e
consolida¢do de diversos tipos de memorias, exercendo um controle fino
do balanco na ativacdo de neurdnios excitatdrios e inibitdrios nessas
regides (HALLOCK et al., 2016; HARTUNG et al., 2016). No caso de
memorias espaciais, lesdes direcionadas aos nucleos da linha média do
talamo nd3o preveniram a aquisicdo da informagdo espacial, mas
prejudicaram sua persisténcia, ja que nido houve sinais de expressio
dessa memoéria 25 dias depois (LOUREIRO et al., 2012; DOLLEMAN-
VAN DER WEEL et al., 2009). No nosso caso, a persisténcia pode ter
se mostrado aumentada por tratar-se de uma memoria contextual, que
engloba componentes emocionais além das informagdes espaciais e
possui caracteristicas neurobiologicas diferentes. Alternativamente, ¢é
importante lembrar que nosso protocolo inclui uma etapa de
familiarizagdo que permite a aquisi¢cdo de uma representacdo contextual
antes do condicionamento, quando estas mesmas informagdes serdo
reativadas e associadas ao recebimento do estimulo incondicionado,
gerando o comportamento de medo frente ao contexto. Assim, nossos
animais provavelmente ja retém a informacdo contextual referente ao
contexto consolidada tanto no HPC quanto no CPFm (TSE et al., 2007;
VAN KESTEREN, 2010) no momento do condicionamento. A
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persisténcia torna-se aumentada, entdo, por uma possivel incongruéncia
entre as informagdes contextuais ja existentes e as que estdo sendo
consolidadas logo ap6s o condicionamento, devido a falta de
coordenagdo ou controle do NR sobre a reativagao do trago pré-existente
e a associacdo com a nova informacdo representada pelo estimulo
incondicionado. Assim, seu “esquecimento” ou extingdo naturais ficam
prejudicados (PITMAN, 1989). O mesmo processo poderia explicar a
generalizagdo das respostas de medo observadas no contexto nao
pareado. Para testar esta hipOtese, em um experimento separado, os
animais foram familiarizados e condicionados em sessdo Unica, ou seja:
foram expostos pela primeira vez ao contexto A por trés minutos, € aos
3 minutos e 30 segundos, receberam o primeiro choque de trés com
intervalos de 30 segundos entre cada choque. Assim, a representacio
contextual ndo teria tempo de ser consolidada antes do
condicionamento. A inativacdo do NR logo apds esse condicionamento
precedido imediatamente pela familiarizagcdo ndo teve qualquer efeito
tanto na reexposicdo ao contexto pareado 24h ap6s o condicionamento,
quanto na exposicdo ao contexto ndo pareado 48h depois, ja que ndo
foram observadas diferencas estatisticas significativas entre os grupos
nos dois testes. Embora ndo tenha sido feito mais remotamente (testes
apos 21 dias), este experimento suporta a ideia de que o NR ¢
importante apenas quando a tarefa depende da estreita comunicagéo
entre HPC e CPF, hipdtese que ja foi levantada e experimentalmente
testada previamente, com conclusdes muito semelhantes (LEAL et al.,
2017; CAREAGA et al., 2016; SACHSER et al.,, 2016. CASSEL;
PEREIRA DE VASCONCELOS, 2015; CHOLVIN et al, 2013;
CROSS et al., 2012).
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Em relagdo aos grupos ndo condicionados, a expressdo de
células Arc” aumentou nas quatro regides encefalicas avaliadas nos dois
grupos de animais que foram condicionados. No entanto, o nimero de
células Arc’ na amigdala basolateral e no cortex pré-limbico foi
semelhante nos grupos condicionados e tratados com veiculo ou
muscimol, sugerindo que a plasticidade sinaptica nessas duas regides
independe da atividade no nucleo reuniens. Ja as regides CAl dorsal e
ventral do hipocampo sofreram alteracdes na expressio de Arc
dependentes da atividade do NR. Enquanto na regido dorsal houve
aumento no numero de células positivas, na regido ventral houve um
decréscimo significativo em relacdo ao grupo veiculo condicionado. As
diferengas observadas entre as regides dorsal e ventral do HPC podem
ser explicadas por suas diferencgas de conectividade funcional com o NR
e outras regides. Ao inativar farmacologicamente o NR, o controle
exercido pelo CPFm sobre o recrutamento neuronal no HPC dorsal
parece ter diminuido consideravelmente, o que provocou um aumento
no numero de células envolvidas da formagdo da memoria de medo. A
amigdala, por sua vez, pode ter favorecido uma maior ativagdo dos
neurdnios na regido dorsal ao ser capaz de agir sobre ela sem a
intervengdo do CPFm (HUFF et al., 2006). J4 o HPC ventral seria
bastante dependente da atividade do nucleo reuniens, uma vez que os
eferentes do NR que chegam a essa regido sdo até 10x mais numerosos
do que os direcionados a regido CA1l dorsal (MCKENNA; VERTES,
2004). Assim, o nimero de células Arc” nessa regido pode ter diminuido
em funcdo da inatividade provocada pelo muscimol. Ainda, segundo os

estudos de Cullen e colaboradores (2015), quando a memoria ¢é
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expressa, o HPC ventral trabalha em conjunto com o CPF (em especial o
cortex anterior cingulado) e a amigdala para modular a expressdo
generalizada do medo. Uma vez que a consolidagdo fica prejudicada no
HPC wventral pela inatividade do NR, o controle da expressdo
generalizada quando da exposicdo dos animais condicionados aos
contextos pareado e ndo pareado pode encontrar-se prejudicada,
provocando as alteragdes comportamentais observadas. As conexdes
entre amigdala e HPC ventral também sio reconhecidas por integrar
informag¢des emocionais e contextuais durante o aprendizado, o que
subsidia sua participagdo no controle da expressdo de medo generalizada
(XU et al., 2016; YUAN et al., 2015; FANTIN et al., 2013; PITKANEN
et al., 2000). Ja o aumento da persisténcia e a resisténcia a labilizacdo e
interferéncia farmacoldgica talvez possam ser explicados pelo maior
recrutamento plastico neuronal na regido CA1l dorsal, o que tornaria o
engrama menos especifico (RASHID et al., 2016; ZELIKOSKY et al.,
2014).

Os animais dos grupos controle e muscimol aprendem a inibir o
comportamento de medo de forma bastante semelhante, quando
reexpostos de forma prolongada ao estimulo condicionado. No entanto,
quando da exposi¢do ao contexto pareado 24h apos a sessdo de extingao,
os animais que tiveram o NR inativado durante a consolidacdo da
memoria de medo apresentaram niveis aumentados de congelamento em
relacdo ao grupo controle. Este dado indica que os animais que
consolidaram a memoria de medo com o NR inativado tiveram
dificuldades em 1) labilizar e realizar o update da memoria aversiva
original, 2) consolidar a memoria de extingdo em associacdo & memoria

de medo original e/ou 3) suprimir a expressdo comportamental da
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memoria de medo, mesmo apds a aquisi¢do da memoria de extingdo.
Um déficit de aprendizado associativo na extingdo, que pode ter levado
a uma dificuldade de supressdo da resposta condicionada na reexposi¢do
ao contexto pareado, pode estar relacionada a formagdo de um traco de
memoria mais generalizado ap6s a inativacdo do NR. A incongruéncia
dos tragos entre HPC e CPF pode afetar a labilizagdo da memoria de
medo, e assim impedir seu updating (LEE et al., 2016). Trabalhos
recentes demonstram a importancia da ocorréncia de uma labilizagdo
sistémica para a desestabilizagdo eficiente da memoria (DE OLIVEIRA
ALVARES et al., 2013; PINEYRO et al., 2014; LUX et al., 2015). Um
traco generalizado, portanto, ndo seria tdo facilmente labilizado. Ainda,
e de forma complementar, um maior recrutamento neuronal durante a
consolida¢do, causado pelo menor controle do NR sobre a ativacdo
neuronal durante a consolidagdo do trago de memoria na regido dorsal
do HPC, pode prejudicar o aprendizado de extingdo e tornar a memoria
original menos suscetivel a inibigdo, uma vez que este é contexto-
dependente (BOUTON, 2004). Alternativamente, ¢ possivel que uma
sessdo mais longa ou um maior nimero de sessoes de extingdo levassem
a inibi¢do comportamental da memoria de medo nos animais que
tiveram o NR inativado aos mesmos niveis dos animais pertencentes ao
grupo controle (SUZUKI et al., 2004; ISHIKAWA et al., 2016). No
entanto, ainda assim seria evidente uma maior dificuldade de extingdo
dos animais pertencentes ao grupo muscimol.

A memoria consolidada sob a inativagdo farmacolégica do NR
também demonstrou ser menos suscetivel a interferéncia farmacologica

durante a reconsolida¢do. A clonidina, um farmaco reconhecidamente
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amnésico (GAMACHE et al., 2012; GAZARINI et al., 2013; 2014;
MARIN, 2017), foi incapaz de reduzir as respostas de medo
condicionadas ao ser utilizado apds a reexposicdo dos animais
pertencentes ao grupo muscimol ao contexto pareado com o intuito de
reativar ¢ desestabilizar a memoria de medo. J4 os animais que nao
tiveram o NR inativado durante a consolidagdo apresentaram uma queda
significativa nas porcentagens de tempo de congelamento apds a
intervencao com clonidina. Este dado, em conjunto com os dados dos
grupos ndo reativados, indica que a reativagdo provocada por 3 minutos
de exposi¢do ao contexto pareado foi suficiente para reativar e labilizar
a memoria de medo somente no grupo controle. Assim, podemos supor
que os animais cujo NR esteve inativado durante a consolidago
apresentam uma falha de labilizagdo da memoria de medo, o que
impediu o sucesso da intervencdo farmacoldgica. Outros autores
reportam a ocorréncia de resisténcia a intervengdo induzida pela
reativagdo também em animais cuja memoéria foi consolidada sob
influéncia de estresse e hiperatividade adrenérgica sist€émica (ESPEJO et
al., 2016; GAZARINI et al., 2014). No nosso caso, a aparente falha de
labilizagdo que levou ao insucesso da acdo da clonidina apds a
reativagdo pode ter sido provocada pela consolidagdo generalizada do
trago mnemonico devido a inativacdo do NR. Assim, a labiliza¢do
necessaria para o seu updating ndo acontece ou ¢ deficitaria/parcial,
impedindo a a¢do da clonidina sobre a memoria.

Xu e Sidhof (2013) também descreveram o aumento da
especificidade da memoria contextual com a estimulacdo optogenética
tonica do NR durante a aquisicdo da memoria de medo. No presente

trabalho, a estimulag@o glutamatérgica do NR com o agonista NMDA
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foi capaz de manter a especificidade de uma memoria de medo mesmo
apos a indugdo da hiperatividade adrenérgica sistémica pela inje¢do do
antagonista o, ioimbina, uma ferramenta utilizada pelo nosso laboratorio
para a indugdo e o estudo de respostas de medo generalizadas
(O’DONNELL et al.,, 2004; GAZARINI, 2014; MARIN, 2017). A
estimulagdo do NR sem a injecdo intraperitoneal de ioimbina parece nao
ter provocado alteragdes comportamentais nem no contexto pareado,
nem no contexto nao pareado. Enquanto isso, os animais que receberam
a ioimbina e ndo tiveram o NR estimulado apresentaram um aumento da
expressdo generalizada do comportamento de medo no contexto nao
pareado, em acordo com trabalhos prévios do nosso grupo (GAZARINI,
2014; MARIN, 2017), mas o mesmo nao foi observado nos animais que
tiveram o NR estimulado com NMDA antes da inje¢cdo de ioimbina.
Assim, a estimulagdo farmacoldgica parece ter resgatado a
especificidade contextual da memoria de medo ao aumentar o controle
desta regido sobre a consolidagdo ¢ a reconsolidagdo associativas dos
engramas no HPC e no CPFm. Isso aconteceria porque as fibras
provenientes do NR sdo predominantemente excitatorias, mas inervam
tanto neurdnios excitatorios quanto interneurdnios inibitdrios, levando a
um controle seletivo do engrama, em acordo com a hipotese da alocacio
e competicao entre engramas (RASHID et al., 2016).

Em humanos, estudos recentes tém correlacionado disfuncdes
na circuitaria de processamento contextual - incluindo o HPC, o CPFm,
o tidlamo e a amigdala — a patofisiologia do TEPT, incluindo o

surgimento de alteragdes descritas em estudos com seres humanos e
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animais, incluso o presente: generalizacdo inapropriada, extingdo
deficitaria e persisténcia aumentada (LIBERZON; ABELSON, 2016).
Em suma, o NR parece estar intimamente envolvido no controle
de precisao contextual e persisténcia de memorias de medo, aprendizado
de extingdo e intervencdo durante a reconsolidag¢do. Estes efeitos
parecem estar relacionados a conectividade funcional entre o NR, as
porgdes dorsal e ventral do HPC e o CPFm durante a consolida¢do da
memoria de medo, e principalmente ao controle do NR sobre a
plasticidade sinaptica e os engramas que se formam nessas regioes (JIN;

MAREN, 2015; ANDERSON et al., 2016).
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7. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Os experimentos comportamentais que compde essa dissertagao
demonstram claramente a participagdo do nucleo reuniens do talamo
durante a etapa de consolidacdo de memorias aversivas. Muito embora a
expressdo da memoéria ndo tenha sido afetada 24 horas apods o
aprendizado, testes subsequentes demonstraram que a atividade do NR
afeta a forma como a memodria é armazenada, e consequentemente sua
generalizagdo, reconsolidag@o, labilizacdo e extin¢do. A inalteragdo dos
parametros comportamentais no labirinto em cruz elevado apds o
condicionamento seguido da inativacdo do NR aponta ainda mais para
um efeito especifico dessa regido sobre o processamento mnemonico. Ja
o experimento de imunoistoquimica pode ser considerado preliminar,
mas traz informagdes sobre a influéncia do NR do tdlamo sobre a
plasticidade em regides importantes para o processamento mnemonico,
e por isso compde este trabalho. Em suma, tivemos a oportunidade de
explorar a influéncia da atividade do NR em diversas caracteristicas das
memorias aversivas, com resultados muitas vezes surpreendentes e que,
segundo nossos estudos, ainda ndo haviam sido descritos na literatura
cientifica.

De forma geral, os dados aqui apresentados contribuem para um
melhor entendimento do processamento mnemonico, assim como sobre
a neurobiologia por trds da formagdo e expressdo de memorias. Além
disso, tentam abrir portas para estudos futuros interessados no
entendimento de tais questdes. Muito mais pode ser feito visando esse

objetivo.
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