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RESUMO

O funcionamento anormal dos receptores corticosteroides no
cérebro tem sido apontado como peca fundamental para o
desenvolvimento de psicopatologias no homem, tais qual a depresséo e
alguns transtornos de ansiedade, como o Transtorno do Estresse PGs-
Traumatico (TEPT). O TEPT é uma patologia comum as situagdes
traumaticas ou de estresse intenso, e o desenvolvimento da patologia
parece envolver a acdo dos corticosteroides nos mecanismos de
armazenamento e gerenciamento de memdrias relacionadas ao trauma.
O presente trabalho buscou investigar o papel de agonistas dos
receptores  corticosteroides  GR  (glicocorticoide) e MR
(mineralocorticoide) na aquisi¢do, consolidacdo, e expressdo de
memérias aversivas, utilizando o paradigma do Condicionamento
Olfatério de Medo (COM). Ratos Wistar machos foram submetidos ao
paradigma experimental do COM, que consiste de duas fases: a
aquisicdo do COM pela associacdo entre os estimulos condicionado
(EC; odor) e incondicionado (El; choques elétricos nas patas; 0,4mA,
2s) em uma caixa de condicionamento, e a expressao do COM pela
exposicdo ao estimulo condicionado (odor) em uma caixa de exposi¢éo
ao odor. Inicialmente, quatro grupos experimentais foram condicionados
com crescentes intensidades do El para avaliar a eficiéncia do
condicionamento. Os niveis séricos de corticosterona foram avaliados
apo6s o condicionamento e apds a expressdo da resposta condicionada.
Os resultados comportamentais apontaram que as respostas emocionais
condicionadas (RECs) mais robustas foram obtidas com a utilizagdo de
cinco choques em uma sessdo de 4 min de exposi¢do ao EC. O
condicionamento com cinco choques, mas ndo com um, promoveu
intensa liberacéo de corticosterona 30 min ap6s o condicionamento ou a
exposicdo ao EC. Foi também avaliado o papel de agonistas dos
receptores corticosteroides nas diferentes etapas de aprendizado,
utilizando os agonistas GR dexametasona (DEX) e MR fludrocortisona
(FLU). Os resultados mostraram que a administracdo de DEX ou FLU
na dose de 3,0 mg/kg, imediatamente apds o condicionamento com um
choque, promoveu intensa facilitagdo do condicionamento, observado
pelo aumento das RECs em exposi¢cdo ao EC. De maneira oposta, a
administracdo de DEX 3,0 mg/kg ou FLU 3,0 mg/kg, 60 min antes do
condicionamento com cinco choques, promoveu um prejuizo na
aquisicao do condicionamento, observado pelo prejuizo na exibicdo das
RECs em exposi¢do ao EC. A administracdo de DEX 1,0 mg/kg, 60 min
antes da evocagdo, também prejudicou a expressdo das RECs. Ja a



administracdo de FLU 1,0 mg/kg, 60 min antes da evocacao, prejudicou
pontualmente a REC, observado pela reducdo apenas da avaliacdo de
risco. Também foi observado que o tratamento com DEX ou FLU, na
dose de 1,0 mg/kg, causou intensa supressdo do eixo HPA em resposta
ao condicionamento com cinco choques. Em resumo, os dados do
presente trabalho reforcam o COM como ferramenta para o estudo das
memorias aversivas e sugerem um papel temporal bidirecional dos
corticosteroides, fortalecendo memérias recém-formadas ao atuarem em
torno do estimulo a ser lembrado, mas prejudicando o seu
processamento quando sua acdo se d& em determinado tempo antes da
aquisicao ou da expressao do condicionamento.

Palavras-chave: Condicionamento olfatério. Estresse. Glicocorticoides.
Mineralocorticoides. Memorias aversivas.



ABSTRACT

The abnormal function of brain corticosteroid receptors has been
suggested as the central core of some psychiatric conditions such as
depression and anxiety disorders, as well as the post-traumatic stress
disorder (PTSD). PTSD is a common reaction after the exposure to
traumatic situations or intense stress and the general process involves
the actions of stress hormones over the storage and management
mechanisms of the trauma-related memories. In this way, the present
study was designed to investigate the role of corticosteroid GR
(glucocorticoid) and MR (mineralocorticoid) receptors over the aversive
memory acquisition, consolidation and expression using the Olfactory
Fear Conditioning (OFC) paradigm. Male Wistar rats were exposed to
the OFC protocol, which consisted of two phases: the OFC acquisition
by association between the conditioned (CS; odor) and the
unconditioned stimuli (US; footshock; 0,4 mA, 2 s) in the conditioning
chamber, and the conditioned emotional response (CER) expression by
the exposure to the CS in the olfactory box. Initially, four experimental
groups were conditioned with crescent US intensities in order to
evaluate the most efficient conditioning protocol. Serum levels of
corticosterone were also evaluated after conditioning and exposure to
the CS. The first results demonstrated that the most robust defensive
CER was observed with five paired footshocks along with a 4 min CS
exposure. The five footshock conditioning, but not one, promoted
intense corticosterone release, both 30 min after conditioning or CS
exposure. We have also evaluated the role of corticosteroid receptor
agonists over different learning phases using the GR agonist
dexamethasone (DEX) and the MR agonist fludrocortisone (FLU). The
results pointed out that DEX or FLU injection (at 3.0 mg/kg doses)
immediately after conditioning with one footshock promoted intense
conditioning facilitation, showed by the CERs increasing in the
exposure to the CS. On the other hand, impairment of memory
acquisition was observed when DEX or FLU (3.0 mg/kg) was
administered 60 min prior the five footshock conditioning.
Administration of DEX (1.0 mg/kg) 60 min before memory retrieval
also impaired expression of the CERs to the CS. Administration of FLU
(1.0 mg/kg) 60 min prior the retrieval impaired CERs in a specific
manner, by reducing risk assessment behavior. DEX or FLU, at 1.0
mg/kg doses, caused an intense suppression of the HPA axis in response
to five footshock conditioning session. In summary, the present study
reinforces the OFC protocol as a useful tool to understand the



neurobiology of trauma-related memories and supports a temporal
bidirectional role for the corticosteroids, strengthening new formed
memories when acting around the task to be remembered, but impairing
memory function when acting in a certain time before the conditioning
acquisition or expression.

Keywords: Aversive memories. Olfactory conditioning. Glucocorticoid.
Mineralocorticoid. Stress.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Colocalizacdo central para a acdo dos mediadores da resposta
ao estresse. Nestas areas, a0 menos duas classes de mediadores sdo
altamente expressas. O receptores adrenérgicos do subtipo Bl (1), os
receptores para o hormonio liberador de corticotrofinas dos subtipos 1 e
2 (CRH1 e CRH2), e os receptores mineralo e glicocorticoide (MR e
GR) sdo expressos agrupadamente em areas estratégicas (“hot spots™)
como o cortex pré-frontal, ndcleos especificos da amigdala (central,
medial e basolateral), no giro denteado a nas areas CAl1 e CA3 do
hipocampo, no septo lateral e no nlcleo paraventricular do hipotalamo.
Tais zonas fazem parte de redes que controlam a resposta ao estresse, 0
aprendizado e a memoéria, a tomada de decisdo, além de respostas
hormonais e autonémicas relacionadas as emocdes. (adaptado de JOELS
€ BARAM, 2009). ....ccuiiiiieie e e 11

Figura 2: Niveis de corticosterdides apds a exposi¢cdo a um estressor e
durante sobre as diferentes fases do aprendizado relacionado.
Inicialmente, os corticosterdides atuam sobre os receptores do subtipo
mineralocorticéide (MR), favorecendo as etapas de aquisicdo e
consolidagdo, enquanto os receptores do subtipo glicocorticoide (GR)
promovem a normalizacdo dos processos e a supressao neuronal em
uma etapa mais tardia, protegendo a informagéo recém adquirida contra
a entrada de novos estimulos ndo relacionados. O deslocamento na
curva (p. ex.: caso um estresse ocorra antes da tarefa a ser aprendida)
para a esquerda (antes) ou para a direita (apds) prejudica as diferentes
fases do aprendizado. Legenda: CHR = Horménio Liberador de
(070 ¢ 110701 10 ] 01 TSP 12

Figura 3: Circuitos ativados em resposta ao estresse. Caso 0s sistemas
sensoriais percebam alguma ameaga (p.ex. odor de um predador), o
cérebro ativa duas principais linhas de defesa: a via rapida pelo sistema
nervoso autondmico (SNA, em cinza), e também uma via lenta pelo eixo
hipotalamo — pituitaria - adrenal (HPA, em vermelho). A primeira linha
(em azul) parte da ativacdo da amigdala (AM), que estimula o
hipotalamo, o qual ird iniciar a resposta pelo SNA secretando um
coquetel composto por 20% de noradrenalina (NA) e 80% de adrenalina
(A) pela medula da glandula suprarrenal. Esta ativacdo autondmica
promove ainda a liberacdo de noradrenalina no cérebro via nicleo do
trato solitario e locus coeruleus. A segunda linha de defesa inicia sua
resposta com a secrecdo do hormdnio liberador de corticotrofina (CRH)
pelo nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN), que por sua age sobre
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a hipofise anterior liberando o horménio adrenocorticotréfico (ACTH)
na corrente sanguinea. Em consequéncia, o ACTH viaja até o cortex da
glandula suprarrenal induzindo a secrecdo de corticosteroides (CORT).
Em conjunto, as a¢8es rapidas despertam os sistemas sensoriais, € pem
0 organismo em estado de alerta aumentando a atencdo e a vigilancia.
Em contrapartida, as acbes lentas iniciam a tecidual, mobilizam as
reservas de energia e preparam 0 organismo para o futuro através da
acao sobre areas cerebrais como a amigdala (AM), o cortex pré-frontal
(CPF) e o hipocampo (HPC). A alca de retroalimentacdo negativa
exercida pelos corticosteroides € feita em nivel rdpido sobre o
hipotdlamo e pituitaria, e lento sobre a formagéo hipocampal. (adaptado
de JOELS e BARAM, 2009; e SCHWABE, WOLF et al., 2010). ....... 14

Figura 4: Modelos representativos das caixas de a) condicionamento, e
D) EXPOSICAD A0 OUOT. .....oveeieecie e s 28

Figura 5: Representacdo esquematica do protocolo do condicionamento
olfatorio de medo durante os 5 dias de experimento. Legenda: NP — nédo
pareado 5 choques; FAM — sessdo de familiarizagdo na caixa de
condicionamento; EC + El — estimulo condicionado (odor) + estimulo
incondicionado (choque nas patas); FAM — sessdo familiarizacdo na
caixa de odor; EC-1 — sessdo de exposi¢do ao estimulo condicionado |
(odor); e EC-1l — sessdo de exposicdo ao estimulo condicionado Il
[(ola] 1] >4 ) TS 30

Figura 6: Representacdo esquematica do protocolo de COM para coleta
de sangue e dosagem dos niveis séricos de corticosterona. Coletas: A)
apos o condicionamento e B) apds o teste EC-I. Legenda: FAM — sessdo
de familiarizacdo na caixa de condicionamento; EC + El — estimulo
condicionado (odor) + estimulo incondicionado (choque nas patas);

FAM — sessdo familiarizacdo na caixa de odor; EC-I — sessdo de
exposicdo ao estimulo condicionado | (odor); e EC-ll — sessdo de
exposicao ao estimulo condicionado Il (contexto)...........ccoveririeernnnen. 31

Figura 7: Representacdo esquematica do experimento de avaliagdo dos
efeitos da dexametasona (DEX) administrada imediatamente apés o
condicionamento COmM 1 ChOQUE..........ccvrveirireririeiriee e 32

Figura 8: Representacdo esquematica do experimento de avaliagdo dos
efeitos da fludrocortisona (FLU) administrada imediatamente apos o
condicionamento COM 1 CROQUE. .......cuevereerieririieie e 33
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Figura 9: Representacdo esquematica do experimento de avaliagdo dos
efeitos da dexametasona (DEX) administrada 60 min antes do
(ot ] 1o TTod 0] =0 T=1 o1 (o TP 34

Figura 10: Representacdo esquematica do experimento de avaliagdo do
papel temporal da administracdo de fludrocortisona (FLU) 60 min antes
(oo oto] gl [Tod o] gt Vg 111 0 (o TSR 35

Figura 11: Representacdo esquematica da avaliacdo do papel temporal
da administracdo de dexametasona 60 min antes da evocacdo da
memoria Olfatdria AVErSIVA. ........ccoevveiereese e 35

Figura 12;: Representacdo esquematica da avaliacdo do papel temporal
da administracdo de fludrocortisona (FLU) 60 min antes da evocacdo da
memoria Olfatdria AVErSIVA. ........ooevveieriiese e 36

Figura 13: Diagrama superior: padronizacdo do condicionamento
olfatério de medo (COM) com diferentes protocolos de associacao.
Painéis inferiores: a) porcentagem de tempo préximo a fonte de odor
durante as trés sessdes de experimento. b) porcentagem de tempo
escondido no compartimento fechado. Os valores comportamentais
basais de todos os animais, obtidos durante a sessdo de familiarizag&o,
estdo expressos pela faixa hachurada horizontal (limites de confianca,
+95%). Os histogramas verticais representam a media + e.p.m. em cada
sessdo (EC-I e EC-II). Legenda: *p<0,05 e **p<0,005 comparado ao
grupo nao pareado 5, na respectiva sessdo (n=8-9/grupo). .........c.cc...... 41

Figura 14: Padronizacdo do condicionamento olfatério de medo (COM)
com diferentes protocolos de associagdo. a) tempo em avalia¢do de risco
(head-out) e b) pardmetros de locomogdo (nimero de cruzamentos). Os
valores basais, de todos os animais, obtidos durante a sessdo de
familiarizacdo, estdo expressos pela faixa hachurada horizontal (limites
de confianga, +95%). Os pontos representam a média + e.p.m. dos
grupos em cada sessdo (FAM, EC-1 e EC-II). Legenda: **p<0,005 e
***n<0,0005 comparados ao grupo ndo pareado 5, na respectiva sessdo
(NZ8-9/GIUPO). ..ttt 42

Figura 15: Exemplo dos planos de posicionamento (painel esquerdo) e
locomocdo (painel direito) na caixa de odor (EC-lI) de animais
submetidos aos diferentes protocolos de associagcdo. No plano de
posicionamento, a temperatura de cor se correlaciona com o tempo de
permanéncia em determinado local da caixa durante a sessdo (min
méax). No plano de locomogdo, a linha violeta indica por onde o animal
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transitou durante a sessdo. Legenda: A) Nao pareado 5; B) Pareadol; C)
Pareado 3; € D) Pareado 5.......cccevvveiiiiieieneseee e 43

Figura 16: Analise dos padrdes de locomoc¢do dos diferentes grupos
submetidos a padronizacdo do COM. Os histogramas horizontais
representam a média + e.p.m. dos grupos na sessdo EC-l. Legenda:
**p<0,005 e ***p<0,0005 comparado ao grupo ndo pareado 5 na
respectiva sessa0 (N=8-9/grupP0)........ccceruerrrrrrererierieire e 44

Figura 17: Painel superior: representacdo esquematica do protocolo de
COM para coleta de sangue e dosagem dos niveis séricos de
corticosterona. Painéis inferiores: niveis séricos de corticosterona em
animais submetidos COM em diferentes condicfes experimentais. a)
coleta A, 30 min ap6s a sessdo de condicionamento; e b) coleta B, 30
min apds a sessdo EC-l. Legenda: *p<0,05 comparado ao grupo nédo
pareado, e +++p<0,0005 comparado a todos 0s grupos na respectiva
SESSA0 (N=5-6/QIUP0)....cveeeeeieiiisieeiese e s e et 46

Figura 18: Diagrama superior: representacdo do protocolo de facilitacdo
com a administragcdo de dexametasona apds o condicionamento com 1
choque. Painéis inferiores: efeitos da administracdo de veiculo
(Controle) ou dexametasona (DEX 1 ou 3 mg/kg) imediatamente ap6s o
condicionamento com 1 choque. Um grupo adicional foi administrado
com dexametasona na auséncia de pareamento (DEX 3 mg s/c — sem
choque). As colunas verticais representam 0s parametros de
porcentagem de tempo a) proximo da fonte de odor e b) tempo
escondido. Os valores comportamentais basais de todos os animais,
obtidos durante a sessdo de familiarizacdo, estdo expressos pela faixa
hachurada horizontal (limites de confianca, £95%). Os histogramas
verticais representam a media + e.p.m. em cada sessdo (EC-I e EC-II).
Legenda: *p<0,05 e **p<0,005 comparados ao grupo controle na
respectiva SesSa0 (N=6-9/grUP0).......ccccuveeerereieerieiese e e e 49

Figura 19: Avaliagdo dos efeitos da administracdo de veiculo (Controle)
ou dexametasona (DEX 1 ou 3 mg/kg) imediatamente apds o
condicionamento com um choque sobre a) o tempo em avaliagdo de
risco (head-out) e b) o pardmetro de locomogdo (nUmero de
cruzamentos). Um grupo adicional foi administrado com dexametasona
na auséncia de pareamento (DEX 3 mg s/c — sem choque). Os valores
basais de todos os animais, obtidos durante a sessdo de familiarizagéo,
estdo expressos pela faixa hachurada horizontal (limites de confianga,
+95%). Os pontos representam a média + e.p.m. dos grupos em cada
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sessdo (FAM, EC-1 e EC-II). Legenda: *p<0,05 e ***p<0,0005
comparados ao grupo controle na respectiva sessdo (n=6-9/grupo)...... 50

Figura 20: Diagrama superior: representacdo do protocolo de facilitagcdo
com a administracdo de fludrocortisona apds o condicionamento com 1
choque. Painéis inferiores: efeitos comportamentais da administracdo de
veiculo (Controle) ou fludrocortisona (FLU 1 ou 3 mg/kg)
imediatamente apds o condicionamento com 1 choque. Um grupo
adicional foi administrado com fludrocortisona na auséncia de
pareamento (FLU 3 mg s/c — sem choque). As colunas verticais
representam os parametros de porcentagem de tempo a) proximo da
fonte de odor e b) escondido. Os valores comportamentais basais de
todos os animais, obtidos durante a sessdo de familiarizacdo, estéo
expressos pela faixa hachurada horizontal (limites de confianga, £95%).
Os histogramas verticais representam a media £ e.p.m. em cada sessdo
(EC-1 e EC-II). Legenda: *p<0,05 comparado ao grupo controle na
respectiva sessdo (N=8-9/grup0).......cccerererivrieerierere e e 52

Figura 21: Avaliacdo dos efeitos da administracdo de veiculo (Controle)
ou fludrocortisona (FLU 1 ou 3 mg/kg sobre a) o tempo em avaliacdo de
risco (head-out) e b) o pardmetro de locomocdo (nimero de
cruzamentos). Um grupo adicional foi administrado com fludrocortisona
na auséncia de pareamento (FLU 3 mg s/c — sem choque). Os valores
basais, de todos os animais, obtidos durante a sessdo de familiarizag&o,
estdo expressos pela faixa hachurada horizontal (limites de confianca,
195%). Os pontos representam a média + e.p.m. dos grupos em cada
sessdo (FAM, EC-I e EC-I1I). Legenda: **p<0,005 comparados ao grupo
controle na respectiva sessdo (N=6-9/grupo). .......cccecvrvrieerereseeeeriennns 53

Figura 22: Diagrama superior: representacéo do protocolo do COM com
a administracdo de dexametasona antes da sessdo de condicionamento.
Painéis inferiores: efeitos da administracdo de veiculo (Controle) ou
dexametasona (DEX 1 ou 3 mg/kg) 60 min antes do condicionamento
com 5 choques. Um grupo adicional foi administrado com
dexametasona 20 min antes do condicionamento (DEX 3 mg - 20 min).
As colunas verticais representam os parametros de porcentagem de
tempo a) proximo da fonte de odor e b) escondido. Os valores
comportamentais basais de todos os animais, obtidos durante a sessdo de
familiarizacdo, estdo expressos pela faixa hachurada horizontal (limites
de confianca, £95%). Os histogramas verticais representam a media +
e.p.m. em cada sessdo (EC-1 e EC-II). Legenda: *p<0,05 e **p<0,005
comparados ao grupo controle na respectiva sessdo (n=7-15/grupo).... 56
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Figura 23: Avaliacdo dos efeitos da administracdo de veiculo (Controle)
ou dexametasona (DEX 1 ou 3 mg/kg) 60 min antes do
condicionamento, sobre a) o tempo em avaliacdo de risco (head-out) e
b) o pardmetro de locomocdo (numero de cruzamentos). Um grupo
adicional foi administrado com dexametasona 20 min antes do
condicionamento (DEX 3 mg — 20 min). Os valores basais, de todos 0s
animais, obtidos durante a sessdo de familiarizacdo, estdo expressos pela
faixa hachurada horizontal (limites de confianca, +95%). Os pontos
representam a média + e.p.m. dos grupos em cada sessdo (FAM, EC-l e
EC-II). Legenda: *p<0,05 e **p<0,005 comparados ao grupo controle
na respectiva sessao (N=7-15/grup0).......ccceevrvererierieierienenerese e 57

Figura 24: Diagrama superior: representacdo do protocolo do COM com
a administragdo de fludrocortisona antes da sessdo de condicionamento.
Painéis inferiores: efeitos da administracdo de veiculo (Controle) ou
fludrocortisona (FLU 1 ou 3 mg/kg) 60 min antes do condicionamento
com 5 choques. Um grupo adicional foi administrado com
fludrocortisona 20 min antes do condicionamento (FLU 3 mg - 20 min).
As colunas verticais representam os parametros de porcentagem de
tempo a) proximo da fonte de odor e b) escondido. Os valores
comportamentais basais de todos os animais, obtidos durante a sessdo de
familiarizacdo, estdo expressos pela faixa hachurada horizontal (limites
de confianca, £95%). Os histogramas verticais representam a media +
e.p.m. em cada sessao (EC-I e EC-II). Legenda: *p<0,05 comparado ao
grupo controle na respectiva sessdo (N=6-10/grupo). .........ccceeevreruennn 59

Figura 25:; Avaliacdo dos efeitos da administracdo de veiculo (Controle)
ou fludrocortisona (FLU 1 ou 3 mg/kg) 60 min antes do
condicionamento, sobre a) o tempo em avaliacdo de risco (head-out) e
b) o parametro de locomocdo (nlimero de cruzamentos). Um grupo
adicional foi administrado com fludrocortisona 20 min antes do
condicionamento (FLU 3 mg — 20 min). Os valores basais, de todos os
animais, obtidos durante a sessdo de familiarizacdo, estdo expressos pela
faixa hachurada horizontal (limites de confianca, +95%). Os pontos
representam a média + e.p.m. dos grupos em cada sessdo (FAM, EC-l e
EC-II). Legenda: **p<0,005 comparado ao grupo controle na respectiva
ey (O (o K0 (] o To ) S 60

Figura 26: Diagrama superior: representagdo do protocolo do COM com
a administracdo de dexametasona antes da sessdo de teste EC-1. Painéis
inferiores: efeitos da administracdo de veiculo (Controle) ou
dexametasona (DEX 1 ou 3 mg/kg) 60 min antes do sessdo de teste EC-
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I. Um grupo adicional foi administrado com dexametasona 20 min antes
da sessdo de teste EC-1 (DEX 1 mg - 20 min). As colunas verticais
representam os parametros de porcentagem de tempo a) proximo da
fonte de odor e b) escondido. Os valores comportamentais basais de
todos os animais, obtidos durante a sessdo de familiarizacdo, estdo
expressos pela faixa hachurada horizontal (limites de confianga, £95%).
Os histogramas verticais representam a media = e.p.m. em cada sesséo
(EC-1 e EC-II). Legenda: *p<0,05 e **p<0,005 comparado ao grupo
controle na respectiva sessdo (N=9-12/grupo). .......ccecvvevrererercerenieneenes 63

Figura 27: Avaliacdo dos efeitos da administracdo de veiculo (Controle)
ou dexametasona (DEX 1 ou 3 mg/kg) 60 min antes da sessdo de teste
EC-1, sobre a) o tempo em avaliacdo de risco (head-out) e b) o
parametro de locomocédo (nimero de cruzamentos). Um grupo adicional
foi administrado com dexametasona 20 min antes da sesséo teste EC-I
(DEX 1 mg — 20 min). Os valores basais, de todos os animais, obtidos
durante a sesséo de familiarizacdo, estdo expressos pela faixa hachurada
horizontal (limites de confianca, £95%). Os pontos representam a média
+ e.p.m. dos grupos em cada sessdo (FAM, EC-1 e EC-II). Legenda:
*p<0,05 e **p<0,005 comparados ao grupo controle na respectiva
S€SSA0 (N=6-L10/GIUPO). ..veeveeeiriecieeiesie e e ettt neas 64

Figura 28: Diagrama superior: representacdo do protocolo do COM com
a administracdo de fludrocortisona antes da sesséo de teste EC-I. Painéis
inferiores: efeitos da administracdo de wveiculo (Controle) ou
fludrocortisona (FLU 1 ou 3 mg/kg) 60 min antes da sessdo de teste EC-
I. Um grupo adicional foi administrado com fludrocortisona 20 min
antes da sesséo de teste EC-1 (FLU 1 mg - 20 min). As colunas verticais
representam os parametros de porcentagem de tempo a) proximo da
fonte de odor e b) escondido. Os valores comportamentais basais de
todos os animais, obtidos durante a sessdo de familiarizacdo, estdo
expressos pela faixa hachurada horizontal (limites de confianga, £95%).
Os histogramas verticais representam a media + e.p.m. em cada sessdo
(EC-1 € EC-1) (N=6-10/grUP0). ..ceveivereeeeiesiesieeiesiesieseesee e e sseenae e 66

Figura 29: Avaliacdo dos efeitos da administracdo de veiculo (Controle)
ou fludrocortisona (FLU 1 ou 3 mg/kg) 60 min antes da sessdo de teste
EC-I, sobre a) o tempo em avaliagdo de risco (head-out) e b) o
pardmetro de locomocédo (nimero de cruzamentos). Um grupo adicional
foi administrado com fludrocortisona 20 min antes da sessdo de teste
EC-I (FLU 3 mg — 20 min). Os valores basais, de todos os animais,
obtidos durante a sessdo de familiarizacdo, estdo expressos pela faixa
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hachurada horizontal (limites de confianca, +95%). Os pontos
representam a média + e.p.m. dos grupos em cada sessdo (FAM, EC-l e
EC-II). Legenda: *p<0,05 comparados ao grupo controle na respectiva
SESSA0 (NZ9-LL/QIUPO). .. vttt bbb 67

Figura 30: Painel superior: procedimento experimental. Painel direito:
Efeito do tratamento (60 min antes) com veiculo (Controle),
dexametasona (DEX 1 mg/kg) ou fludrocortisona (FLU 1 mg/kg) sobre
a atividade do eixo HPA em resposta ao estresse (COM; 5 choques).
Legenda: +++p<0,0005 comparados ao grupo controle (n=6/grupo). .. 69
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1 Introducéo

Todos 0s organismos vivos tendem a buscar um equilibrio
dinamico, o qual é conhecido como homeostase. Desta forma, qualquer
ameaca a estabilidade deste balanco, seja fisica ou psicolégica,
desencadeia uma resposta de estresse, a qual por sua vez tem como
consequiéncia primordial reestabelecer a homeostase e promover
adaptacdes (DE KLOET, VREUGDENHIL et al., 1998; KOOLHAAS,
KORTE et al., 1999; DE KLOET, JOELS et al., 2005). De maneira
geral, todas as informacgdes ligadas a um estressor detectadas pelos
sistemas sensoriais, sejam elas interoceptivas, como por exemplo,
mudancas na frequéncia cardiaca ou aumento dos niveis de lactato, ou
exteroceptivas, tal qual o cheiro de um predador, sdo conduzidas ao
cérebro, que por sua vez recruta diversos sistemas neurais e também
neuroenddcrinos visando minimizar os custos ao individuo (ULRICH-
LAl e HERMAN, 2009). Assim, uma vez detectada uma ameaca, 0S
sistemas sensoriais enviam as informag6es para um grupo de neurdnios
de extrema importancia localizados no nucleo paraventricular do
hipotdlamo (PVN), que por sua vez secreta o hormdnio liberador de
corticotrofina (CRH) e outro secretagogo, a vasopressina (VP), bem
como outros neuropeptideos que promovem a atividade dos eixos
simpato-adrenomedular e hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA). Destes
dois sistemas, 0 eixo HPA tem sido apontado como de extrema
importancia na regulagdo e controle de diversas fungdes, tanto
comportamentais como cognitivas. Embora tais respostas possam ser de
extrema importancia para uma melhor adaptacdo dos individuos a
situacGes de curto prazo, a ativacdo crbnica ou um desequilibrio
temporario destas respostas de estresse pode contribuir para o
desenvolvimento de estados psicopatoldgicos, como depressdo ou
transtornos de ansiedade, e para 0 comprometimento de diversas
funcbes fisiologicas, como a diminuigdo da resposta imune, o
desenvolvimento de hipertensdo e a resisténcia a insulina, entre outros
processos patoldgicos (SAPOLSKY, ROMERO et al., 2000;
MCEWEN, 2003).

1.1  As respostas de medo e ansiedade

As reacOes aversivas sdo parte das principais vias de indugéo da
resposta de estresse, ativando uma ampla gama de mecanismos
enddcrinos que permitem ao organismo lidar com as ameacas. Ao
mesmo tempo, tais respostas enddcrinas também causam impacto no



cérebro, alterando a maneira com que 0s sistemas cognitivo e emocional
processam as informac¢Ges (SAPOLSKY, ROMERO et al.,, 2000;
MCEWEN, 2003).

O termo medo diz respeito tanto aos estados psicolégicos quanto
as respostas fisioldgicas e motoras que ocorrem sob a forma de reacéo
de defesa em resposta a um estimulo potencialmente ameacador.
Embora as definicdes de ansiedade estejam freglientemente ligadas a
resposta de medo, conceitualmente trés correntes ja tentaram definir e
identificar cada componente em separado. A primeira, compartilhada
por Freud' e Skinner® nas décadas de 30 e 40, descreve a ansiedade
como uma resposta a um estimulo potencial, enquanto que a resposta
destinada a uma ameaca real e clara seria observada na reacdo de medo
propriamente dito (1930 e 1941 apud BLANCHARD e BLANCHARD,
2008). A segunda corrente desta divisdo conceitual define tais respostas
de acordo com a relagdo com os comportamentos acompanhados. Desta
forma, enquanto o conceito de medo parece permanecer 0 mesmo, a
ansiedade passa a ser descrita em termos de sentimentos subjetivos de
apreensdo para o qual os processos cognitivos estdo direcionados,
podendo ser algo meramente potencial ou pouco especifico, como maus
resultados em determinada situagdo ou evento (BLANCHARD e
BLANCHARD, 2008). O ultimo e mais atual conceito sobre a distincdo
medo/ansiedade se refere ao tipo de processo em si. Desta forma,
enquanto o medo é tido como uma resposta evolutivamente programada
e adaptativa, a ansiedade seria provocada por processos mal adaptados
(BLANCHARD e BLANCHARD, 2008). Assim, enquanto ndo existem
“transtornos de medo” no DSM-IV (Manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais, publicado pela associacdo americana de
psiquiatria), a lista de transtornos de ansiedade e suas caracteristicas
expande a cada nova versdo do manual. Portanto, embora a defini¢do
para a qual cada termo é empregado seja em geral feita sem uma
distingdo muito precisa, é de consenso geral que o termo ansiedade seria
empregado quando a fonte de ameaca é incerta, ambigua ou irreal,
associada a uma resposta emocional subjetivamente desagradavel e
focada nos pensamentos e cogitagdes ligados a resolucdo da situacdo,
enguanto o medo seria uma resposta a um estimulo ameagador eminente

! Freud, S. Inhibitions, Symptoms and Anxiety. London, Hogarth Press. 1930.

2 Estes, W.K. and Skinner, B.F. Some quantitative properties of anxiety. J. Exper.
Psychol., 29: p390-400. 1941.



e envolveria reacdes elaboradas para o réapido desfecho da situacdo,
como comportamentos de esquiva e fuga da situacdo (MCNAUGHTON
e CORR, 2004; MAREN, 2007; BLANCHARD e BLANCHARD,
2008). Por fim, do ponto de vista neuroenddcrino, tanto 0 medo quanto a
ansiedade podem desencadear uma potente ativacdo hormonal, que por
sua vez é determinante para a ligacdo entre memorias altamente
resistentes e as situagdes de estresse (PACAK e PALKOVITS, 2001).

1.2 Além da fronteira: O Transtorno do Estresse Pds-
Traumatico (TEPT)

O transtorno do estresse pds-traumatico (TEPT) é uma patologia
comum a situagdes traumaticas ou de estresse intenso, como assaltos,
sequestros, desastres ou acidentes graves. A sintomatologia inclui
revivéncias repetidas e indesejaveis do evento (as quais sdo geralmente
muito vividas), hiperexcitacdo, perda do controle emocional e esquiva
dos estimulos relacionados (incluindo pensamentos) que podem evocar
memoérias ligadas ao trauma. Cerca de 60% dos pacientes experienciam
pelo menos algum destes sintomas como consequéncia imediata do
trauma (até trés dias apds) num processo conhecido como reacéo aguda
ao estresse. No entanto, enquanto grande parte dos individuos se
recupera em algumas semanas ou meses, em um grupo significativo os
sintomas persistem, levando ao quadro clinico do TEPT (EHLERS e
CLARK, 2000). Em uma revisdo, Kessler e colaboradores (2005)
reportam que nos EUA o TEPT possui uma incidéncia de 3,9% e uma
prevaléncia de 1,9% na populacdo. Além disto, estima-se que 7% da
populacdo ira experienciar o TEPT ao longo da vida (KESSLER, CHIU
et al., 2005). Um importante fator desencadeador do transtorno € a
caracteristica do estimulo causador, ou do trauma. Assim, dependendo
da etiologia do trauma, diferentes incidéncias de TEPT sdo observadas.
Pesquisas demonstram que entre as principais causas de TEPT estdo
sequestros, abuso sexual, ataques armados, catastrofes naturais,
desastres, e guerras (TERR, 1981; PYNOOS, FREDERICK et al., 1987,
SACK, SEELEY et al., 1997; KOROL, GREEN et al., 1999).
Atualmente, ja esta claro que mulheres sdo duas vezes mais predispostas
a desenvolver o TEPT do que homens, e que a remissdo dos sintomas
também ¢é trés vezes menor em mulheres do que em homens
(KESSLER, CHIU et al.,, 2005). Portanto, o cunjunto de dados
disponiveis sugere que o desenvolvimento da doenga é multifacetado, e
envolve fatores bioldgicos (resiliéncia ou algum tipo de predisposi¢éo),
ambientais (tipo de trauma) e culturais (existéncia de preparo prévio



contra determinada ameaca) (MCLEER, DEBLINGER et al., 1988;
NAJARIAN, GOENJIAN et al., 1996; SHAW, APPLEGATE et al.,
1996; MARCH, AMAYA-JACKSON et al., 1997; MCCLOSKEY e
WALKER, 2000).

Da maneira importante, sabe-se que outras comorbidades estdo
presentes nos pacientes com TEPT, como a depressdo, outros
transtornos de ansiedade e uso e abuso de drogas, 0 que acarreta em
milhdes de ddlares em tratamentos, e uma consideravel baixa de
recursos humanos (KESSLER, SONNEGA et al., 1995; WARNER,
KESSLER et al., 1995; GALEA, AHERN et al., 2002; KESSLER,
CHIU et al., 2005).

Conceitualmente, o TEPT é considerado uma patologia dos
sistemas de memoria, onde as respostas se tornam amplificadas e,
portanto, debilitantes. Trabalhos utilizando humanos e animais sugerem
gue haja na neurobiologia deste transtorno processos patolégicos ligados
a aquisicdo e a consolidacdo, mas também & expressdo e a extingdo de
memérias (RAUCH, SHIN et al., 2006; QUIRK e MUELLER, 2008).
Em todos os casos, respostas inadequadas de estresse ou de ativacdo dos
sistemas organicos relacionados, como o eixo HPA, parecem ser
candidatos a contribuir para o desenvolvimento desta psicopatologia
(BREMNER, RANDALL et al., 1995).

Embora muito ainda tenha que ser feito para determinar a relacdo
entre os corticoides e o TEPT, evidéncias experimentais sugerem uma
clara relacdo entre o cortisol e a formacdo e armazenamento de
memérias. Em animais de laboratdrio, ja estd bem claro que a
consolidagdo da memoria é aumentada quando a corticosterona é
administrada durante ou imediatamente ap0s aquisicdo, e que esta
mesma administracdo provoca prejuizos quando realizada antes da
evocacdo de memodrias ou mesmo durante a aquisicdo de tarefas
envolvendo memorias de curto prazo (MCGAUGH, CAHILL et al.,
1996; MCGAUGH e ROOZENDAAL, 2002; ROOZENDAAL, 2002;
JOELS, PU et al.,, 2006). Porém, estudos em humanos ndo tém
demonstrado uma clara correlagdo entre disfunges no eixo HPA e o
desenvolvimento do TEPT (PITMAN, SHIN et al., 2001).

Joels e colaboradores (2006), buscando unificar o0s
conhecimentos e desenvolver uma teoria mais clara para 0 processo,
propuseram que o0 estresse agudo apenas facilita o aprendizado e o
processo de consolidacdo quando: experienciado no contexto e por volta



do momento em que o evento a ser lembrado ocorre, e quando 0s
hormonios e neurotransmissores liberados em resposta exercem suas
funcbes nos mesmos circuitos cerebrais ativados pela situagdo. A tal
fendmeno, os autores chamaram de convergéncia espago-temporal
(JOELS, PU et al., 2006). Assim, tal hipdtese poderia explicar como o
estresse, dentro de um determinado contexto, induziria uma melhora na
atencdo aos estimulos e nos processos mneménicos relacionados a
informacdo, e em outros casos, prejudicaria o aprendizado e a evocagdo
de memodrias, processos essenciais na extin¢do de memdrias.

1.3 Modelando memdrias traumaticas pelo condicionamento
de medo

Durante a primeira metade do século passado, a neurociéncia se
voltou para o entendimento dos mecanismos das emogdes. Nomes como
Charles Sherrington, Walter Cannon, James Papez, Donald Hebb,
Konrad Lorenz, Nikolaas Tinbergen e Frederic Skinner foram os
pioneiros nesta area. O surgimento da ciéncia da cognicdo levou a
importantes avangos na compreensdo dos mecanismos de percepcao,
atencdo, memaria e processos cognitivos relacionados. Um dos grandes
avancos feitos esta no campo dos mecanismos cerebrais das emocdes
ligadas ao medo e ao aprendizado das respostas correlatas, e no contexto
de um paradigma atribuido, denominado condicionamento de medo.
Através deste novo paradigma, o medo pOde ser operacionalizado e,
enfim, se tornou experimentalmente modeldvel (LEDOUX, 2000).
Neste sentido, os sistemas cerebrais de medo tém sido tratados como
uma série de circuitos de processamento que detectam e respondem ao
perigo, muito mais do que um mecanismo de estados subjetivos.

O condicionamento Pavloviano de medo é um procedimento
experimental no qual um estimulo condicionado neutro (EC), como um
som, cheiro ou luz, é pareado (ou associado) a um estimulo aversivo
incondicionado (EI), tipicamente um choque nas patas, levando ao
aprendizado aversivo. Ap6s uma, ou algumas associacles, a
apresentacdo do EC passa por si s6 a desencadear comportamentos de
defesa, que incluem imobilidade, esquiva da fonte do estimulo, bem
como padrdes de atividade cerebral e secrecdo de hormdnios de estresse.
Assim, o medo aprendido ndo apenas gera respostas de defesa, mas
permite que estimulos ambientais associados também o facam.
Tipicamente, a ocorréncia de processos associativos, que acarreta na
inducdo destas respostas condicionadas (RCs), é observada na maioria
das espécies animais (TULLY, 1997). Além disto, tais reagdes de defesa



ocorrem tanto na presenca dos estimulos aprendidos quanto na presenca
de ameacas incondicionadas ou inatas, como por exemplo, a ameaga por
estimulos provenientes de predadores (LEDOUX, 2000; APFELBACH,
BLANCHARD et al., 2005).

1.3.1 Fases do condicionamento de medo

Em estudos de condicionamento de medo, as respostas evocadas
pelo EC sdo frequentemente medidas em sessdes de aquisi¢cdo e de
exposicdo ao EC. A aquisicdo é o aprendizado inicial, ou a associagéo
entre os estimulos condicionado (p. ex. odor) e incondicionado (p. ex.
choque), em uma sessdo geralmente chamada de treino ou
condicionamento. A evocacgdo, ou teste, é uma sessdo utilizada para
verificar a associacdo entre EC-EI, e é feita pela apresentacdo apenas do
EC. Sessdes de teste que sdo feitas dentro de uma janela de poucas
horas avaliam memoérias de curta duracdo, enquanto as que Sdo
realizadas apds um periodo maior (tipicamente 24h) avaliam memorias
de longo prazo. Sessdes de avaliagdo entre memorias de curta e longa
duracéo sdo utilizadas para o entendimento de como memérias instaveis
se tornam estaveis (MCGAUGH, 2000; DUDAI, 2004). Sessdes de
teste, também podem ser chamadas de reativacdo, em referéncia a
evocacdo das memorias estabelecidas, e sdo usadas para induzir um
estado de labilidade, o qual ocorre sempre que memorias sdo evocadas.
A labilidade que ocorre ap6s a reativacdo promove degradacao e sintese
de novas proteinas, processo que parece determinar o fortalecimento da
memoéria e sua estabilizacdo (NADER, SCHAFE et al., 2000; DUDAI,
2006). Entretanto, nesta etapa, a memoria pode sofrer atualizagdo em
ambos 0s sentidos, inserindo novos aspectos para fortalecer ou para
apagar a memoéria. Em um processo que envolve sucessivas
reexposicdes (geralmente longas) ao EC e que é chamado de extingéo,
também podemos ver o desmembramento entre EC e El e, este, por sua
vez, envolve um novo aprendizado, o de que ambos os estimulos ja ndo
possuem ligacdo. Este Gltimo processo € menos robusto do que o de
atualizacdo por reconsolidacdo, e como resultado, a memdria original
pode ser recuperada espontaneamente (BOUTON, WESTBROOK et al.,
2006; JI e MAREN, 2007).

1.3.2 O Condicionamento Olfatério de Medo (COM)

A olfacdo é para muitas espécies o sentido mais desenvolvido.
Utilizado para detectar e reconhecer coespecificos, presas e predadores,



bem como para executar comportamentos relacionados a reproducéao e
alimentacdo, o olfato de roedores é um sentido extremamente
sofisticado (BRENNAN e KEVERNE, 1997). Nestes animais, as areas
cerebrais dedicadas ao processamento dos estimulos olfatérios séo
muito maiores do que em outras espécies, refletindo uma relevancia
filogenética® substancial (RESTREPO, ARELLANO et al., 2004).
Anatémica e funcionalmente, o sistema olfatdrio de ratos é dividido
principalmente em dois sistemas quimiossensoriais: 0s sistemas
olfatorios principal (MOS) e acessorio (AOS). Enquanto 0 MOS estaria
implicado na detec¢do de uma ampla variedade de odores presentes no
ambiente, o AOS seria responsavel pela comunicacao intraespecifica e
pela deteccdo de estimulos provenientes de outras espécies, como
predadores (BRENNAN e KEVERNE, 1997). Entretanto, embora haja
uma visao tradicional de que estes dois sistemas processem os estimulos
de maneira segregada, estudos recentes tém demonstrado que ambos 0s
sistemas principal e acessorio podem ser ativados por odores em geral, e
por feromonios* e cairomdnios® (KOBAYAKAWA, KOBAYAKAWA
et al.,, 2007; ZUFALL e LEINDERS-ZUFALL, 2007; MUNGER,
LEINDERS-ZUFALL et al., 2009). Desta forma, a olfacdo exerce
funcGes dominantes sobre o comportamento.

Neste sentido, estudos prévios demonstram que o aprendizado
utilizando pistas olfatérias possui caracteristicas Unicas em relagdo as
diferentes fases do armazenamento da informacdo (SLOTNICK, 2001).
Baseando-se no condicionamento Pavloviano, Otto e colaboradores
(1997; 2000) demonstraram que o condicionamento aversivo utilizando
odores como estimulo condicionado resulta em uma associagdo robusta
e de longo prazo entre o estimulo olfatério condicionado e o estimulo
incondicionado (choque elétrico nas patas). Além disto, alguns achados
mostram que odores previamente pareados com choques sdo muito
eficazes em potencializar a resposta de sobressalto em ratos
(RICHARDSON, VISHNEY et al., 1999; PASCHALL e DAVIS, 2002)
e também em prejudicar a extingdo de outros condicionamentos
(RICHARDSON, TRONSON et al.,, 2002). Em adicdo, trabalhos
recentes demonstraram que odores utilizados como estimulos
condicionados em exposi¢do a ratos, parecem ser 0s (nicos estimulos

® Ligada a processos adaptativos e evolutivos favoraveis.

4 Moléculas liberadas por individuos da mesma espécie (e.g. comunicacéo entre
machos e fémeas).

% Odores envolvidos na comunicago interespecifica (e.g. presa x predador).



capazes de ativar o sistema hipotaldmico de defesa, uma rede neural
ligada a respostas naturais de medo frente ao odor de predadores
(CANTERAS, 2002; CANTERAS, KROON et al., 2008).

Por estas razdes, o condicionamento olfatorio de medo tem sido
amplamente utilizado para o entendimento das bases neurobioldgicas
das reacOes de defesa baseadas em memorias traumaticas (CANTERAS,
KROON et al., 2008; KROON e CAROBREZ, 2009).

1.4 O estresse como resposta adaptativa

O fisiologista americano Walter Cannon foi o primeiro a
introduzir o termo “homeostase” para descrever os “pProcessos
fisiologicos coordenados que mantém a maioria dos estados padrdes do
organismo” (CANNON, 1929). No entanto Cannon nunca utilizou o
termo “estresse”. Em 1936, Hans Selye introduziu e popularizou o
estresse como termo médico. O ponto de partida para a elaboracdo de
sua teoria do estresse foi uma carta para o periddico Nature onde ele
descrevia uma “triade” produzida por uma variedade de estressores: 1)
aumento da glandula adrenal, 2) ulceragdo gastrointestinal, e 3) atrofia
do timo e linfonodos (para revisdo, ver SELYE, 1998). Em 1950, Selye
propds o termo “sindrome de adaptagdo geral” (GAS), o qual, segundo
ele, seria 0 conjunto de reacGes ndo especificas desencadeadas quando o
organismo é exposto a um estimulo ameagador e que era constituida de
trés fases consecutivas: os estadgios de alarme, de resisténcia e de
exaustdo (SELYE, 1950). Porém, Selye parecia estar errado em um
aspecto: a caréncia de especificidade das respostas de estresse frente aos
estimulos. Assim, Mason (1971) em uma critica a teoria de Selye,
destacou que em resposta a diferentes estressores a atividade do eixo
HPA poderia aumentar, diminuir ou permanecer inalterada, e desta
forma a presenca da triade de Selye poderia ndo indicar a presencga de
estresse (MASON, 1971). Mason prop0s ainda que a ansiedade e o
medo fariam parte dos estimulos estressores que ndo possuiam
especificidade na producdo das respostas hormonais (MASON, 1971).
Mais recentemente, Chrousos e Gold (1992) definiram o estresse como
um estado de desarmonia ou homeostase ameagada que leva a respostas
especificas ou ndo, na qual a perda da especificidade seria desencadeada
por um estado que excederia 0s limites homeostaticos (CHROUSOS e
GOLD, 1992). Atualmente, sabe-se que de fato as respostas de estresse
ndo sdo igualmente desencadeadas por diferentes estimulos, e que
grande parte das diferengas no grau de ativacdo do eixo HPA nos



transtornos de ansiedade se devem ndo apenas a natureza do estimulo,
mas também a outros fatores, como o background genético, o historico
de vida, a intensidade/frequéncia do estimulo, o contexto, 0 sexo e a
idade, entre outros (PACAK e PALKOVITS, 2001; JOELS e BARAM,
2009).

Desde a metade do ultimo século, quando a existéncia do eixo
HPA foi proposta, extraordinarios avangos tém sido feitos na descrigdo
das agdes dos horménios do estresse em seus tecidos-alvos. Quando
descritos pela primeira vez nos anos 30 por Hans Selye, os
corticosteroides eram um tdpico aparentemente destinado aos
fisiologistas (ver SAPOLSKY, ROMERO et al., 2000). Assim, com o
passar dos anos, o0 interesse no campo cresceu e avangou ndo s nas
descobertas de seu papel na dor e inflamacdo, mas em todo o organismo
e em seus diversos sistemas e 6rgdos, incluindo o sistema nervoso
central (SNC). Foi entdo, na década de 60, juntamente com uma
avalanche de dados no campo dos neuropeptideos, que oS
neurocientistas passaram a observar as a¢fes dos corticosteroides no
cérebro e suas agdes sobre 0os mecanismos de emocao, tépicos que até
aquela época ndo eram considerados “quentes” (ver DE KLOET, 2000).
Hoje, o impacto do estresse nas funcBes cognitivas e nas emocles é
amplamente reconhecido. Sabe-se, por exemplo, que o tipo de estressor
influencia populagdes neuronais que detectam a ameaga em potencial,
bem como é&reas cerebrais especificas e hormdnios especificos
engajados na promocgdo de alteracbes adaptativas (PACAK e
PALKOVITS, 2001; MCNAUGHTON e CORR, 2004; MCEWEN,
2007; RODRIGUES, LEDOUX et al., 2009). Estressores fisicos, como
por exemplo, a perda de sangue, traumas ou frio, rapidamente recrutam
regides do tronco cerebral e hipotdlamo, enquanto estimulos
psicolégicos, como situacdes traumaticas, empregam primariamente
regides ligadas a emocdo (amigdala e cortex pré-frontal), aprendizado e
meméria (hipocampo) e tomada de decisdo (cortex pré-frontal)
(PACAK e PALKOVITS, 2001). Apesar disto, estes sistemas ndo sdo
segregados, ja que estressores fisicos com frequéncia possuem aspectos
psicolégicos, e vice-versa (JOELS e BARAM, 2009). Sabe-se também
gue a duracdo do estresse influencia enormemente as respostas
neuronais. Estimulos agudos, como a rapida aproximacdo de um
automovel, causam rapida atividade neural, com conseqliente aumento
da secrecdo de hormdnios do estresse, que de maneira geral, também
retorna rapidamente aos niveis basais. Entretanto, estas situacGes, ainda
gue rapidas, podem causar mudancas na expressdo génica em sitios
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neuronais especificos no hipotdlamo e hipocampo, por exemplo,
alterando as respostas comportamentais futuras (MCEWEN, 2007). Por
outro lado, o estresse crénico (que dura tipicamente semanas ou mais)
promove alteracBes sustentadas na expressdao de genes particulares,
mudancgas estruturais e nos padrdes de disparo neuronal, que, se
persistirem, podem levar a mudangas graves no funcionamento original
de certas redes neurais, resultando em psicopatologias como a
depressao, os transtornos de ansiedade, e até deméncia nos casos mais
graves (JOELS, KARST et al., 2007).

1.5 Os corticosteroides como neuroefetores da resposta de
estresse

Do ponto de vista cognitivo, o estresse provém de ameacas reais
ou potenciais que requerem acdes e alteragdes comportamentais
imediatas e também modificacdes nos comportamentos futuros. Essas
mudangas sdo por sua vez determinadas por diferentes neuroefetores
agindo durante e apds a exposicdo a ameagas. De maneira geral, cada
tipo de mediador possui suas particularidades do ponto de vista de acéo.
Tais caracteristicas podem ser espaciais, que envolvem a localizacdo de
receptores em sitios cerebrais especificos e/ou a colocalizagdo com
outros mediadores (figura 1), mas também temporais, onde tanto sua
liberacdo quanto o término de suas a¢Bes deve andar em concerto com
as caracteristicas do estimulo (p. ex.: intensidade, durag8o, repeticao) e
com o curso das respostas (figura 2) (JOELS e BARAM, 2009).

Um dos principais mediadores envolvidos no controle da resposta
de estresse sdo os corticosteroides (cortisol no homem e a corticosterona
em roedores). O cortisol é um corticosteroide secretado pelo cortex da
glandula suprarrenal de maneira circadiana (controlando processos
fisiolégicos ao longo do dia), ou pulsatil (sob demanda, principalmente
do estresse), diretamente na corrente sanguinea (LIGHTMAN, WILES
et al., 2008). Em geral, durante uma situacdo de estresse, 0s niveis
plasmaticos aumentam rapidamente cerca 10 vezes acima dos niveis
maximos circadianos, retornando aos niveis basais cerca de 1-3 horas
ap6s (DE KLOET, 1991).

O acesso dos corticosteroides aos receptores em areas cerebrais €
regulado por trés fatores: a) uma globulina de ligacdo aos
corticosteroides (CBG), b) a glicoproteica P de mdltipla resisténcia a
drogas (MDRpG), e¢ c¢) o metabolismo pela desidrogenase 11pB-
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hidroxiesteroide (11 HSD, principalmente tipo 1) (SECKL, 1997;
BREUNER e ORCHINIK, 2002; NARANG, FRAGA et al., 2008). A
primeira se liga aos glicocorticoides naturais como a corticosterona e 0
cortisol, e alguns de seus metabdlitos, mas ndo aos glicocorticoides
sintéticos, como a dexametasona, impedindo a penetracdo no cérebro de
esteroides ligados a ela. Entretanto a MDRpG transporta ativamente 0s
esteroides sintéticos, e até certo ponto o cortisol, pela barreira
hematoencefalica para fora do cérebro. Assim, os esteroides ndo
penetram prontamente o cérebro, mas apenas em altas concentracdes. J&
no tecido cerebral, a enzima 11 HSD-1 converte os metabolitos da
corticosterona e do cortisol de volta, assim reativando-os (MCEWEN,
2007), e permitindo que os aspectos centrais e periféricos de suas agdes
estejam em concerto (MASON, PARIANTE et al., 2008). A principio,
todas as areas cerebrais estdo expostas a este horménio, o que de certa
forma contrasta o carater localizacional das monoaminas e dos
neuropeptideos (para revisdo, ver MILLAN, 2003).
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Figura 1: Colocalizag8o central para a acdo dos mediadores da resposta ao estresse.
Nestas areas, ao menos duas classes de mediadores sdo altamente expressas. O
receptores adrenérgicos do subtipo B1 (B1), os receptores para 0 hormdnio liberador
de corticotrofinas dos subtipos 1 e 2 (CRH1 e CRH2), e os receptores mineralo e
glicocorticoide (MR e GR) séo expressos agrupadamente em éreas estratégicas (“hot
spots”) como o cortex pré-frontal, nicleos especificos da amigdala (central, medial e
basolateral), no giro denteado a nas areas CA1 e CA3 do hipocampo, no septo lateral
e no nucleo paraventricular do hipotdlamo. Tais zonas fazem parte de redes que
controlam a resposta ao estresse, 0 aprendizado e a memoria, a tomada de decisao,
além de respostas hormonais e autondmicas relacionadas as emogdes. (adaptado de
JOELS e BARAM, 2009).




12

Outro fator determinante para suas acdes no SNC ¢ a localizacao
de seus receptores, que no cérebro dos mamiferos constitui os subtipos
mineralocorticoide e glicocorticoide (MRs e GRs). Os dois receptores
estdo distribuidos diferentemente no cérebro (figura 1). Enquanto o
subtipo MR estd presente principalmente em neurbnios da formagédo
hipocampal, septo lateral e moderadamente na amigdala, locus
coeruleus e nicleo paraventricular, acarretando em acBes primarias
envolvendo cognicdo, emocdo e processamento do estresse, 0S
receptores GR estdo encontrados na maioria das areas cerebrais, atuando
tanto no processamento emocional quanto na recuperacao tecidual (DE
KLOET, 1991; DE KLOET, JOELS et al., 2005). Apesar da ampla
distribuicdo dos receptores GR, eles estdo presentes em maior nimero
em areas como o0 hipocampo, septo lateral e nucleo paraventricular,
onde controlam ndo s6 as respostas emocionais da reagdo de estresse
como o aprendizado, mas também a alca de retroalimentacdo do eixo
HPA (REUL e DE KLOET, 1986).

Decurso temporal

Estressor/
Aprendizado

Normalizag¢do;
Supressdo de informagdo
ndo relacionada

GR

MR

Corticosteroides

Figura 2: Niveis de corticosterdides apds a exposi¢do a um estressor e durante sobre
as diferentes fases do aprendizado relacionado. Inicialmente, os corticosterdides
atuam sobre os receptores do subtipo mineralocorticéide (MR), favorecendo as
etapas de aquisicdo e consolidagdo, enquanto os receptores do subtipo
glicocorticoide (GR) promovem a normalizacdo dos processos e a supressdo
neuronal em uma etapa mais tardia, protegendo a informagéo recém adquirida contra
a entrada de novos estimulos nao relacionados. O deslocamento na curva (p. ex.:
caso um estresse ocorra antes da tarefa a ser aprendida) para a esquerda (antes) ou
para a direita (ap6s) prejudica as diferentes fases do aprendizado. Legenda: CHR =
Hormdnio Liberador de Corticotrofinas.
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No SNC, uma das principais caracteristicas dos corticosteroides é
a de que depois de ativados, os receptores promovem acdes que
demandam minutos e até dias no curso de seus efeitos (figura 2) (JOELS
e BARAM, 2009). Assim, em compara¢do as monoaminas, como a
noradrenalina, a ativacdo dos respectivos receptores resulta em um
padrdo quase inverso, com os corticosteroides mediando principalmente
acoes mais duradouras (horas — dias), induzindo ou reprimindo fatores
de transcricdo, resultando em efeitos gendmicos, e as monoaminas
promovendo efeitos principalmente sinapticos, para o controle rapido
dos processos. Gragas as agdes em concerto destes dois sistemas, €
possivel manter o fluxo de informacdo a ser processada em tempo real
(JOELS, KARST et al.,, 2007), e posteriormente gerar a supressao
neuronal que previne a entrada de novos estimulos e protegendo a
informacéo relacionada ao estimulo estressor contra eventos que possam
prejudicar a consolidacdo ou que possam promover a associagdo com
informagGes provenientes de novos estimulos (MCEWEN, DE KLOET
et al., 1986; SAPOLSKY, 1996).

1.6  No centro da questdo: o eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenal

O eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal é, juntamente com o eixo
simpato-adrenal, 0 mecanismo primario de manutengdo e
reestabelecimento da homeostase durante e apos o estresse (figura 3).
Desta forma, a exposicdo a um estressor ativa 0Ss neurdnios
parvocelulares do ndcleo paraventricular do hipotadlamo que secretam
horménios liberadores, como o CRH e a VP, na circulacdo portal da
eminéncia mediana. Assim, 0os hormonios liberadores atuam na
pituitdria  anterior, promovendo a secrecdo do hormonio
adrenocorticotrofico (ACTH), que por sua vez viaja pela corrente
sanguinea até a zona fasciculada no cértex da glandula adrenal,
iniciando a sintese e a liberacdo corticosteroides. Assim que liberados,
0s corticosteroides circulantes promovem a mobilizagdo das reservas de
energia, potencializando os efeitos dos mediadores simpaticos
(MCEWEN, DE KLOET et al., 1986). Através de uma interacdo entre o
sistema simpdtico e eixo HPA, ambos os sistemas acabam por exercer
fungdes complementares, como aumento do tbnus cardiovascular,
aumento da pressao arterial, mobilizacdo das reservas de energia,
aumento transitério da capacidade imunolégica e inibicdo de processos
de alto custo como reproducdo e crescimento (FINK, 2007;
RODRIGUES, LEDOUX et al., 2009; ULRICH-LAI e HERMAN,
2009).
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Figura 3: Circuitos ativados em resposta ao estresse. Caso 0s sistemas sensoriais
percebam alguma ameaga (p.ex. odor de um predador), o cérebro ativa duas
principais linhas de defesa: a via rapida pelo sistema nervoso autonémico (SNA, em
cinza), e também uma via lenta pelo eixo hipotadlamo — pituitaria - adrenal (HPA, em
vermelho). A primeira linha (em azul) parte da ativacdo da amigdala (AM), que
estimula o hipotadlamo, o qual ird iniciar a resposta pelo SNA secretando um
coquetel composto por 20% de noradrenalina (NA) e 80% de adrenalina (A) pela
medula da glandula suprarrenal. Esta ativacdo autondmica promove ainda a
liberacdo de noradrenalina no cérebro via ndcleo do trato solitario e locus coeruleus.
A segunda linha de defesa inicia sua resposta com a secre¢do do horménio liberador
de corticotrofina (CRH) pelo nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN), que por
sua age sobre a hipdfise anterior liberando o hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH)
na corrente sanguinea. Em consequéncia, o ACTH viaja até o cortex da glandula
suprarrenal induzindo a secre¢do de corticosteroides (CORT). Em conjunto, as a¢des
rapidas despertam o0s sistemas sensoriais, e pdem o organismo em estado de alerta
aumentando a atencdo e a vigilancia. Em contrapartida, as a¢des lentas iniciam a
tecidual, mobilizam as reservas de energia e preparam 0 organismo para o futuro
através da acdo sobre areas cerebrais como a amigdala (AM), o cdrtex pré-frontal
(CPF) e o hipocampo (HPC). A alga de retroalimentacdo negativa exercida pelos
corticosteroides é feita em nivel rapido sobre o hipotalamo e pituitaria, e lento sobre
a formacdo hipocampal. (adaptado de JOELS e BARAM, 2009; e SCHWABE,
WOLF et al., 2010).
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A retroalimentacdo do eixo HPA envolve a¢des em uma série de
locais, de maneira rapida, mas também lenta. Sua retroalimentacdo
rapida surge imediatamente apo6s a liberagdo dos glicocorticoides, e dura
cerca de 5-15 min, enquanto que sua via lenta surge apenas 1-2 h apos e
pode persistir por até 4 horas. Tais diferengas surgem, presumivelmente,
de diferencas quanto a acBes ndo gendmicas e gendmicas,
respectivamente (DE KLOET, VREUGDENHIL et al., 1998). Em nivel
celular, a retroalimentacdo rapida é exercida primariamente por inibicdo
da sintese e liberacdo de ACTH no nivel hipotalamico, através da
reducdo da expressdao de RNA mensageiro para CRH e VP. Ja a
retroalimentacdo lenta se da ao nivel da hipdfise anterior, onde os
glicocorticoides reduzem a expressdo de RNA mensageiro para 0
precursor da ACTH (HARBUZ e LIGHTMAN, 1992). Outro
mecanismo descrito envolve as ac¢bes em altos centros como o
hipocampo, prevenindo assim a ativagdo continuada de todo o sistema.
Tais acOes regulatorias sdo essenciais para assegurar que a resposta de
estresse seja bem coordenada, permitindo que a resposta tenha um
pronto inicio, mas também que seja encerrada adequadamente
(FULFORD e HARBUZ, 2005).

1.7  “Tique-taque” rdapido e lento: o0s receptores
corticosteroides

As principais ac¢les dos corticosteroides sdo mediadas por
receptores nucleares especificos, dos quais existem dois tipos ja
anteriormente  descritos: 0os  receptores  mineralocorticoide e
glicocorticoide. Entretanto, dados acumulados nos Uultimos anos
mostram que estes receptores estdo localizados também em membranas,
mediando assim as ac¢bes répidas dos corticosteroides (tabela 1)
(FULFORD e HARBUZ, 2005; PRAGER e JOHNSON, 2009).

Mecanismos ndo gendbmicos

Na pré-sinapse, diversos eventos séo regulados pelos receptores
MR, como a excitabilidade e a liberacdo vesicular, e 0 aumento da
frequéncia de liberacdo de neurotransmissores como o glutamato, via
proteina G (KARST, BERGER et al., 2005; OLIJSLAGERS, DE
KLOET et al., 2008). Recentemente, também foi demonstrado que 0s
receptores MR podem inibir canais de potéssio (OLIJSLAGERS, DE
KLOET et al., 2008).

Em contrapartida, a ativacdo dos receptores GR acoplados a
proteina G resulta na sintese e liberacdo retrograda de
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endocanabinoides, que por sua vez reduzem a liberacéo de glutamato na
pré-sinapse (DI, MALCHER-LOPES et al., 2003; TASKER, DI et al.,
2006). Ainda, na pds-sinapse, os receptores GR acoplados a proteina G
inibem canais de calcio tipo L e N, e também proteinas cinase C,
reduzindo as correntes dos canais de calcio (DIVERSE-PIERLUISSI e
DUNLAP, 1993; FFRENCH-MULLEN, 1995). Estes mesmos
receptores também inibem, indiretamente, receptores NMDA através de
proteina cinase A (DIVERSE-PIERLUISSI e DUNLAP, 1993) e
aumentam a hiperpolarizacdo induzida pelos receptores GABAA
(DALLMAN, 2005).

Mecanismos gendmicos

Glicocorticoides circulantes penetram facilmente a membrana
celular e se ligam aos receptores MR e GR intracelulares. Apoés
formarem dimeros, as moléculas se ligam a elementos de resposta
modulando a transcricdo génica. O resultado é a codificacdo de
proteinas para outros receptores (GROC, CHOQUET et al., 2008),
proteinas do citoesqueleto (HARRELL, MURPHY et al., 2004),
neurofilamentos, cinases, e proteinas que regulam a dinamica vesicular
(MORSINK, JOELS et al., 2006; DATSON, MORSINK et al., 2008) e
por isso estdo consequentemente envolvidos na plasticidade sinaptica e
morfologia celular. Sabe-se também que ambos os receptores podem
estar presentes na membrana celular, exercendo suas acdes através de
segundos-mensageiros, como as MAP cinases e proteina cinases, ou
mesmo acoplados a complexos de proteinas G, nos quais direta ou
indiretamente o sinal bioquimico migra até o ndcleo induzindo
modificagdo na transcri¢do génica (LI, QIU et al., 2001; QIU, WANG et
al., 2001; KINO, TIULPAKOV et al., 2005).

Afinidade dos receptores corticosteroides

Os receptores MR tém de moderada a alta afinidade pela
aldosterona, corticosterona, cortisol e desoxicorticosterona, e baixa
afinidade pelos glicocorticoides sintéticos como a dexametasona. Ja o
receptor GR pode ser diferenciado pelo seguinte perfil de afinidade:
dexametasona > cortisol > corticosterona > aldosterona (FULFORD e
HARBUZ, 2005).

Os receptores MR possuem dez vezes mais afinidade pelos
corticosteroides circulantes do que os receptores GR. Devido a esse
diferencial de afinidade, os receptores MR permanecem, em sua
maioria, ocupados em condi¢Bes basais, enquanto os receptores GR
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estdo apenas parcialmente ocupados, sendo estes Ultimos ocupados em
sua plenitude apenas quando os niveis circulantes de corticosteroides
aumentam, por exemplo, em situagdes de estresse (DE KLOET, 1991).

Devido a tais particularidades, os receptores MR parecem estar
envolvidos nos processos continuos de avaliacdo e atencédo, e ndo apenas
nas respostas de estresse (JOELS, KARST et al., 2008). J& os receptores
GR parecem terminar as reacOes de estresse, armazenando memorias e
facilitando a recuperacdo. Desta forma, os dois sistemas parecem formar
uma rede de sinalizagdo interativa determinante para 0S processos
adaptativos (DE KLOET, JOELS et al., 2005).

1.8 Como os corticosteroides influenciam as diferentes fases
do aprendizado?

Muitos estudos tém buscado compreender como 0 estresse
influencia o aprendizado e as memérias. (MCGAUGH, 2004; LUPIEN,
FIOCCO et al., 2005; JOELS, PU et al., 2006; SHORS, 2006). Neste
sentido, é consenso geral que situacdes de estresse intenso sdo muito
bem recordadas, como no caso do TEPT. Da mesma forma, estudos
utilizando ferramentas genéticas e farmacolégicas tém demonstrado que
0 estresse pode sim possuir um efeito facilitatério sobre o aprendizado, e
até mesmo indispensavel para a estabilidade das memorias e 0
desempenho cognitivo (OITZL e DE KLOET, 1992; SCHWABE,
OITZL et al.,, 2007; SCHWABE, DALM et al., 2008). Entretanto,
embora grande parte dos dados da literatura apontem para efeitos
facilitatorios, alguns estudos também sugerem que 0 estresse possa estar
associado a prejuizos cognitivos em determinadas situacGes, e também
com a promocao de memdrias pobres em detalhes (CHRISTIANSON,
1992; CAHILL, GORSKI et al., 2003; LUPIEN, FIOCCO et al., 2005).
Mas como estes achados paradoxais podem ser explicados?

Lupien e McEwen (1997) listaram uma série de evidéncias que
indicam que o0s corticosteroides possuem multiplos efeitos,
frequentemente conflitantes, sobre as funcdes da memoria. Os autores
enfatizam que uma dissociacdo dos efeitos em diferentes fases da
meméria é um passo critico para uma correta interpretagdo dos efeitos
dos corticosteroides sobre os processos cognitivos (LUPIEN e
MCEWEN, 1997).



Tabela 1: Resumo das atividades ndo gendmicas e gendmicas dos receptores MR e GR sobre a dindmica celular. (1) efeitos
pré-sindpticos e (2) pds-sinapticos.

Receptor

Mecanismos Mineralocorticoide Glicocorticoide

Nido genomicos ¢ Regulacio vascular Sm Aumento da liberaciio de endocanabinoides Qu
e Aumento da liberagio de glutamato ”; Inibicio de canais de Ca®* tipo L e N ¥;
o Inibi¢io de canais de potéssio . Redugdo na corrente dos canais de Ca™ ?;
Inibigiio de receptores NMDA ?;
Modulagio de receptores GABA, .

Gendmicos ¢ Codificacdo de proteinas para outros receptores, altera¢des no citoesqueleto;

Modulacéo de cinases e segundos mensageiros (MAP, NFKB, PLC, PKC, ERK1/2, Rackl, Hsp40);
Alteracdo na dinimica vesicular;

¢ Modulacio sobre a plasticidade sinaptica e morfologia celular.
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Ao que parece, a capacidade mnembnica é extremamente
influenciada pela acdo ordenada dos horménios do estresse, que podem
facilitar ou prejudicar a aquisicdo, consolidacdo ou a acessibilidade as
memérias de acordo com um padrédo temporal, de balanco de receptores
e também com o local onde estes horménios estariam agindo dentro do
SNC (figura 4) (DE KLOET, VREUGDENHIL et al., 1998; DE
KLOET, JOELS et al., 2005; JOELS, PU et al., 2006).

Assim, diversos estudos, tanto em humanos quanto em animais,
tém sugerido que quando os corticosteroides sdo liberados em resposta a
um estressor muito tempo antes (p. ex.: 1-4h) ou muito tempo apds (p.
ex: +30 min) o estimulo a ser lembrado, a capacidade cognitiva pode ser
prejudicada (KIRSCHBAUM, WOLF et al.,, 1996; DE QUERVAIN,
ROOZENDAAL et al., 1998; DIAMOND, PARK et al., 2005). De
maneira oposta, quando a acdo destes hormdnios ocorre por volta do
estimulo a ser lembrado, hd uma facilitacdo dos processos mneménicos
(OITZL e DE KLOET, 1992; ROOZENDAAL, QUIRARTE et al.,
1997).

Por fim, é essencial lembrar que a ac¢do dos corticosteroides
promove um padrdo de resposta em sino. Assim, concentraces baixas
ou muito elevadas parecem prejudicar a consolidacdo (NEWCOMER,
CRAFT et al.,, 1994; KIRSCHBAUM, WOLF et al., 1996), enquanto
gue doses moderadas promovem facilitagdo dos processos cognitivos
(SHORS, WEISS et al., 1992; SANDI, LOSCERTALES et al., 1997).

1.8.1 Efeitos sobre a aquisi¢do e consolidagdo de memdrias

Como anteriormente descrito, o curso temporal dos efeitos
induzidos pelo estresse apresenta um amplo alcance (figura 2). Logo
ap6s a apresentacdo a um estressor, 0s niveis de corticosteroides
aumentam. As agBes primarias se iniciam dentro de minutos ap6s a
exposicdo a ameaca. Através de sua atividade sobre receptores de
membrana, os corticosteroides promovem aumento da probabilidade da
liberacdo de glutamato, e em sinergismo com as ac¢Ges da noradrenalina
facilitam a potenciacdo de longa duracdo (LTP). Além disto, este
sistema funciona em coordenagdo com outros neurotransmissores, como
as catecolaminas (principalmente adrenalina e noradrenalina), o0s
neuropeptideos, a vasopressina € o préprio CRH, controlando fungdes
de vigilancia, alerta, excitacdo e atencdo, essenciais para 0
processamento de informagdes sobre estimulos em andamento e a
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consequente aquisicdo de memdrias (LUPIEN e MCEWEN, 1997; DE
KLOET, KARST et al., 2008).

Quando a transicdo entre a aquisicao e a consolidacdo assume seu
lugar no processo, os corticosteroides auxiliam na estabilizacdo da
informagdo adquirida, promovendo mudancas funcionais e estruturais
extremamente duradouras, via mecanismos gendmicos anteriormente
descritos. Assim, ja foi demonstrado que a frequéncia de disparo
neuronal no hipocampo é suprimida pelos corticosteroides, fortalecendo
a consolidacdo através da prevencdo da entrada de novos estimulos
(PFAFF, SILVA et al., 1971). A tabela 1 mostra que, por diversos
mecanismos, 0s receptores MR e GR promovem plasticidade sinaptica e
contribuem para a consolidacdo de memorias. Um exemplo disto, é que
a ativacdo dos receptores corticosteroides aumenta as correntes de calcio
e a expressdo de receptores NMDA em neurbnios hipocampais
(MCEWEN, 1999). Da mesma maneira, a exposi¢cdo aguda a um
estressor também aumenta os niveis de RNAm para receptores cainato,
contribuindo para o funcionamento da LTP (JOELS, BOSMA et al.,
1996).

Em resumo, os dados obtidos até agora apontam para um papel
facilitatorio dos receptores corticosteroides sobre a aquisicdo e
consolidacdo de memoérias, que envolvem principalmente acdes
plasticas sobre o hipocampo (MCEWEN, 1999), mas que também
podem ser estendidos a outras areas como a amigdala (YANG, CHAO
et al., 2007) e cortex pré-frontal (BARSEGYAN, MACKENZIE et al.,
2010).

1.8.2 Efeitos sobre a expressdo de memdrias

Os efeitos do estresse sobre a evocagdo de memorias parecem
diferir dos efeitos facilitatérios observados na aquisicdo e consolidacao.
Desta maneira, VAarios estudos tém sugerido que o estresse pode
prejudicar a evocagdo das memdrias (DE QUERVAIN,
ROOZENDAAL et al., 1998; DE QUERVAIN, ROOZENDAAL et al.,
2000). Um exemplo classico disto é que quando individuos sé&o
submetidos a um teste estressante, eles frequentemente apresentam um
prejuizo na evocacdo da informacdo armazenada. Entretanto, ao mesmo
tempo esta dificil situacdo grava profundamente as memorias que estao
sendo consolidadas durante a situacdo. Esta competicdo entre uma
informacdo prévia e um desafio atual parece ndo ser mal adaptativa,
considerando que consolidar as informagdes sobre uma nova ameaca
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pode aumentar as chances de sobrevivéncia no futuro (JOELS, PU et al.,
2006).

Em animais, diversos trabalhos demonstram que a evocacéo de
memérias pode ser prejudicada pelo estresse ou pela administracdo de
corticosteroides. (DE QUERVAIN, ROOZENDAAL et al., 1998;
DIAMOND, PARK et al., 2005). Recentes evidéncias apontam para a
necessidade de uma coincidéncia temporal entre a atividade
noradrenérgica e corticosteroide na amigdala durante a evocacao, assim
como na consolidagdo, ja que o bloqueio de receptores adrenérgicos do
subtipo beta ou a lesdo da amigdala basolateral impede o prejuizo
induzido pelos corticosteroides na evocacdo da memoria espacial em
ratos (ROOZENDAAL, 2002; 2003; ROOZENDAAL, HAHN et al.,
2004).

Em humanos, trabalhos também indicam que o estresse, bem
como a administracdo de corticosteroides, prejudica a evocacdo de
memérias declarativas (BUCHANAN, TRANEL et al., 2006;
COLUCCIA, WOLF et al., 2008). Além disto, assim como observado
em roedores, a administracdo de bloqueadores adrenérgicos beta reduz
0S prejuizos induzidos pela administracdo de corticosteroides sobre a
evocacao (DE QUERVAIN, AERNI et al., 2007; SCHWABE, ROMER
et al., 2009). De maneira interessante, 0s corticosteroides parecem nao
influenciar o desempenho na evocagdo de memorias em situagcdes sem
carga emocional, sugerindo uma acdo coordenada entre 0s eixos
simpato-adrenal e HPA, e reforcando a interagdo entre estes dois
sistemas e o papel do estresse no gerenciamento das memdrias aversivas
(KUHLMANN e WOLF, 2006).

Os efeitos do estresse sobre a evocagdo de memorias também
parecem ser dependentes de uma escala temporal. Assim, em animais
submetidos a uma tarefa de memoria espacial, a exposicdo a um
estressor, 2 min ou 4 h antes da expressdo da memoria retida nédo
prejudicou a evocagdo, mas sim quando o estressor foi apresentado 30
min antes (DE QUERVAIN, ROOZENDAAL et al., 1998). Tal efeito
parece ter relacdo direta com a elevacdo dos niveis plasmaticos de
corticosteroides induzida pelo estressor, que ndo atingiu seu pico em
escala temporal coincidente com a evocagdo. Da mesma maneira, 0
bloqueio da sintese e liberacdo de corticosteroides impediu os efeitos
observados (DE QUERVAIN, ROOZENDAAL et al., 1998).

O envolvimento do hipocampo no processo de evocacdo mediado
pelos corticosteroides também tem sido sugerido. As acoes celulares dos
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corticosteroides no hipocampo sdo condizentes com este processo, ja
que a administracdo de altas doses de corticosterona reduz
substancialmente a  frequéncia de disparo  neuronal  por
aproximadamente 30-60 min (PFAFF, SILVA et al., 1971; JOELS,
2001).

Desta forma, parece evidente que a liberacdo aguda de
corticosteroides influencia as diferentes fases do processamento
cognitivo. A administracdo de corticosteroides imediatamente antes ou
apos o aprendizado parece intensificar a aquisicdo e a consolidacdo de
memorias, enquanto que a administragdo “fora do contexto” da tarefa
parece prejudicar estes processos. De maneira oposta, a administragdo
aguda de corticosteroides parece prejudicar a evocacdo de memorias.

Na busca pelo entendimento e tratamento dos transtornos de
ansiedade ligados ao estresse provocado por eventos traumaticos, como
0 TEPT, o desenvolvimento de testes e modelos experimentais com o
objetivo de melhor entender os processos psicopatoldgicos, bem como a
pesquisa de possiveis alvos para seu tratamento e/ou prevencao, podem
ser importantes ferramentas na compreensdo da psicobiologia dos
transtornos de ansiedade. Neste sentido, nosso laboratério tém
desenvolvido trabalhos relevantes utilizando o condicionamento
olfatério de medo, sugerindo que este modelo possa ser uma ferramenta
importante para o estudo do estresse e das memdrias aversivas.

Considerando o que foi descrito nos capitulos anteriores, parece
evidente que os hormdnios do estresse, em particular os corticosteroides,
possuem papel crucial na aquisicdo e no gerenciamento de memodrias
traumaticas, e que as drogas de acdo sobre o sistema corticosteroide
podem se mostrar promissoras como ferramentas para o entendimento
dos processos psicopatoldgicos, bem como servir de referéncia para o
desenvolvimento de tratamentos visando a redugdo da vulnerabilidade e
as consequéncias de um trauma ou atenuar as memorias debilitantes
(CONRAD, LUPIEN et al., 1997; MARIN, HUPBACH et al., 2011;
PITMAN, MILAD et al., 2011). Assim sendo, o desafio proposto no
presente trabalho foi testar a hipGtese de que no TEPT, a
susceptibilidade a formacdo de memdrias aversivas passa por uma
modulacdo feita pelos corticosteroides. Ao mesmo tempo, dados da
literatura sugerem que os pacientes com TEPT possuem uma inabilidade
em extinguir as memorias aversivas apds um trauma, e assim, nos
acreditamos que os corticosteroides possam impedir a extin¢do por
prejudicar a evocacgdo (processo crucial para a extingdo) das memdrias
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traumaticas recém-formadas. Para testar estas hipdteses, o presente
trabalho buscou entender quais sdo as regras que governam estes
processos modulatérios exercidos pelos corticosteroides.

Para tanto, buscamos investigar quais as condigdes basicas para o
estabelecimento do COM (e.g. nimero de choques), e a sua repercussao
sobre o eixo HPA; e se agonistas dos receptores GR e MR poderiam
influenciar na aquisicio de uma memoria relacionada a um
condicionamento fraco ou prejudicar a aquisicao e a expressdo do COM
efetivo. Para tanto, foram utilizadas as medidas bioquimicas e as
respostas comportamentais exibidas por animais submetidos aos
protocolos experimentais descritos nos proximos capitulos. Buscando
investigar a hipotese anteriormente descrita, os objetivos a seguir foram
tracados.
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2 Objetivos e metas

2.1  Objetivos

Com base na hipdtese de que os receptores GR e MR estariam

modulando de maneira bidirecional o0s aspectos funcionais do
armazenamento de memorias traumaticas, o presente trabalho objetivou
avaliar o papel de ambos 0s receptores nas etapas de aquisicdo,
consolidacgdo e evocacdo do Condicionamento Olfatério de Medo. Para
tanto, as seguintes estratégias experimentais foram delineadas:

2.2 Metas

Ajustar o condicionamento olfatério de medo com a utilizagdo de
diferentes protocolos de associacao;

Investigar a resposta de estresse no modelo, detectando possiveis
estratégias experimentais para o estudo da facilitacdo e do prejuizo
provocado por agonistas dos receptores GR e MR;

Determinar os niveis de corticosterona em resposta a exposicao
COM nas diferentes condigdes experimentais;

Investigar os efeitos da administracdo de agonistas GR e MR antes
da aquisicdo do condicionamento olfatério de medo;

Avaliar os efeitos da administracdo aguda de agonistas GR e MR
imediatamente apds a aquisi¢do do condicionamento olfatorio de
medo;

Investigar os efeitos da administracdo de agonistas GR e MR antes
da expressédo do condicionamento olfatério de medo;

Verificar os efeitos dos agonistas GR e MR sobre o eixo HPA em
resposta ao estresse (COM).
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3 Material e Métodos

3.1  Animais

Ratos machos da linhagem Wistar, com 12-16 semanas de idade e
pesando entre 300-400 gramas foram utilizados para a realizacdo do
trabalho. Os animais, provenientes do biotério central da Universidade
Federal de Santa Catarina, foram alojados em caixas moradia plasticas
(50 x 30 x 15 cm), forradas com maravalha de madeira, e em nimero de
4-5 por caixa. Apos serem trazidos do biotério setorial do departamento
de Farmacologia, os animais foram alojados no biotério do Laboratério
de Neurobiologia Comportamental, em uma sala com temperatura
(23+1°C) e fluxo de ar (mantido por dois exaustores de vazdo 280 m*/h)
constantes, em ciclo claro-escuro 12/12h (luzes acesas as 07:00 h) e com
comida e agua ad libitum.

Todos os animais eram inexperientes do ponto de vista
experimental até o inicio dos testes. Os experimentos comportamentais
foram sempre conduzidos entre 09:00 e 16:00 h. Os procedimentos de
cuidado, manutencdo e manuseio dos animais foram conduzidos de
acordo com o Guia de Cuidado e Uso de Animais de Laboratério do
NIH (INSTITUTE FOR LABORATORY ANIMAL RESEARCH, 2011) e
previamente aprovados pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo n°
23080.008789/2009-46).

3.2 Drogas

Para a realizagdo dos experimentos, as seguintes drogas foram
utilizadas: Os agonistas do receptor glicocorticoide Dexametasona
(DEX; Tocris Bioscience®, USA; 1 ou 3 mg/kg), e do receptor
mineralocorticoide Fludrocortisona (FLU; Sigma-AIdrich®, USA;1ou3
mg/kg; em parte gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Roberto Andreatini -
UFPR). Todas as drogas foram dissolvidas em veiculo composto de
solucdo salina (NaCl 0,9%) adicionada de 2% de solvente (Tween 80), 0
qual também serviu como padrdo experimental (controle). As doses
utilizadas foram escolhidas de acordo com dados prévios da literatura
(MILLER, SPENCER et al., 1992; OITZL e DE KLOET, 1992;
TAUBENFELD, RICEBERG et al, 2009; NINOMIYA,
MARTYNHAK et al., 2010) e com estudos piloto desenvolvidos em
nosso laboratdrio. Todas as solu¢Bes foram administradas por via
subcutanea em fracdo de 1 mi/kg.
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3.3  Coleta das amostras de sangue e determinacéo dos niveis
séricos de corticosterona por ensaio imunoenzimatico

As concentracBes de corticosterona foram determinadas em
amostras de soro apds as sessbes de condicionamento e EC-l. O
procedimento de coleta (300 ul) foi conduzido através de uma pequena
incisdo na cauda de acordo com Fluttert et al (2000), 30 min apés cada
respectivo experimento. Imediatamente ap0s 0s experimentos, 0S
animais foram transportados para uma sala adjacente e alojados em
caixas onde os respectivos animais haviam sido previamente habituados,
permanecendo sem serem perturbados até 0 momento da coleta. Para o
procedimento de coleta, os animais foram transportados individualmente
para outra sala onde, apés realizar o procedimento de contencdo manual,
as amostras foram coletadas a partir de uma incisdo a 3 cm da
extremidade final da cauda. O procedimento de contencdo e coleta
durava até dois minutos. As amostras foram coletadas usando
micropipeta (Hamilton Softgrip Pipette 100 pL-1000 pL, USA) e
imediatamente armazenadas em eppendorf até que coagulassem por
completo (x90 min). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
3000 RPM durante 10 min (4°C) para a separacdo de fases e coleta das
amostras de soro, que foram estocadas em freezer (-30°C) até a
realizacdo do ensaio imunoenzimatico. No dia do ensaio, as amostras
foram descongeladas e reconstituidas por agitacdo em vdrtice. As
amostras foram diluidas em concentracdo de 1:10. As concentragdes de
corticosterona foram avaliadas em duplicata por conjunto para ensaio
imunoenzimatico (ELISA - Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay;
Corticosterone ELISA, IBL International®, Germany). Para o ensaio, 20
pl das solugdes padrdo e das amostras foram utilizados. A construcdo
das curvas padrédo foi feita através de concentracdes padrdo de 0,5, 15,
30, 60, 120 e 240 nmol/L providas pelo conjunto ELISA. A densidade
Optica (450 nm) para cada pogo das placas do conjunto foi medida
utilizando um leitor de placa (TECAN Group Ltd., Switzerland) dentro
de 10 min apéds a adicdo de solucdo de parada para o encerramento da
reacdo enzimatica. A determinacdo das curvas de concentracdo foi feita
por método automatizado (4 parameter logistics curve fit) utilizando
programa de computador especifico (MasterPlex® 2010; Hitachi
Software Engineering Co. Ltd., USA). O célculo dos resultados foi feito
apos a construcdo de curvas padrdo e plotagem das absorbancias médias
dentro das curvas padrdo. Todas as amostras ficaram dentro do limite
das curvas padrdo. Os coeficientes de variacdo intra e interensaio foram
de 6,7% e 13,6%, respectivamente.
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3.4 Modelo e procedimentos experimentais

Os procedimentos experimentais com o0 modelo de
Condicionamento Olfatério de Medo (COM) foram realizados com base
em um trabalho previamente desenvolvido em nosso laborat6rio
(KROON e CAROBREZ, 2009). O protocolo experimental foi realizado
utilizando dois aparatos diferentes: uma caixa de condicionamento e
uma caixa de exposi¢do ao odor. Antes de cada sessdo experimental,
todos os animais foram habituados em uma sala adjacente as salas de
experimento por no minimo 30 min.

A caixa de condicionamento (50 x 26 x 35 cm, Insight®
Equipamentos, Brasil) foi construida com trés paredes de aco
inoxidavel, e com uma parede lateral e o teto (com dobradigas para
abertura) de acrilico transparente (figura 4a). O assoalho gradeado foi
construido com barras de ago inoxidavel (3 mm de didmetro, afastadas
em 7 mm) ligadas a um gerador de choque programavel em intensidade
(0,4 mA) e duracdo (2 s). A aplicacdo do choque como estimulo
condicionado foi realizada manualmente por um botdo de disparo
disponivel no gerador de choques. Durante a sessdo de condicionamento
os animais foram colocados cuidadosamente na caixa de choque, onde
foram utilizados periodos de 40 s, de atraso para o primeiro choque, de
intervalo entre cada disparo, e apds o Ultimo choque. Abaixo do piso
gradeado, uma gaveta (50 x 26 x 1 cm) permitia a colocacdo do estimulo
olfatério durante as sessdes. Um pequeno pedaco de papel filtro (4 x 4
cm) foi utilizado como controle de odor neutro, e para distribuicdo de
acetato de amila® (100 pl, 5%; Sigma-Aldrich®, USA) como estimulo
olfatério. O aparato foi limpo com alcool 10% antes e ap6s a exposicao
de cada animal, e com &lcool 70% apds cada experimento. Durante as
sessbes na caixa de condicionamento, a iluminacdo era mantida em 100
lux, e um exaustor posicionado logo acima da caixa garantia a retirada
de ar para o lado externo do laboratorio.

A caixa de odor (figura 4b) foi utilizada para avaliar a resposta
defensiva dos animais frente a um estimulo unimodal, ou seja, apenas as
respostas ligadas a memoria evocada pela pista olfatéria. Para tanto, a
caixa de odor foi construida em acrilico (Plexiglas®) preto e com uma
das laterais em acrilico transparente que permitiu a observacdo
comportamental. Em suas dimens@es, 0 aparato era constituido de uma

® Esséncia sintética de banana utilizada em estudos de funcdo olfatéria (CAIN e
BINDRA, 1972; PASCHALL e DAVIS, 2002).
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area aberta (40 x 26 x 36 cm) ligada por uma pequena entrada (6 x 6
cm) a um compartimento fechado (20 ¢ 26 x 36 cm), permitindo que 0s
animais transitassem por ambos o0s espacos. Na parede oposta a entrada
do compartimento fechado, uma pequena caixa de acrilico (5 x 5 x 1
cm) com varios furos era aderida ao aparato, servindo de dispositivo
para a colocagdo de papel filtro (4 x 4 cm) impregnado ou ndo pelo
estimulo olfatério. Uma pequena faixa branca, pintada no assoalho da
caixa a 7 cm da fonte de odor, serviu para caracterizar o perimetro de
aproximacdo. Durante os testes na caixa de odor, a intensidade luminosa
era alterada para 10 lux, e o fluxo de ar mantido por exaustor
posicionado acima da caixa, o qual retirava o ar para o lado externo do
laboratério. A caixa foi completamente limpa com uma solucdo de
alcool 10% entre a exposi¢do de cada animal, e com alcool 70% antes e
apos cada sessdo. Cada uma das caixas possuia uma das laterais em
acrilico transparente, permitindo a observacdo comportamental e
filmagem por um sistema de cdmera conectado a um gravador de DVD
(LG®, South Korea).

a) CAIXA DE CONDICIONAMENTO b) CAIXA DE EXPOSICAO AO ODOR

Figura 4: Modelos representativos das caixas de a) condicionamento, e b) exposicao
ao odor.

A exposicdo as caixas de condicionamento e odor variou em
duracéo de acordo com o protocolo, como descrito a seguir:

Tabela 2: Duragdo das sessdes experimentais nas caixas de condicionamento e de
exposi¢do ao odor.

Caixa de condicionamento \ Caixa de odor

Familiarizagcdo 4’ (sem choque) Familiarizagcdo 10’

EC+EI 1’20” (1 choque); | EC-I 10°
2'40” (3 choques) | EC-lI 10°
4’ (5 choques)
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Os parametros comportamentais observados ao longo das sessdes
de teste EC-1 e EC-II na caixa de odor foram:

e Tempo proximo (%): tempo em que 0s animais
permaneceram dentro do perimetro de aproximacdo da
fonte de odor, demarcado no assoalho da caixa;

e Tempo escondido (%): tempo em que 0S animais
permaneceram dentro do compartimento fechado da
caixa,;

e Tempo de head-out (5): tempo de permanéncia dentro
do compartimento fechado, mas com a cabeca ou a parte
anterior do corpo posicionada para o lado externo;

e NUmero de cruzamentos: nimero de transi¢des entre o
compartimento fechado e o perimetro de aproximacao.

34.1 Experimento 1: Padronizacdo do Condicionamento
Olfatdrio de Medo

Na primeira etapa do trabalho, buscou-se avaliar e padronizar
algumas alteracGes procedurais efetuadas no protocolo de COM
previamente estabelecido em nosso laboratério (CANTERAS, KROON
et al., 2008; KROON e CAROBREZ, 2009). Dentre outros fatores, as
principais alteracdes realizadas foram na qualidade e nivel do estimulo
olfatorio. Assim, em substituicdo ao café como fonte de odor, nés
introduzimos o acetato de amila (100u; 5%) e, de acordo com a
condicdo experimental, submetemos os animais ao COM padréo (figura
5).

Para tanto, 35 ratos foram separados em quatro grupos
experimentais de acordo com a condi¢do. Os animais do grupo Néo
pareado 5 (n=9) foram expostos ao odor durante a sessdo de
familiarizacdo na caixa de condicionamento durante 4 min, e
condicionados 24 h ap6s com 5 choques, também em uma sessdo de 4
min. Os animais dos grupos Pareado 1 (n=8), Pareado 3 (n=9) e Pareado
5 (n=8), foram regularmente familiarizados (4 min) na caixa de
condicionamento na auséncia de odor, e 24 h apds, os animais foram
condicionados com 1, 3 ou 5 choques, respectivamente, na presenca de
odor.



No terceiro dia, todos os grupos foram familiarizados na caixa de
odor na auséncia de estimulo olfatério. Vinte e quatro e quarenta e oito
horas apds, os animais foram expostos ao estimulo olfatério na sessdo
EC-1 e ao contexto na sessdo EC-II, respectivamente.

Neste primeiro experimento de padronizagdo, além dos
parametros comportamentais descritos anteriormente, uma analise um
pouco mais detalhada do padrdo comportamental durante o teste EC-I
foi realizada utilizado o software de anélise de imagem ANY-maze®
(Stoelting Co.,USA). Com isso 0s seguintes pardmetros adicionais
foram observados: distancia percorrida (m) e velocidade maxima (m/s),
bem como o plano de posicionamento padrdo dos animais na caixa de
odor frente ao estimulo condicionado.

— Caixade condicionamento —_ Caixa de odor

BT T -+ - -

w2 Ml Bl B

Figura 5: Representagdo esquematica do protocolo do condicionamento olfatorio de
medo durante os 5 dias de experimento. Legenda: NP — ndo pareado 5 choques;
FAM — sessdo de familiarizagdo na caixa de condicionamento; EC + El — estimulo
condicionado (odor) + estimulo incondicionado (choque nas patas); FAM — sessdo

familiarizacdo na caixa de odor; EC-l — sessdo de exposicdo ao estimulo
condicionado | (odor); e EC-Il — sessdo de exposi¢do ao estimulo condicionado Il
(contexto).

34.2 Experimento 2: Avaliacdo dos niveis séricos de
corticosterona apos as sessdes de condicionamento e
teste EC-I

Buscando investigar o impacto dos diferentes protocolos de
condicionamento sobre o eixo HPA, dois experimentos foram
delineados: influéncia A) do condicionamento e B) da exposicao ao EC-
I sobre os niveis séricos de corticosterona (figura 6).

Secrecao de corticosterona apds o condicionamento

No dia 1, os animais foram familiarizados na caixa de
condicionamento. No segundo dia, imediatamente apds o
condicionamento, grupos independentes de animais (n=5-6) foram
transportados para uma sala adjacente e alojados em caixas com



31

maravalha da caixa moradia, onde permaneceram sem Serem
perturbados até 0 momento da coleta (30 min ap6s). Os seguintes grupos
experimentais foram avaliados: sem odor/sem choque; odor/sem
choque; Pareado 1; e Pareado 5. Os niveis séricos de corticosterona
foram avaliados conforme descrito anteriormente.

Secrecdo de corticosterona apés a sessdo de teste EC-I

No primeiro dia, todos os animais foram regularmente
familiarizados na caixa de condicionamento, exceto pelo grupo N&ao
pareado 5, o qual foi exposto ao odor na sessdo de familiarizagdo. No
dia seguinte, os animais foram expostos a sessdo de condicionamento
sem choques (grupo N&o pareado 5 e grupo exposto apenas ao odor), ou
com 1 ou 5 choques pareados. Assim, 0s seguintes grupos foram
formados (n=5-6): Odor, N&o pareado 5, Pareado 1 e Pareado 5. Vinte e
guatro horas apds, todos os animais foram expostos a sessdo de
familiarizacdo na caixa de odor na auséncia de estimulo olfatério. No
quarto dia, os animais foram submetidos a sessdo EC-I na presenca do
EC. Imediatamente apds a sessdo EC-I, os animais foram transportados
para uma sala adjacente e alojados em caixas com maravalha da caixa
moradia, onde permaneceram sem serem perturbados até 0 momento da
coleta (30 min ap6s). Os niveis séricos de corticosterona foram
avaliados conforme descrito anteriormente.

— Caixa de condicionamento — Caixa de odor ———
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Figura 6: Representacdo esquematica do protocolo de COM para coleta de sangue e
dosagem dos niveis séricos de corticosterona. Coletas: A) apds o condicionamento e
B) ap6s o teste EC-l. Legenda: FAM — sessdo de familiarizagdo na caixa de
condicionamento; EC + EI — estimulo condicionado (odor) + estimulo
incondicionado (choque nas patas); FAM — sessdo familiarizagdo na caixa de odor;
EC-I — sessdo de exposi¢do ao estimulo condicionado | (odor); e EC-Il — sessdo de
exposicédo ao estimulo condicionado Il (contexto).



3.4.3 Experimento 3: Efeitos da administracdo sistémica
aguda de agonistas GR e MR sobre um trago fraco de
memdaria no condicionamento olfatério de medo

Como descrito anteriormente, um importante papel facilitatdrio
dos corticosteroides sobre a formacdo de memorias tem sido sugerido.
Tal efeito ocorreria principalmente na consolidacdo de novas memérias
ao serem liberados em resposta a um estressor. Neste experimento nds
avaliamos uma possivel agdo facilitatéria dos receptores glico e
mineralocorticoides sobre a consolidacdo de um traco de memodria fraco.
Para tanto, dois experimentos foram delineados: a administragdo
subcutanea dos agonistas seletivos dos receptores corticosteroides
dexametasona (GR) e fludrocortisona (MR) imediatamente ap6s a
aquisicdo do COM.

Administracdo do agonista GR dexametasona imediatamente apds a
aguisicdo do COM

No primeiro dia, todos os animais foram familiarizados na caixa
de condicionamento na auséncia de estimulo olfatério ou choque nas
patas. No dia do condicionamento (dia 2), os animais receberam apenas
um choque nas patas e imediatamente ap6s serem retirados da caixa,
foram administrados por via subcutanea com o agonista dos receptores
glicocorticoides dexametasona (DEX), nas doses de 1 ou 3 mg/kg, ou
veiculo como controle experimental. Um grupo de animais exposto
apenas ao odor (sem choque como EIl, mas nas mesmas condigdes
experimentais dos animais condicionados) também recebeu a
administracdo de dexametasona para avaliar possiveis efeitos pro-
associativos aversivos da administracdo de dexametasona per se. No
terceiro dia, os animais foram regularmente familiarizados na caixa de
odor. No dia 4, todos os animais foram expostos ao estimulo olfatério
condicionado (EC-I) e 24 h ap6s o contexto (EC-11) conforme a figura 7.

— Caixa de condicionamento — - (aixa de odor —————
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Figura 7: Representagdo esquemética do experimento de avaliacdo dos efeitos da
dexametasona (DEX) administrada imediatamente apds o condicionamento com 1
choque.
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Administracdo do agonista MR fludrocortisona imediatamente apés a
aquisicdo do COM

No primeiro dia, todos os animais foram familiarizados na caixa
de condicionamento na auséncia de estimulo olfatério ou choque nas
patas. No dia do condicionamento (dia 2), os animais foram
condicionados com apenas um choque nas patas e imediatamente apés
serem retirados da caixa, eles receberam a administracdo subcutanea do
agonista dos receptores mineralocorticoides fludrocortisona (FLU), nas
doses de 1 ou 3 mg/kg, ou veiculo como controle experimental. Um
grupo de animais exposto apenas ao odor (sem chogue como EI, mas
nas mesmas condigdes experimentais dos animais condicionados)
também recebeu a administragdo de fludrocortisona para avaliar
possiveis efeitos pré-associativos aversivos da administracdo de
fludrocortisona per se. No terceiro dia, 0s animais foram regularmente
familiarizados na caixa de odor. No dia 4, todos os animais foram
expostos ao estimulo olfatdrio condicionado (EC-l) e 24 h apés o
contexto (EC-I1I) conforme a figura 8.

— Caixa de condicionamento — ——— C(Caixa de odor ———
h
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Figura 8: Representagdo esquematica do experimento de avaliacdo dos efeitos da

fludrocortisona (FLU) administrada imediatamente apds o condicionamento com 1
choque.

3.4.4 Experimento 4: Efeitos da administragdo sistémica
aguda de agonistas GR e MR sobre a AQUISICAO do
condicionamento olfatorio de medo

O papel temporal da acéo dos receptores corticosteroides sobre o
prejuizo da aquisicdo de memorias aversivas foi avaliado pela
administracdo de agonistas seletivos GR e MR 60 min antes do
condicionamento olfatério de medo.

Papel dos receptores glicocorticoides (GR) sobre a AQUISICAO de
memdarias aversivas

No dia 1 todos os animais foram familiarizados na caixa de
condicionamento. No dia seguinte, 60 min antes do condicionamento
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com 5 choques, os animais foram tratados com o0 agonista
glicocorticoide dexametasona (DEX), nas doses de 1 ou 3 mg/kg, ou
veiculo como controle, conforme a figura 9. Para confirmar possiveis
efeitos temporais da ativacdo dos receptores glicocorticoides, um grupo
de animais também foi tratado com dexametasona 20 min antes do
condicionamento. No dia 3, todos os animais foram familiarizados na
caixa de exposicdo ao odor, sem a presenca de estimulo olfatério
condicionado. No dia seguinte (dia 4), os animais foram submetidos ao
teste EC-1 na caixa de condicionamento na presenca do odor
condicionado, e 24 h ap0s estes mesmos animais retornaram a caixa de
odor na sessdo de contexto EC-II.

— Caixa de condicionamento — ——————————— (aixa de odor ——————
h
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Figura 9: Representagdo esquemética do experimento de avaliacdo dos efeitos da
dexametasona (DEX) administrada 60 min antes do condicionamento.

Papel dos receptores mineralocorticoides (MR) na AQUISICAO de
memorias aversivas

No dia 1 todos os animais foram familiarizados na caixa de
condicionamento. No dia seguinte, 60 min antes do condicionamento
com 5 choques, os animais foram tratados com o agonista
mineralocorticoide fludrocortisona (FLU), nas doses de 1 ou 3 mg/kg,
ou veiculo como controle, conforme a figura 10. Para confirmar
possiveis  efeitos temporais da ativagio dos  receptores
mineralocorticoides, um grupo de animais também foi tratado com
fludrocortisona 20 min antes do condicionamento. No dia 3, todos o0s
animais foram familiarizados na caixa de exposicdo ao odor, sem a
presenca de estimulo olfatério condicionado. No dia seguinte (dia 4), os
animais foram submetidos ao teste EC-I na caixa de condicionamento na
presenga do odor condicionado, e 24 h ap0s estes mesmos animais
retornaram a caixa de odor na sesséo de contexto EC-II.
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Figura 10: Representacdo esquematica do experimento de avaliagdo do papel
temporal da administracdo de fludrocortisona (FLU) 60 min antes do
condicionamento.

3.4.5 Experimento 5: Efeitos da administragdo sistémica
aguda de agonistas GR e MR na EVOCACAO da
memoria olfatéria aversiva

A avaliagdo dos efeitos da ativacdo dos receptores glico e
mineralocorticoides antes da evocacdo de memorias aversivas foi
realizada pela administracdo de agonistas GR e MR 60 min antes da
exposicdo ao estimulo condicionado aversivo no COM.

Avaliacdo do§ efeitos da administracdo do agonista GR, dexametasona,
na EVOCACAO do COM

Todos os animais foram primeiramente familiarizados (dia 1) na
caixa de condicionamento, na auséncia de odor ou choque. Vinte e
guatro horas apds, todos os animais foram condicionados com 5 choques
na presenca de odor. No terceiro dia, os animais foram regularmente
familiarizados na caixa de odor. Sessenta minutos antes da exposi¢ao ao
EC-1 (dia 4), os animais foram randomicamente divididos em grupos
que receberam a administracdo do agonista glicocorticoide
dexametasona (DEX), nas doses de 1 ou 3 mg/kg, ou veiculo como
controle (figura 11). Adicionalmente, um grupo recebeu a administracéo
de DEX 20 min antes da evocacdo para confirmar a possivel funcédo
temporal destes receptores. No Gltimo dia, os animais retornaram a caixa
de odor, na auséncia de estimulo condicionado, para a avaliagdo do
medo contextual na sessdo EC-II.

— Caixa de condicionamento — Caixa de odor
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Figura 11: Representacdo esquematica da avaliagdo do papel temporal da
administragdo de dexametasona 60 min antes da evocacdo da memoria olfatéria
aversiva.
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Avaliacdo dos efeitos d§ administracdo do agonista MR,
fludrocortisona, na EVOCACAQO do COM

Todos os animais foram primeiramente familiarizados (dia 1) na
caixa de condicionamento, na auséncia de odor ou choque. Vinte e
quatro horas apo6s, todos os animais foram condicionados com 5 choques
na presenca de odor. No terceiro dia, os animais foram regularmente
familiarizados na caixa de odor. Sessenta minutos antes da exposicao ao
EC-I (dia 4), os animais foram randomicamente divididos em grupos
que receberam a administracdo do agonista mineralocorticoide
fludrocortisona (FLU), nas doses de 1 ou 3 mg/kg, ou veiculo como
controle (figura 12). Um grupo adicional foi tratado com FLU 20 min
antes da evocacdo para confirmar a possivel funcdo temporal destes
receptores. No Gltimo dia, os animais retornaram a caixa de odor, na
auséncia de estimulo condicionado, para a avaliacdo do medo contextual
na sessdo EC-II.

— Caixa de condicionamento — ——— (aixa de odor ————
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Figura 12: Representagdo esquematica da avaliagdo do papel temporal da
administracdo de fludrocortisona (FLU) 60 min antes da evocacdo da memoria
olfatoria aversiva.

3.4.6 Experimento 6: Avaliacdo do efeito da administracdo
sistémica aguda de agonistas GR e MR sobre o eixo
HPA em resposta a um estressor

O efeito supressor da resposta hormonal ao estresse exercido pela
ativacdo dos receptores glico e mineralocorticoide foi avaliado neste
experimento. Para tanto, grupos independentes de animais receberam a
administracdo do agonista GR dexametasona (DEX), na dose de 1
mg/kg; do agonista MR fludrocortisona (FLU) 1 mg/kg; ou de veiculo,
60 min antes do condicionamento com 5 choques. Imediatamente apés o
condicionamento, os animais foram transportados para uma sala
adjacente e alojados em caixas com serragem moradia, onde
permaneceram sem serem perturbados até o momento da coleta das
amostras de sangue 30 min ap6s. Os niveis séricos de corticosterona
foram avaliados de acordo com o protocolo descrito anteriormente.
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3.5 Andlise estatistica

O calculo do nimero de animais necessarios para cada grupo
experimental foi feito a partir da seguinte formula: n= {[(z, + zp) * s]/8} °

O teste baseia-se no célculo do intervalo de confianca da
diferenca entre as médias ou entre proporcdes (8), do desvio-padréo (s)
do pardmetro alfa (o) que € a probabilidade aceitdvel de achar uma
diferenca quando na verdade ela ndo existe (erro do Tipo I; falso
verdadeiro; quanto menor for o alfa escolhido, maior sera a amostra
necessaria) e do pardmetro beta (B) que é o risco aceitdvel de estar
perdendo uma diferenca que realmente existe (erro do Tipo 1)

Assim sendo, partiu-se dos seguintes pressupostos para célculo
do nimero de animais:

1. O valor de a foi fixado em 0,05. Assim o valor de z, baseado na
tabela de valores de z para distribuicéo bi-caudal (two tailed) é 1,96.

2. O valor de B sera fixado em 0,10. Assim o valor de zg baseado na
tabela de valores de z (distribui¢cdo unicaudal) é 1,28.

3. O valor da diferenga entre as médias dos grupos como sendo pelo
menos 40% (baseado em dados experimentais do nosso laboratério).
Experimentos bioldgicos tém embutido um erro da ordem de 10-15%
(resultantes de variag6es individuais, erro no procedimento cirurgico,
erros de dosagem, etc.), diferencas entre dois grupos que sejam
menores que 20% do valor da média de cada grupo podem aumentar
a probabilidade de cometer erros tipo | ou tipo Il.

4. O valor do desvio padrdo como sendo em média 35% do valor das
médias. (baseado em dados experimentais do nosso laboratdrio).

A anélise de variancia (ANOVA) de uma via seguida do teste
post hoc de Newman-Keuls foi utilizada para as compara¢des nos
seguintes parametros comportamentais durante as sessOes de
familiarizacdo na caixa de odor: tempo proximo (%), tempo escondido
(%), tempo de head-out (%), e nimero de cruzamentos. A ANOVA para
medidas repetidas, também seguida do teste post hoc de Newman-Keuls,
foi utilizada para a avaliagdo dos pardmetros acima descritos quando os
grupos foram expostos as sessGes de teste EC-1 e EC-II. Os dados
obtidos na avaliacdo dos niveis de corticosterona foram submetidos a
ANOVA de uma via, seguida de teste post hoc de Newman-Keuls
quando apropriado. Os dados foram todos expressos pela média + erro
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padrdo da média (e.p.m.). O nivel minimo de significancia estatistica
adotado em todos os experimentos foi de (*)p<0,05, e 0s niveis de
significancia inferiores a p<0,005 e p<0,0005 estdo representados por
(**) e (***), respectivamente.

A andlise dos dados foi realizada utilizando o programa
STATISTICA v.8 (Statsoft®, Tulsa, USA). As representacdes graficas
(histogramas) foram feitas utilizando o software GraphPad Prism® v.5
(GraphPad Software Inc, San Diego, USA). A analise dos planos de
posicionamento e locomogédo (experimento 1) foi realizada utilizando o
software de anélise de imagem ANY-maze® (Stoelting Co.,USA).
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4 Resultados

4.1 Experimento 1: Padronizagdo do Condicionamento
Olfatdrio de Medo

O padrdo comportamental dos ratos submetidos a padronizagéo
do COM foi avaliado 24, 48 e 72 h ap6s o condicionamento, nas sesses
de familiarizacdo, EC-I e EC-II respectivamente. Conforme visualizado
nas figuras 13 e 14, a andlise estatistica ndo revelou diferencas
significativas entre os grupos durante a sessdo de familiarizacéo.
Portanto, os resultados dos parametros comportamentais, avaliados em
todos os grupos, foram agrupados e representados pela média * limite de
confianca (£95%) da populacdo, através das barras hachuradas
horizontais apresentadas nos graficos. Ainda, aoc compararmos com
dados prévios de nosso laboratério (SOUZA, 2007; KROON e
CAROBREZ, 2009), a auséncia de resposta defensiva dos animais
durante a sessdo de familiarizacdo sugere que ndo houve generalizacdo
da resposta ou aumento de ansiedade induzido pelo condicionamento 24
h antes.

Durante as sessdes de teste EC-1 e EC-1l, a ANOVA revelou uma
diferenca significativa para o fator condicdo (Nao pareado 5, Pareado 1,
Pareado 3, e Pareado 5) dentro de cada sessdo, nos parametros de tempo
proximo [F(330)=10,77; p<0,0005] e tempo escondido [F(s30)=15,10;
p<0,0005] (figura 13), e também para o tempo de head-out
[F(330)=19,59; p<0,0005] (figura 13), mas ndo detectou diferencas para
o fator repeti¢do (sessdo). A ANOVA também ndo revelou alteragdes no
nimero de cruzamentos em nenhum dos fatores (condicdo x sessdo).
Ainda, a andlise estatistica ndo detectou diferencas nos parametros
avaliados entre o grupo N&do pareado 5 e 0s grupos Pareado 1 ou 3
(figuras 13 e 14).

A posteriori, o teste de Newman-Keuls revelou uma redu¢do no
tempo proximo (p<0,005; figura 13a) e um aumento nos tempos
escondido (p<0,005; figura 13b) e de head-out (p<0,005; figura 14a) no
grupo Pareado 5 (5 choques pareados) quando comparado ao grupo N&o
pareado 5 (5 choques ndo pareados) em ambas as sessbes (EC-I/EC-I1),
sugerindo a formacdo de um condicionamento olfatério de associa¢éo
entre os estimulos olfatério (EC) e 5 choques elétricos nas patas (El),
bem como a ocorréncia de condicionamento de segunda ordem, entre o
EC (odor) e o ambiente (caixa de odor) na sesséo de teste EC-I, o qual
foi expresso quando os animais foram submetidos ao teste EC-I1 .
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Da mesma maneira, quando realizamos uma analise do plano de
posicionamento na sessdo de teste EC-l (figura 15), utilizando um
software de analise de imagem, pdde-se observar um deslocamento no
padrdo de posicionamento entre 0s grupos dentro da caixa em dire¢do ao
compartimento fechado, além de uma reducdo nos comportamentos de
exploragdo vertical e de investigacdo da fonte de odor, conforme a
intensidade e o nimero de pareamentos aumentava (desde os animais
ndo pareados até os animais pareados com 5 choques), corroborando os
dados comportamentais anteriormente descritos.

Quando analisamos o padrdo de locomogdo (figura 16), a
ANOVA detectou diferencas significativas na velocidade maxima
[F(330)=15,98; p<0,0005] e na distdncia percorrida [F(s30)=5,13;
p<0,05]. Na sessdo de teste EC-I, a analise post hoc revelou um aumento
na velocidade maxima (p<0,005) no grupo Pareado 5 comparado ao
grupo N&o pareado 5, sugerindo a ocorréncia de comportamentos
intensos de esquiva, como fuga. Este mesmo teste post hoc revelou
ainda uma reducdo no pardmetro de distancia percorrida nos grupos
Pareado 1, Pareado 3 e Pareado 5, quando comparados ao grupo Né&o
pareado 5, sugerindo uma possivel reducdo da exploragcdo quando os
animais condicionados sdo expostos ao EC na sessdo de teste EC-I,
corroborando os dados comportamentais de aumento de resposta
defensiva condicionada observados nas figuras 13 e 14.
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— (Caixa de condicionamento — Caixa de odor
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Figura 14: Padronizagdo do condicionamento olfatério de medo (COM) com diferentes protocolos de associagdo. a) tempo
em avaliagdo de risco (head-out) e b) parametros de locomogdo (nimero de cruzamentos). Os valores basais, de todos 0s
animais, obtidos durante a sessdo de familiarizacéo, estdo expressos pela faixa hachurada horizontal (limites de confianga,
+95%). Os pontos representam a média + e.p.m. dos grupos em cada sessdo (FAM, EC-I e EC-II). Legenda: **p<0,005 e
***n<(0,0005 comparados ao grupo ndo pareado 5, na respectiva sessdo (n=8-9/grupo).
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Figura 16: Analise dos padrdes de locomogéao dos diferentes grupos submetidos a padronizagdo do COM. Os histogramas
horizontais representam a média + e.p.m. dos grupos na sessdo EC-I. Legenda: **p<0,005 e ***p<0,0005 comparado ao
grupo nao pareado 5 na respectiva sessao (n=8-9/grupo).
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4.2  Experimento 2: Avaliacdo dos niveis séricos de
corticosterona apds as sessbes de condicionamento e teste
EC-I

Secrecdo de corticosterona apés o condicionamento

A figura 17a ilustra as concentracdes séricas de corticosterona 30
min apds 0s animais serem expostos a caixa de condicionamento nas
seguintes condigdes: sem choque/sem odor ou sem choque/com odor, e
Pareados 1 ou 5. A ANOVA de uma via revelou um efeito significante
para o tratamento (tipo de pareamento) [F(s15)=40,37; p<0,0005]. O
teste subsequente de Newman-Keuls apontou um aumento significativo
(p<0,0005) no grupo Pareado 5 quando comparado aos demais grupos.
De maneira oposta, ambos os grupos sem choque/odor e Pareado 1 ndo
apresentaram diferenca significativa quando comparados ao grupo que
foi exposto apenas a caixa de condicionamento (sem choque/sem odor).

Em conjunto, os dados sugerem uma intensa ativacdo do eixo
HPA induzida pelo condicionamento com 5 choques.

Secrecdo de corticosterona apds a sesséo de teste EC-I

A figura 17b mostra a resposta hormonal em animais expostos ao
teste EC-1 48 h apo6s serem submetidos a diferentes protocolos de
condicionamento: N&o condicionado, N&o pareado 5, Pareados 1 ou 5. A
analise de variancia demonstrou uma diferenga significativa nos niveis
séricos de corticosterona entre os grupos avaliados [F(317)=62,82;
p<0,05]. O teste post hoc de Newman-Keuls revelou um aumento
significativo nos grupos Pareado 1 (p<0,005) e Pareado 5 (p<0,0005)
guando comparados ao grupo Nao pareado 5, sugerindo uma importante
ativacdo do eixo HPA nos animais pareados com 5 choques em resposta
ao EC, corroborando os dados comportamentais observados no
experimento 1. Em contrapartida, o aumento nos niveis de
corticosterona no grupo Pareado 1 sugere a possivel formacdo de um
traco de meméria, decorrente do condicionamento possivelmente fraco,
0 qual parece ndo foi detectado comportamentalmente (experimento 1).
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Figura 17: Painel superior: representacdo esquematica do protocolo de COM para coleta de sangue e dosagem dos niveis
séricos de corticosterona. Painéis inferiores: niveis séricos de corticosterona em animais submetidos COM em diferentes
condigOes experimentais. a) coleta A, 30 min ap6s a sessao de condicionamento; e b) coleta B, 30 min apds a sessdo EC-I.
Legenda: *p<0,05 comparado ao grupo nao pareado, e +++p<0,0005 comparado a todos 0s grupos na respectiva sessao (n=5-

6/grupo).



47

4.3  Experimento 3: Efeitos da administracao sistémica aguda
de agonistas GR e MR sobre um traco fraco de memoria
no condicionamento olfatério de medo

Dexametasona e Fludrocortisona sdo potentes agonistas GR e
MR, respectivamente. Assim, para identificar uma possivel facilitacio
da consolidacdo no COM, ratos foram tratados com uma Unica
administracdo sistémica de dexametasona (1,0 ou 3,0 mg/kg) ou
fludrocortisona (1,0 ou 3,0 mg/kg), ou seus respectivos controles,
imediatamente ap6s o condicionamento com 1 choque, o qual foi
anteriormente demonstrado (experimento 1) ineficiente para causar
resposta comportamental condicionada.

Efeitos da administracdo de dexametasona sobre a formacdo de
memorias aversivas

As figuras 18 e 19 ilustram o0s pardmetros comportamentais
avaliados nas sessdes de familiarizacdo, teste EC-I e teste EC-1I: tempo
préximo a fonte de odor e tempo escondido, bem como os parametros de
avaliacdo de risco (head-out) e locomocgédo (nimero de cruzamentos).

A priori, a ANOVA néo detectou diferengas estatisticas entre os
grupos nos parametros avaliados durante a sessdo de familiarizacéo.
Portanto, os dados da familiarizacio estdo representados pelas barras
hachuradas horizontais, que expressam as médias e os limites de
confianca (£95%).

Conforme observado na figura 18, a administracdo de DEX (3
mg/kg), imediatamente ap6s o condicionamento, promoveu uma
facilitacdo do COM. A ANOVA revelou diferencas no fator tratamento
nos pardmetros de aproximagdo [F(s25)=6,28; p<0,005] e tempo
escondido [F(325)=12,62; p<0,0005]. O teste post hoc revelou uma
redugdo significativa da aproximacdo (figura 18a) tanto na sessdo de
teste EC-I (p<0,05) quanto EC-Il (p<0,05), e um aumento do tempo
escondido (figura 18b) também nas sessbes de teste EC-1 (p<0,05) e
teste EC-I1 (p<0,05) no grupo tratado com DEX 3,0 mg/kg comparado
ao grupo controle na respectiva sessdo. Da mesma maneira a ANOVA
detectou diferencas significativas na avaliacdo de risco [F(325)=12,56;
p<0,0005], mas ndo no parametro de locomocao (figura 19a/b). O teste
de Newman-Keuls revelou um aumento no tempo de head-out nos
animais tratados com DEX 3,0 mg/kg, tanto na sessdo de teste EC-I
(p<0,05) quanto na sessdo de teste EC-I1 (p<0,0005), quando comparado
ao grupo controle na respectiva sessao (figura 19a).
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De maneira interessante, nos animais ndo condicionados (DEX
3mg s/c), a administracdo de DEX 3,0 mg/kg ndo promoveu associacdo
per se, observado pela auséncia de resposta defensiva neste grupo
(figuras 18 e 19). Estes dados sugerem um efeito facilitatdrio, que
ocorreria apenas quando ha apresentacdo do estimulo incondicionado,
ainda que fraco. Em resumo, os resultados sugerem um processo de
facilitacdo induzido pela ativacdo dos receptores glicocorticoides
durante a fase de consolidagao.
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Figura 19: Avaliacdo dos efeitos da administracdo de veiculo (Controle) ou dexametasona (DEX 1 ou 3 mg/kg)
imediatamente apds o condicionamento com um choque sobre a) o tempo em avaliagdo de risco (head-out) e b) o parametro
de locomogdo (nimero de cruzamentos). Um grupo adicional foi administrado com dexametasona na auséncia de pareamento
(DEX 3 mg s/c — sem choque). Os valores basais de todos os animais, obtidos durante a sessdo de familiarizagdo, estdo
expressos pela faixa hachurada horizontal (limites de confianca, £95%). Os pontos representam a média + e.p.m. dos grupos
em cada sessdo (FAM, EC-I e EC-II). Legenda: *p<0,05 e ***p<0,0005 comparados ao grupo controle na respectiva sessao

(n=6-9/grupo).
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Efeitos da administracdo de fludrocortisona sobre a formacdo de
memorias aversivas

As figuras 20 e 21 ilustram os parametros comportamentais
avaliados nas sessdes de familiarizacdo, teste EC-I e teste EC-II: tempo
préximo a fonte de odor e tempo escondido, bem como os parametros de
avaliacdo de risco (head-out) e locomogédo (nimero de cruzamentos).

A ANOVA ndo detectou diferengas estatisticas entre 0s grupos
nos parametros avaliados durante a sessdo de familiarizagdo. Assim, o0s
dados da familiarizacdo estdo representados pelas barras hachuradas
horizontais e expressam as médias e os limites de confianga (£95%).

A resposta defensiva observada nas figuras 20 e 21 ilustra os
efeitos da administragdo de FLU (3 mg/kg) imediatamente apds o
condicionamento. Neste experimento a ANOVA revelou diferencas para
o fator tratamento, nos pardmetros de tempo escondido [F(z31)=9,79;
p<0,0005] e head-out [F(331)=23,43; p<0,0005]. A ANOVA ndo
detectou diferencas significativas no parametro de tempo préximo e no
pardmetro de locomocgdo. O teste Newman-Keuls ndo revelou uma
reducdo significativa no tempo préximo na sessdo de teste EC-I (p=0,22;
figura 20a), mas revelou uma tendéncia para reducdo no teste EC-II
(p=0,054; figura 20a) no grupo tratado com FLU 3,0 mg/kg quando
comparado ao grupo controle na respectiva sessdo. Em contrapartida, a
analise post hoc revelou um aumento do tempo escondido (figura 20b)
nas sessbes de teste EC-I (p<0,05) e teste EC-1l (p<0,05) nos animais
administrados com FLU 3,0 mg/kg comparados ao grupo controle na
respectiva sessdo. O teste post hoc também revelou um aumento no
tempo de head-out nos animais tratados com FLU, em ambas as doses,
tanto na sessao de teste EC-I (p<0,005) quanto na sessdo de teste EC-I1I
(p<0,005), quando comparados ao grupo controle na respectiva sesséo
(figura 21a).

A administracdo de FLU 3,0 mg/kg em animais néo
condicionados (FLU 3mg s/c) ndo promoveu resposta defensiva nas
sessOes de teste EC-I ou EC-II (figuras 20 e 21), sugerindo um efeito
facilitatorio que € dependente da exposic¢do ao estimulo incondicionado
(1 choque).
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Figura 20: Diagrama superior: representacdo do protocolo de facilitagdo com a administragdo de fludrocortisona ap6s o
condicionamento com 1 choque. Painéis inferiores: efeitos comportamentais da administracdo de veiculo (Controle) ou
fludrocortisona (FLU 1 ou 3 mg/kg) imediatamente apds o condicionamento com 1 choque. Um grupo adicional foi
administrado com fludrocortisona na auséncia de pareamento (FLU 3 mg s/c — sem choque). As colunas verticais
representam 0s parametros de porcentagem de tempo a) proximo da fonte de odor e b) escondido. Os valores
comportamentais basais de todos os animais, obtidos durante a sessdo de familiarizacao, estdo expressos pela faixa hachurada
horizontal (limites de confianca, +95%). Os histogramas verticais representam a media + e.p.m. em cada sessdo (EC-1 e EC-
I1). Legenda: *p<0,05 comparado ao grupo controle na respectiva sesséo (n=8-9/grupo).
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4.4 Experimento 4: Efeitos da administracdo sistémica aguda
de agonistas GR e MR sobre a AQUISICAO do
condicionamento olfatério de medo

Dados da literatura também tém sugerido que o estresse ou uma
grande ativacdo dos receptores corticosteroides que ocorra determinado
tempo antes de uma tarefa de aprendizado, poderia prejudicar a
formacdo de memorias. Desta forma, para avaliar o papel temporal da
ativacdo dos receptores corticosteroides sobre a aquisicdo do COM,
ratos foram tratados com uma Unica administracdo sistémica de
dexametasona (1,0 ou 3,0 mg/kg) ou fludrocortisona (1,0 ou 3,0 mg/kg),
ou seus respectivos controles, 60 ou 20 min antes do condicionamento
com 5 choques, o qual demonstramos no experimento 1 ser um
protocolo eficiente em promover COM.

Papel dos receptores glicocorticoides (GR) sobre a aquisicdo de
memorias aversivas

As figuras 22 e 23 ilustram o perfil comportamental dos animais
em relacdo aos tempos préximo a fonte de odor, escondido e em
avaliacdo de risco (head-out), bem como do nimero de cruzamentos,
durante as trés fases do experimento na caixa de odor (familiarizacéo,
EC-1 e EC-Il). Nenhuma diferenca estatistica foi observada nos
pardmetros comportamentais avaliados durante a familiarizacdo e,
portanto, os dados da familiarizacdo estdo representados pelas barras
hachuradas horizontais e expressam as médias e os limites de confianca
(£95%).

A ANOVA revelou diferencas significativas para o fator
tratamento nos parametros de tempo préximo [F(s3s)=6,22; p<0,005],
tempo escondido [F(s335)=10,45; p<0.0005 ] e avaliagdo de risco (head-
out) [F(335)=28,04; p<0.0005]. As comparagbes pelo teste post hoc
revelaram um aumento significativo no tempo préximo (p<0,05; figura
22a), e uma reducdo nos pardmetros de tempo escondido (p<0,005;
figura 22b) e head-out (p<0,05; figura 23a) na sessdo de teste EC-I nos
animais tratados com DEX 3,0 mg/kg 60 min antes, e também uma
reducdo no tempo em head-out (p<0,05; figura 23a) nos animais
tratados com DEX 1,0 mg/kg 60 min antes, comparados ao grupo
controle na respectiva sessdo. No teste EC-IlI (contexto) o teste de
Newman-Keuls também revelou um aumento no tempo préximo
(p<0,05; figura 22a) e uma reducdo nos parametros de tempo escondido
(p<0,005; figura 22b) e head-out (p<0,005; figura 23a) nos animais
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tratados com DEX 3,0 mg/kg 60 min antes, e uma reducdo no tempo de
head-out (p<0,05; figura 23a) nos animais tratados com DEX 1,0 mg/kg
60 min antes, comparados ao grupo controle na respectiva sessdo. N&o
foram observadas alteracfes no parametro de locomogdo (figura 23b).

A administracdo de DEX 3,0 mg/kg 20 min antes do
condicionamento ndo promoveu alteragdes nos parametros de tempo
préximo e escondido, e no nimero de cruzamentos. Entretanto, o teste
post hoc revelou um aumento no parametro de avaliacdo de risco nas
sessbes de teste EC-I (p<0,005) e teste EC-1I (p<0,05) quando
comparado ao grupo controle na respectiva sessdo (figura 23a),
sugerindo um efeito facilitatorio sobre o processo associativo.

Em resumo, os dados apontam para um papel temporal na
atividade dos receptores glicocorticoides, prejudicando o aprendizado
guando ativados 60 min antes da tarefa, mas facilitando o
armazenamento quando ativados préximo da tarefa a ser lembrada (20
min antes).
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Figura 22: Diagrama superior: representacdo do protocolo do COM com a administracdo de dexametasona antes da sessdo de
condicionamento. Painéis inferiores: efeitos da administracdo de veiculo (Controle) ou dexametasona (DEX 1 ou 3 mg/kg) 60
min antes do condicionamento com 5 choques. Um grupo adicional foi administrado com dexametasona 20 min antes do
condicionamento (DEX 3 mg - 20 min). As colunas verticais representam os parametros de porcentagem de tempo a)
préximo da fonte de odor e b) escondido. Os valores comportamentais basais de todos os animais, obtidos durante a sessao de
familiarizacdo, estdo expressos pela faixa hachurada horizontal (limites de confianga, £95%). Os histogramas verticais
representam a media + e.p.m. em cada sessdo (EC-I e EC-I1I). Legenda: *p<0,05 e **p<0,005 comparados ao grupo controle
na respectiva sessdo (n=7-15/grupo).
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Papel do agonista mineralocorticoide (MR) na AQUISICAO de
memorias aversivas

As figuras 24 e 25 ilustram o perfil comportamental dos animais
em relagdo aos tempos proximo a fonte de odor, escondido e em
avaliagdo de risco (head-out), bem como do nimero de cruzamentos,
durante as trés fases do experimento na caixa de odor (familiarizacéo,
EC-1 e EC-Il). Nenhuma diferenca estatistica foi observada nos
pardmetros comportamentais avaliados durante a familiarizagdo. Os
dados da familiarizacdo estdo representados pelas barras hachuradas
horizontais e expressam as médias e os limites de confianga (£95%).

A ANOVA revelou diferencas significativas para o fator
tratamento nos pardmetros de tempo escondido [F(331)=6,55; p<0,005 ]
e avaliacdo de risco (head-out) [F(331)=17,22; p<0,005]. A posteriori, 0
teste de Newman-Keuls revelou uma reducéo nos pardmetros de tempo
escondido (p<0,05; figura 24b) e head-out (p<0,005; figura 25a) na
sessdo de teste EC-I nos animais tratados com FLU 3,0 mg/kg 60 min
antes, e também uma reducdo no tempo em head-out (p<0,005; figura
25a) nos animais tratados com FLU 1,0 mg/kg 60 min antes,
comparados ao grupo controle na respectiva sessdo. Na sessdo de teste
EC-Il (contexto) a analise post hoc também revelou uma redugdo nos
pardmetros de tempo escondido (p<0,05; figura 24b) e head-out
(p<0,005; figura 25a) nos animais tratados com FLU 3,0 mg/kg 60 min
antes, e uma reducdo no tempo de head-out (p<0,005; figura 25a) nos
animais tratados com FLU 1,0 mg/kg 60 min antes, comparados ao
grupo controle na respectiva sessao.

Diferentemente do que foi observado no experimento anterior
(figura 23a), a administracdo de FLU 3,0 mg/kg 20 min antes do
condicionamento ndo promoveu alteracfes comportamentais, sugerindo
também um papel temporal prejudicial exercido pelo agonista MR sobre
o0 aprendizado quando administrado 60 min antes da tarefa assim como
o0s receptores glicocorticoides, embora um efeito refor¢ador do agonista
administrado 20 min antes possa ser descartado.
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Figura 25: Avaliacao dos efeitos da administragdo de veiculo (Controle) ou fludrocortisona (FLU 1 ou 3 mg/kg) 60 min antes
do condicionamento, sobre a) o tempo em avaliacdo de risco (head-out) e b) o pardametro de locomogdo (nimero de
cruzamentos). Um grupo adicional foi administrado com fludrocortisona 20 min antes do condicionamento (FLU 3 mg — 20
min). Os valores basais, de todos os animais, obtidos durante a sesséo de familiarizacéo, estdo expressos pela faixa hachurada
horizontal (limites de confianga, £95%). Os pontos representam a média + e.p.m. dos grupos em cada sessdo (FAM, EC-1 e
EC-I11). Legenda: **p<0,005 comparado ao grupo controle na respectiva sessdo (n=6-10/grupo).
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4.5 Experimento 5: Efeitos da administragdo sistémica aguda
de agonistas GR e MR na EVOCACAO da memoria
olfatéria aversiva

Da mesma maneira que os corticosteroides modulam os aspectos
funcionais da aquisicdo e consolidacdo de memorias, dados da literatura
tém sugerido que estes mesmos hormonios podem facilitar ou prejudicar
a evocacdo de determinadas memérias, de acordo com sua escala
temporal de a¢do. Assim, para avaliar o papel temporal da ativacdo dos
receptores corticosteroides sobre a evocacdo do COM, ratos foram
tratados com uma Unica administracdo sistémica de dexametasona (1,0
ou 3,0 mg/kg) ou fludrocortisona (1,0 ou 3,0 mg/kg), ou seus
respectivos controles, 60 ou 20 min antes do da exposi¢do ao EC (odor)
na sessdo de teste EC-I.

Efeitos dNa administracdo do agonista GR, dexametasona, nha
EVOCACAQO do COM

A evocacdo da resposta defensiva de ratos condicionados com 5
choques foi avaliada 60 min apds a administracdo de solugdo controle
ou dexametasona (1,0 ou 3,0 mg/kg), ou 20 min ap6s a administracéo de
dexametasona 1 mg/kg, como mostram as figuras 26 e 27. Ndo foram
encontradas diferencas estatisticas nos pardmetros comportamentais
avaliados durante a familiarizagdo. Desta forma, os dados da
familiarizacdo estdo representados pelas barras hachuradas horizontais e
expressam as médias e os limites de confianca (£95%).

A andlise de variancia revelou diferencas significativas para o
fator tratamento nos pardmetros tempo proximo [F(33s)=7,21; p<0,005]
e tempo escondido [F(33g)=7,80; p<0,005], e para os fatores tratamento
X sessdo (EC-I, EC-Il) no tempo de head-out [F(335)=8,00; p<0,0005].
Né&o foram encontradas diferencas no nimero de cruzamentos.

As comparacfes pelo teste de Newman-Keuls revelaram um
aumento significativo no tempo préximo (p<0,005; figura 26a), e uma
redugdo nos tempos escondido (p<0,005; figura 26b) e em head-out
(p<0,005; figura 27a) no grupo tratado com DEX 1,0 mg/kg em relagdo
ao grupo controle na sessdo de EC-I. O teste post hoc também revelou
uma reducgdo no tempo de head-out (p<0,005; figura 27a) nos animais
tratados com DEX 3,0 mg/kg na mesma sessdo. Em relacédo ao teste EC-
Il, o teste de Newman-Keuls também revelou uma reducdo dos
comportamentos defensivos nos animais tratados com DEX 1,0 mg/kg,
observada pelo aumento no tempo proximo (p<0,05; figura 26a), e
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reducdo nos tempos escondido (p<0,05; figura 26b) e em head-out
(p<0,05; figura 27a). A administracdo de DEX 1,0 mg/kg 20 min antes
da sessdo de teste EC-I ndo promoveu efeito observavel. De maneira
interessante, a administracdo de dexametasona 3,0 mg/kg ndao
prejudicou o condicionamento de segunda ordem subsequente (EC-
I/EC-I1), demonstrado pelo aumento do comportamento de avaliagédo de
risco, ausente na sessao de EC-I mas presente na sessao de EC-II (figura
27a).

Por fim, os dados sugerem um importante prejuizo na evocagdo
da memodria aversiva com consequente prejuizo no condicionamento de
segunda ordem visualizado pela redugdo nos comportamentos aversivos
em ambas as sessdes (EC-1, EC-I11).
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— (Caixa de condicionamento — Caixa de odor
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Figura 27: Avaliagdo dos efeitos da administracao de veiculo (Controle) ou dexametasona (DEX 1 ou 3 mg/kg) 60 min antes
da sessdo de teste EC-I, sobre a) o tempo em avaliacdo de risco (head-out) e b) o parametro de locomogdo (nimero de
cruzamentos). Um grupo adicional foi administrado com dexametasona 20 min antes da sessdo teste EC-1 (DEX 1 mg — 20
min). Os valores basais, de todos os animais, obtidos durante a sessdo de familiarizacdo, estdo expressos pela faixa hachurada
horizontal (limites de confianga, £95%). Os pontos representam a média + e.p.m. dos grupos em cada sessdo (FAM, EC-1 e

EC-I11). Legenda: *p<0,05 e **p<0,005 comparados ao grupo controle na respectiva sessdo (n=6-10/grupo).
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Efeitos d~a administracdo do agonista MR, fludrocortisona, na
EVOCACAO do COM

A evocacdo da resposta defensiva de ratos condicionados com 5
choques foi avaliada 60 min apds a administracdo de solugdo controle
ou fludrocortisona (1,0 ou 3,0 mg/kg), ou 20 min ap6s a administracdo
de fludrocortisona 1 mg/kg, de acordo com as figuras 28 e 29. Nao
foram encontradas diferencas  estatisticas nos  parametros
comportamentais avaliados durante a familiarizacdo. Desta forma, os
dados da familiarizacdo estdo representados pelas barras hachuradas
horizontais e expressam as médias e os limites de confianga (£95%).

A analise de variancia para medidas repetidas nao revelou
diferencas significativas para o fator tratamento nos parametros tempo
préximo, tempo escondido (figura 28a/b) e nimero de cruzamentos
(figura 29b). No entanto, a ANOVA revelou significancia para o fator
tratamento no parametro de tempo em head-out [F(s 35)=6,89; p<0,005].
O teste post hoc revelou uma reducdo no tempo de head-out nos animais
tratados com fludrocortisona 1 mg/kg na sessdo de teste EC-1 (p<0,005)
e EC-1l (p<0,05) em relacdo ao grupo controle na respectiva sessdo
(figura 29a). Esta reducdo pontual no parametro de head-out sugere uma
modificacdo no processamento de comportamentos ligados a avaliacdo
de risco ou a tomada de decisdo, com reflexos tanto ao teste EC-I quanto
ao contexto.
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— (Caixa de condicionamento — Caixa de odor
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Figura 28: Diagrama superior: representacdo do protocolo do COM com a administracdo de fludrocortisona antes da sessao
de teste EC-I. Painéis inferiores: efeitos da administracdo de veiculo (Controle) ou fludrocortisona (FLU 1 ou 3 mg/kg) 60
min antes da sessao de teste EC-1. Um grupo adicional foi administrado com fludrocortisona 20 min antes da sesséo de teste
EC-I (FLU 1 mg - 20 min). As colunas verticais representam os parametros de porcentagem de tempo a) préximo da fonte de
odor e b) escondido. Os valores comportamentais basais de todos os animais, obtidos durante a sessdo de familiarizacéo,
estdo expressos pela faixa hachurada horizontal (limites de confianga, £95%). Os histogramas verticais representam a media
+ e.p.m. em cada sessdo (EC-I e EC-II) (n=6-10/grupo).
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4.6 Experimento 6: Avaliagdo da administracdo sistémica
aguda de agonistas GR e MR sobre o eixo HPA em
resposta a um estressor

O protocolo de supressdo induzida pelos agonistas GR e MR,
principalmente a dexametasona, foi utilizado aqui para avaliar a fungéo
do eixo HPA nos animais tratados com dexametasona ou fludrocortisona
em resposta ao estresse no modelo do COM. Na clinica, baixas doses de
dexametasona suprimem a liberacdo de cortisol em individuos normais.
Ja a administracdo de fludrocortisona é til na identificacdo de estados
patolégicos ligados ao receptor mineralocorticoide, como produgdo
anormal de aldosterona. Entretanto, trabalhos recentes tém demonstrado
que o controle do funcionamento do eixo HPA durante a resposta de
estresse também pode ser modulada por receptores mineralocorticoide
em &reas como o hipocampo. Desta forma, para avaliar a possivel
desativacdo do eixo HPA, foram administradas dexametasona ou
fludrocortisona na dose de 1 mg/kg, 60 min antes do condicionamento
com 5 choques, o qual demonstrou (ver experimento 2) ser um potente
estimulo estressor. Trinta minutos ap6s o condicionamento, amostras de
sangue foram coletadas para a quantificacdo dos niveis de
corticosterona.

Conforme mostra a figura 30, a andlise de variancia revelou
diferencas significativas no fator tratamento para o niveis séricos de
corticosterona [F(,,15)=34,76; p<0,0005]. O teste de Newman-Keuls
revelou uma reducdo significativa nos grupos tratados com
dexametasona 1,0 mg/kg (p<0,0005) ou fludrocortisona (p<0,0005)
sugerindo uma supressdo do eixo HPA na situacdo de estresse gerada
pelo condicionamento.
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Figura 30: Painel superior: procedimento experimental. Painel direito: Efeito
do tratamento (60 min antes) com veiculo (Controle), dexametasona (DEX 1
mg/kg) ou fludrocortisona (FLU 1 mg/kg) sobre a atividade do eixo HPA em
resposta ao estresse (COM; 5 choques). Legenda: +++p<0,0005 comparados
ao grupo controle (n=6/grupo).
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5 Discussao

A principal proposta do presente trabalho foi identificar algumas
das propriedades temporais da administracdo de agonistas dos
receptores corticosteroides (GR e MR) sobre o armazenamento de
memérias traumaticas Adicionalmente, o trabalho buscou investigar se
estes mesmos receptores poderiam modular a evocacdo de memdrias
previamente consolidadas. Como resultado, o presente trabalho
confirma diversos achados da literatura que apontam efeitos
facilitatorios dos receptores GR e MR sobre a aquisicdo de memdrias
guando ativados proximo ao momento em que a tarefa é aprendida. Da
mesma maneira, ndés demonstramos que 0s receptores corticosteroides,
principalmente glicocorticoides, podem prejudicar a formacdo e a
evocacdo de memodrias, enquanto 0s receptores mineralocorticoides
modulariam principalmente aspectos ligados & avaliacdo de risco. Tais
resultados reforcam o papel chave dos receptores corticosteroides na
formacdo e gerenciamento de memorias aversivas, sugerindo que
farmacos que atuem sobre estes receptores poderiam auxiliar no
desmembramento destas memorias, e servindo como estratégia
terapéutica em pacientes com patologias decorrentes de memérias
aversivas.

O condicionamento olfatério de medo (COM) como uma ferramenta Util
para o estudo da psicobiologia do aprendizado aversivo

Para executar 0 objetivo primario de estabelecer um
condicionamento aversivo eficiente, nos utilizamos uma tarefa de
condicionamento olfatério de medo (COM), a qual foi previamente
descrita em nosso laboratdrio por Kroon e Carobrez (2009). O modelo
permitiu a investigacéo de alguns componentes especificos de memérias
ligadas a uma situacdo aversiva baseada em uma pista olfatoria.

Basicamente, a aquisicdo do COM ocorre quando um estimulo
inicialmente neutro (e.g. um odor) é pareado com um evento de
significancia bioldgica aversiva (e.g. choques nas patas) (PAVLOV e
ANREP, 1960). Assim, o presente trabalho confirma que ap6s uma
sessdo de 5 pareamentos entre EC + El, o estimulo condicionado,
inicialmente neutro, adquire propriedades aversivas capazes de induzir
resposta emocional condicionada (REC) durante a reexposi¢do ao EC
(teste EC-I), demonstrada pela esquiva da fonte da fonte de odor, e
aumento significativo do tempo no esconderijo e da avaliagdo de risco
nos animais submetidos ao teste EC-I.
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Devido a sua importancia para a interacao e adaptacdo ao meio,
tem sido descrito que os roedores contam essencialmente com a olfacdo
para encontrar alimento, para a reproducéo e interagdo social, bem como
para deteccdo de ameacas (BRENNAN e KEVERNE, 1997;
RESTREPO, ARELLANO et al., 2004). Assim, confirmando dados
prévios de nosso laboratério (CANTERAS, KROON et al., 2008;
CAVALLI, BERTOGLIO et al., 2009; KROON e CAROBREZ, 2009;
PAVESI, CANTERAS et al., 2011), e em concordancia com achados de
outros grupos (OTTO, COUSENS et al.,, 2000), o presente trabalho
demonstra que o condicionamento olfatério com 5 choques induz uma
potente REC, a qual é muito semelhante a observada em ratos expostos
ao odor de um predador (BLANCHARD e BLANCHARD, 1989;
DIELENBERG e MCGREGOR, 2001; SOUZA, 2007; DO MONTE,
CANTERAS et al., 2008). Ademais, os resultados obtidos apontam que
a associacdo com 1 ou 3 choques ndo parece ser suficiente para
promover respostas condicionadas de medo quando os animais foram
expostos a sessdo de teste EC-l, e consequentemente ao teste EC-II
(Experimento 1). No mesmo sentido o condicionamento com 5 choques
ndo pareados também ndo foi capaz de induzir resposta defensiva,
corroborando dados da literatura que demonstram que uma associacdo
temporal entre os estimulos é crucial para que haja condicionamento
(OTTO, COUSENS et al., 1997; OTTO, COUSENS et al., 2000;
MAREN, 2001). Também ¢é importante salientar que nenhum dos
grupos submetidos ao COM, nas diferentes condi¢des experimentais,
exibiu respostas defensivas durante a exposi¢do a caixa de odor na
sessdo de familiarizacdo (sem odor), sugerindo a auséncia de
generalizagdo ao condicionamento ou inducdo de resposta defensiva
frente & novidade. Da mesma forma, os animais dos grupos pareados
com 1 ou 3 choques também ndo apresentaram respostas defensivas
frente ao odor, de maneira que ndo foi possivel detectar diferencas
significativas do grupo ndo pareado 5 na mesma sessdo, ou deles
préprios ao longo das sessdes de familiarizacéo, teste EC-I e teste EC-II.

Entretanto, ao investigarmos os padrGes de atividade dos grupos
durante a sessdo de teste EC-I, utilizando o software de video
monitoramento, ficou evidente que conforme os protocolos de
associacdo se tornavam mais intensos (Ndo pareado 5 > Pareado 1 >
Pareado 3 > Pareado 5), a atividade exploratéria também se modificava,
de forma que o tempo de permanéncia em determinados sitios da caixa
era deslocado para o interior do compartimento fechado, refletindo a
esquiva da fonte de odor. Além disto, os aspectos de investigacdo
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também mudam, alternando para padrdes de investigacdo verticais
menos intensos. Da mesma forma, pdde-se obervar que a intensidade da
locomocdo no espaco interno e externo parece ser reduzida conforme o
nimero de pareamentos aumentava. Ainda, apesar de o ndmero de
cruzamentos totais néo se alterar o padrdo de locomog¢édo se modificava
de acordo com o nimero de pareamentos, ou seja, a velocidade maxima
atingida aumenta enquanto que a distancia percorrida diminui durante a
sessdo nos animais pareados com 5 choques.

De maneira geral, a grande maioria dos trabalhos que investigam
0s substratos neurais do condicionamento aversivo se utiliza de
respostas comportamentais menos sutis, como o congelamento ou o
sobressalto potencializado pelo medo (BOUTON e BOLLES, 1980;
PHILLIPS e LEDOUX, 1992; OTTO, COUSENS et al., 1997,
MAREN, 2001). Os comportamentos de defesa compreendem uma série
de respostas adaptativas e flexiveis contra situacdes de ameaca
(MCNAUGHTON e CORR, 2004). Neste sentido, o desenvolvimento
de metodologias que avaliem de maneira mais dindmica a resposta de
defesa como indice de memaria aversiva se torna essencial. Blanchard e
colaboradores , sugerem, por exemplo, que a avaliacdo de risco é um
importante padrdo de atividade envolvido na deteccéo e analise durante
situagdes ameacadoras. Ela seria um processo essencial pelo qual os
sistemas de defesa escolheriam respostas especificas como fuga,
congelamento ou ataque. Além disto, estes comportamentos podem
mudar ao longo do tempo em resposta as informag6es encontradas sobre
a presenca do perigo (BLANCHARD, GRIEBEL et al., 2011). Da
mesma forma, a sensibilidade dos comportamentos de defesa a drogas
parece ser variavel, de acordo com a série de comportamentos
empregados, bem como com o padrdo de atividade dos
neurotransmissores e nucleos cerebrais envolvidos na resposta
(MCNAUGHTON e CORR, 2004; BLANCHARD, GRIEBEL et al.,
2011). Um exemplo disto é o de drogas utilizadas para o tratamento do
transtorno  de ansiedade generalizada (TAG), como 0s
benzodiazepinicos e o tratamento crénico com antidepressivos
triciclicos, que sdo efetivas em reduzir os comportamentos de avaliacdo
de risco, enquanto que outros tipos de defesa como o ataque defensivo
nédo séo reduzidas (BLANCHARD, GRIEBEL et al., 2001). Da mesma
forma, a buspirona, uma droga amplamente utilizada para o tratamento
do TAG ndo é efetiva em reduzir a avaliacdo de risco em modelos
animais (GRIEBEL, PERRAULT et al., 1998). Sob a perspectiva do
estresse, enquanto 0s receptores glicocorticoides parecem promover
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modificacdes importantes no armazenamento de memobrias,
principalmente por sua interacdo com sistemas neurotransmissores como
glutamato e noradrenalina, atuando em areas como amigdala e
hipocampo e hipotalamo (CORDERO e SANDI, 1998; JOELS, KARST
et al., 2004), refletindo em mudangas mais extensas no repertorio
comportamental, os receptores mineralocorticoides parecem modular
aspectos diferenciados e especificos do aprendizado (OITZL e DE
KLOET, 1992; SANDI e ROSE, 1994; BERGER, WOLFER et al.,
2006; NINOMIYA, MARTYNHAK et al., 2010). Por estas razdes, a
utilizacdo de modelos animais que possuam uma abordagem abrangente
dos comportamentos de defesa, bem como a combinacdo com modelos
animais é de extrema importancia para a melhor compreensdo dos
processos envolvidos nas reacdes emocionais como 0 medo e a
ansiedade.

Para confirmar os achados comportamentais obtidos no COM,
foram avaliados também os niveis séricos de corticosterona em dois
momentos do protocolo experimental: ap6s a sessdo de
condicionamento e apds a exposi¢do ao estimulo condicionado (teste
EC-1). Ja estd bem estabelecido que a secre¢do de corticosterona ocorre
minutos apds a exposicdo a um estressor, ou mesmo a novidade,
auxiliando na nos processos de adaptacdo do organismo (DE KLOET,
1991; PACAK e PALKOVITS, 2001; JOELS, PU et al., 2006). A
exposicdo ao condicionamento com 5 choques induziu um significativo
aumento nos niveis séricos de corticosterona em comparagdo ao grupo
condicionado com 1 choque e ao 0s grupos que ndo receberam choques
(com ou sem odor). Este rapido aumento dos niveis de corticosterona
esta de acordo com a nocdo de que a liberagdo de corticosterona €
essencial para a formacdo de memorias traumaticas (ROOZENDAAL,
BOHUS et al, 1996; PACAK e PALKOVITS, 2001; MARIN,
HUPBACH et al., 2011). E importante mencionar que, apesar de nio
haverem diferengas significativas, 0 grupo exposto apenas ao odor € 0
grupo pareado com 1 choque apresentaram um leve aumento nos niveis
de corticosterona. Esse aumento se deve provavelmente a exposicdo a
novidade (odor) e a novidade (odor) + El (1 choque), respectivamente
(FLUTTERT, DALM et al., 2000). Também ¢é importante ressaltar que,
no presente trabalho, o pareamento com 3 choques nao foi eficaz em
provocar condicionamento. Entretanto, dados prévios de nosso
laboratério demonstram que, de fato, em animais pareados com 3
choques pode haver uma variabilidade consideravel, onde parte dos
animais adquirem condicionamento enquanto que outros ndo o fazem
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(CAVALLI, BERTOGLIO et al., 2009; KROON e CAROBREZ, 2009).
Desta forma, optou-se por realizar as dosagens dos niveis de
corticosterona apenas nos grupos condicionados com 1 ou 5 choques,
visando especificamente 0s experimentos futuros de avaliacdo da
possivel facilitagdo ou prejuizo provocado pelos corticosteroides na
formagcéo e evocagdo de memorias, respectivamente.

Neste mesmo sentido, quando os niveis de corticosterona foram
avaliados apds a sessdo de teste EC-I, um importante aumento no grupo
condicionado com 5 choques foi observado em comparacdo ao grupo
ndo pareado. Estes resultados entdo em concordancia com dados prévios
da literatura que demonstram que 0s hormoénios do estresse séo
necessarios ndo apenas para a aquisicdo e consolidacdo de memdrias,
mas também ap0s sua expressdo, facilitando a recuperagdo apds a
reexperiéncia do estressor e armazenando informagdes para uso futuro
(DE KLOET, JOELS et al., 2005; DE QUERVAIN, AERNI et al.,
2009; BLUNDELL, BLAISS et al., 2011). De maneira importante, a
exposicdo ao teste EC-I no grupo condicionamento com 1 choque
induziu um aumento significativo nos niveis de corticosterona quando
comparado ao grupo ndo pareado. Isto sugere que, embora ndo tenham
sido observadas diferencas comportamentais no pareamento com 1
choque, um possivel traco de memoria fraco, contento informacdo da
sessdo de condicionamento, tenha induzido a liberacdo de corticosterona
nestes animais perante a exposicdo ao EC-1 (MACKINTOSH, 1965;
SCHMAJUK e DICARLO, 1991; FRANKLAND, JOSSELYN et al.,
2004). Estes resultados levam a crer que, embora o condicionamento
com 1 choque seja percebido, o estado ou a resposta hormonal nédo é
suficiente para auxiliar na promocao do processo associativo completo.

Em resumo, os dados suportam aspectos tedricos ja bem
estabelecidos, de que durante o condicionamento alguns eventos
precisam ocorrer simultaneamente: a) os circuitos cerebrais de defesa
necessitam ser ativados por certa intensidade de estimulo aversivo (p.
ex. EI=5 choques); b) areas cerebrais ligadas a percepcdo dos sistemas
sensoriais precisam estar em funcionamento (p. ex. pista olfatéria); c) a
resposta hormonal ao estressor precisa entrar em funcionamento; e d) a
aquisicdo do condicionamento requer uma associagdo temporal entre o
EC e 0 El (LEDOUX, 1994; MAREN, 2001; JOELS, PU et al., 2006).

Coletivamente, estes dados confirmam o condicionamento
olfatério de medo como um fendmeno consistente (OTTO, COUSENS
et al., 2000). Em contrapartida, de acordo com dados da literatura que
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sugerem um papel bidirecional dos hormbnios do estresse no
armazenamento de memodrias, 0s dados iniciais do presente trabalho nos
levam a questionar se a ativagdo dos receptores corticosteroides por
agonistas  especificos poderia promover a facilitagdo do
condicionamento de um traco fraco de memdria (condicionamento com
1 choque) ou o prejuizo em memoérias mais resistentes, como no
condicionamento com 5 choques.

A administracdo pos-treino de agonistas GR ou MR promove facilitagdo
na formac&o de memorias aversivas no COM

Dados da literatura tém demonstrado efeitos facilitatérios dos
corticosteroides sobre o0 armazenamento de memarias nas mais diversas
tarefas de aprendizado, tais como 0s condicionamentos gustatorio e
apetitivo (ZORAWSKI e KILLCROSS, 2002; MIRANDA, QUIRARTE
et al., 2008), a esquiva inibitéria (ROOZENDAAL e MCGAUGH,
1997; MEDINA, CHARLES et al.,, 2007), na memoria espacial
(SANDI, LOSCERTALES et al., 1997), e no reconhecimento de objeto
(OKUDA, ROOZENDAAL et al., 2004). Em humanos, a exposic¢do a
um estressor (como frio ou administracdo de adrenalina) durante uma
tarefa de aprendizado, aumenta a retencdo do aprendizado (CAHILL,
GORSKI et al., 2003). De acordo com essa visdo, 0s achados
demonstraram que ambos os agonistas GR e MR administrados
imediatamente apds o condicionamento com 1 choque (anteriormente
demonstrado ser ineficaz em promover condicionamento; experimentos
1 e 2), facilitaram a formagdo de uma memoria de longa duragéo. Por
outro lado, quando a administracdo foi realizada na auséncia de
condicionamento (sessdo sem chogue), ndo foram observadas respostas
condicionadas de medo. Tais resultados sugerem que o efeito
facilitatorio da ativacdo dos receptores corticosteroides requer um
aumento do estado emocional, o qual parece ser conferido pelo El.
Assim, recentes trabalhos sugerem que um recrutamento de Aareas
cerebrais coincidente com a ativagdo GR/MR em tais &reas promove o
fortalecimento de memérias ligadas a estimulos emocionalmente
salientes e ndo de informag6es neutras (JOELS, PU et al., 2006; JOELS
e BARAM, 2009). Trabalhos com enfoque nas bases neurais do
condicionamento de medo indicam que a amigdala desempenha um
papel crucial neste tipo de aprendizado associativo (LEDOUX, 2000).
Neste sentido, a leséo eletrolitica ou o blogueio farmacolégico desta
estrutura impedem a aquisicdo do condicionamento aversivo
(CAMPEAU e DAVIS, 1995; MULLER, CORODIMAS et al., 1997).
Da mesma forma, a infusdo de tetrodotoxina imediatamente apds o
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pareamento entre choque e odor prejudica a consolidagdo do
condicionamento (KILPATRICK e CAHILL, 2003).

Notavelmente, a amigdala e o0 hipocampo se conectam
simultaneamente e também independentemente com o0 sistema
hipotaldmico medial de defesa, atribuindo status aversivo a um odor
condicionado previamente neutro (CANTERAS, KROON et al., 2008),
e a grande maioria das estruturas participantes nesta circuitaria sdo
classicamente descritas como possuidoras de grandes concentragfes de
receptores corticosteroides. Diversos trabalhos também apontam que os
corticosteroides alteram a atividade neuronal em areas que
desempenham papel central nos processos atencionais e na selegdo de
estratégias comportamentais apropriadas (e.g. hipocampo, cortex pré-
frontal e amigdala) (DE KLOET, JOELS et al., 2005; ROOZENDAAL,
MCEWEN et al., 2009; JOELS, 2011).

In vitro, a ativagdo dos receptores GR retarda o reestabelecimento
da atividade neuronal (JOELS e DE KLOET, 1989; KERR,
CAMPBELL et al., 1989; KIM e DIAMOND, 2002). Além disto,
grande parte da maquinaria celular envolvida no processo de
plasticidade é modulada pelos receptores GR (PRAGER e JOHNSON,
2009). Teoricamente, o bom funcionamento destes processos de
armazenamento e a supressdo neuronal induzida pela atividade dos
receptores GR impede que estimulos ndo relacionados na escala
temporal sejam processados juntamente, conferindo seletividade ao
processo de armazenamento da informacdo traumatica e impedindo a
generalizacdo de estimulos.

Os dados existentes sobre o papel dos receptores MR na atividade
neuronal e nas funcBes cognitivas justificam indagar se os receptores
MR também participariam durante a fase inicial da formacdo de
memérias em adicdo ao papel prolongado dos receptores GR. Desta
forma o presente trabalho demonstra também que a atividade dos
receptores MR pode contribuir para a formacdo de memorias
traumaticas decorrentes de um estimulo aversivo. Estes dados estdo em
concordancia com dados prévios da literatura que apontam um
importante papel na modulacdo da aquisicdo de informacdo, ja que a
ativacdo dos receptores MR promove rapido aumento da atividade
neuronal no hipocampo e amigdala (KARST, BERGER et al., 2005;
OLIJSLAGERS, DE KLOET et al., 2008). Varios estudos apontam
ainda que os receptores MR estdo envolvidos na avaliagdo da
informacdo e selecdo de respostas em varias tarefas de aprendizado
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(OITZL e DE KLOET, 1992; SANDI e ROSE, 1994; BRINKS, V.,
VAN DER MARK, M. H. et al., 2007).

Estes resultados corroboram dados prévios da literatura e
suportam a ideia de que ambos os agonistas dos receptores GR e MR
podem facilitar o armazenamento de memodrias traumaticas.

A aca dos corticosteréides pode prejudicar a aquisicdo e a evocagao de
memorias

A dicotomia entre as agBes facilitatdrias e inibitorias dos
corticosteroides sobre o armazenamento de informacdes tem sido
sugerida em diversos estudos, e a natureza da convergéncia temporal
entre a ativacdo dos sistemas neuro-hormonais e a tarefa a ser aprendida
parece ser crucial para a natureza atribuida a memoéria (JOELS e
BARAM, 2009).

Assim, embora os hormdnios do estresse tenham um efeito
facilitatorio quando presentes junto do periodo do aprendizado, eles
parecem ter efeitos opostos quando presentes em grandes quantidades
em um tempo consideravel antes da tarefa a ser aprendida. Kirshbaum e
colaboradores (1996) demonstraram que a memoria declarativa é
prejudicada em individuos expostos ao estresse ou a altos niveis de
cortisol, 15 ou 60 min antes, respectivamente (KIRSCHBAUM, WOLF
et al., 1996). Neste mesmo sentido, Diamond e colegas demonstraram
gue os corticosteroides, agindo apos a tarefa a ser aprendida, podem,
ndo apenas facilitar a formacdo de novas memodrias, mas também
promover amnésia retrograda, seguindo o carater seletivo que as
memérias traumaticas parecem ter (DIAMOND, PARK et al., 2005).
Coletivamente, estes dados enfatizam um principio importante sobre
estresse e memoéria: aumentos nos niveis de hormonios de estresse
dentro do contexto do aprendizado parecem melhorar esta habilidade,
enquanto que sua acdo muito tempo fora do contexto parece prejudica-
la. De maneira simplista, isso se daria por um processo meramente
mecanistico, onde a acdo dos hormdnios do estresse antes da tarefa a ser
aprendida faz com que a maquinaria celular esteja ocupada processando
algo anterior ao que deve ser lembrado. Ou seja, ndo ha a contraparte
entre a maquinaria celular e o estimulo a ser lembrado (JOELS, PU et
al., 2006).

A dicotomia nas ac¢Oes dos corticosteroides também tem sido
atribuida ao balango entre as acfes dos receptores GR e MR (DE
KLOET, VREUGDENHIL et al., 1998). Em humanos, a aquisi¢cdo de
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uma memoria declarativa é prejudicada pela exposi¢do a horménios do
estresse até uma hora antes da tarefa a ser aprendida (KIRSCHBAUM,
WOLF et al., 1996). Resultados preliminares de nosso laboratdrio
demonstram que a administracdo de corticosterona nas doses de 3 ou
10mg/kg, 60 min antes do condicionamento, ndo promovem prejuizos
no COM (dados ndo publicados). Entretanto, ja estd bem estabelecido
gue em seu ritmo ultradiano os corticosteroides enddgenos sdo liberados
de hora em hora. Entretanto, embora sua eliminacéo renal ocorre de
maneira muito rapida (cerca de 10 min) (LIGHTMAN, WILES et al.,
2008), os corticosterdides liberados pela glandula supra-renal penetram
livremente em areas cerebrais ligando-se a ambos os receptores GR e
MR (DE KLOET, 1991). Possivelmente, estes fatores explicariam a
auséncia de efeitos com a administracdo de corticosterona na tarefa do
COM.

Com base neste contexto, o presente trabalho demonstrou que a
administragdo de agonistas GR e MR em um tempo consideravel antes
(60 min) da aquisicdo do condicionamento com 5 choques. Os
resultados demonstram que o0 potente agonista GR, dexametasona,
administrado 60 min antes do condicionamento, prejudicou a aquisicéo
do COM visualizado pela redugdo de todos os comportamentais de
defesa avaliados durante a exposicdo ao teste EC-I.

A administracdo de dexametasona 20 min antes, ndo s6 foi
incapaz de prejudicar as respostas de defesa como também promoveu
uma facilitagdo do condicionamento, observada pelo aumento dos
comportamentos de avaliacdo de risco, corroborando os dados da
administragdo de dexametasona apds o0 treino com um choque
(experimento 3).

A ideia de que o0 estresse estd implicado no prejuizo da
formacdo de memodrias ndo é tdo recente. Extensivos estudos
demonstram que a exposicdo a um predador ou a um estimulo
extremamente relevante prejudica a formacdo de novas memébrias
(ZANGROSSI e FILE, 1992; FILE, ZANGROSSI et al., 1993;
DIAMOND e ROSE, 1994; ADAMEC, BURTON et al., 1999;
DIAMOND e PARK, 2000) e induz amnésia (WOODSON,
MACINTOSH et al., 2003). Ao nivel celular, tem sido demonstrado que
0s receptores glicocorticoides bloqueiam a LTP hipocampal e outros
tipos de potenciacdo (FOY, STANTON et al., 1987; DIAMOND e
ROSE, 1994; DIAMOND e PARK, 2000), além de influenciar
negativamente o funcionamento da amigdala (ROOZENDAAL,
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MCEWEN et al., 2009). Além disto, dentre os dois tipos de receptores
corticosteroides, o subtipo GR é o mais amplamente descrito por afetar
positivamente a aquisicao e a estabilizacdo da memdria (MCGAUGH e
ROOZENDAAL, 2002), mas também em prejudicar a evocacdo de
informacOes previamente armazenadas (ROOZENDAAL, 2002). Neste
sentido, nds demonstramos que a administracdo do agonista GR 60 min
antes do teste EC-lI também promoveu prejuizo na evocacgdo, o qual
também sustentou a ndo ocorréncia de condicionamento de segunda
ordem (EC-1 — EC-II), corroborando os dados do bloqueio da aquisi¢do
pelo mesmo agonista administrado antes do condicionamento. Em
revisdo da literatura, diversos estudos demonstram que a administracao
pos-treino de glicocorticoides produz um aumento da consolidacéo.
Entretanto, hd evidéncias de que 0 estresse promova prejuizo na
retencdo quando ratos ou humanos sdo testados pouco tempo depois,
guando os niveis circulantes de hormdnios ainda estdo elevados
(KIRSCHBAUM, WOLF et al., 1996; DIAMOND e PARK, 2000; KIM
e DIAMOND, 2002). Estas observacbes sugerem que 0S
corticosteroides podem néo apenas facilitar a consolidagdo, mas também
afetar diretamente a evocacdo de memorias. Assim estes dados podem
ser interpretados como um efeito negativo especifico do estresse sobre a
evocacdo de memorias, mas também podem significar um processo
facilitado de utilizagdo da maquinaria celular para um novo
aprendizado, promovido pela ativacdo dos receptores glicocorticoides,
em concorréncia ou em sobreposicao a aprendizados posteriores.

De maneira importante, dados da literatura sugerem que, em
contraste com os efeitos da ativacdo dos receptores GR, 0s receptores
MR parecem modular a atividade comportamental em curso durante as
tarefas de aprendizado e evocacdo de memdrias (OITZL e DE KLOET,
1992; OITZL, JOSEPHY et al., 1993; OITZL, FLUTTERT et al., 1994;
SANDI e ROSE, 1994). O bloqueio dos receptores MR imediatamente
apés uma tarefa de aprendizado também afeta o desempenho cognitivo
para a evocacdo de memorias em tarefas de aprendizado espacial
(OITZL e DE KLOET, 1992). Ainda, dados da literatura demonstram
gue a administragdo de antagonista dos receptores MR antes do treino
afeta o desempenho cognitivo em tarefa de aprendizado espacial por
causar um impacto negativo sobre os mecanismos de estratégia e sobre a
resposta comportamental a novidade (OITZL e DE KLOET, 1992).
Neste sentido, os dados do presente trabalho apontam que a
administracdo do agonista MR fludrocortisona 60 min antes do
condicionamento com 5 choques prejudicou a aquisicdo do COM,
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observado pela reducdo do comportamento defensivo em exposic¢do ao
teste EC-1. Os dados apontam que os principais efeitos foram a reducéo
do tempo escondido e da avalia¢do de risco, mas ndo da aproximacao da
fonte de odor, indicando que apesar de prejudicar a aquisicdo da tarefa,
0s animais adquiriram em determinado grau a esquiva da fonte de odor,
corroborando dados da literatura que sugerem um papel modulatorio
sobre a tomada de decisdo pelos receptores MR. Neste sendido, Brinks e
colaboradores  (2007) demonstraram que, em camundongos
adrenalectomizados, a ativacdo predominante dos receptores MR sobre
0s receptores GR promove uma reducéo dos comportamentos de defesa,
resultando em beneficios para o aprendizado, enquanto que um aumento
na ativagdo dos receptores GR prejudica o aprendizado. Ainda, 0
bloqueio pré-treino dos receptores GR parece promover melhora no
aprendizado, possivelmente por levar a um aumento da atividade dos
receptores MR livres (ZHOU, BAKKER et al., 2010). Contudo, quando
administramos o agonista MR fludrocortisona 60 min antes da evocacdo
da tarefa, os animais apresentaram prejuizos na aquisicdo do
condicionamento de segunda ordem (EC-I — EC-I11), que se restringiram
ao comportamento de avaliacdo de risco (head-out), reforcando o carater
de especificidade sobre os comportamentos mais sutis, possivelmente
modulados pelos receptores MR. Teoricamente, poder-se-ia esperar que
assim como na administragdo de fludrocortisona antes do
condicionamento, a administracdo de fludrocortisona antes do EC-I
deveria prejudicar também a execucdo de outros comportamentos no
teste EC-II. Entretanto, cabe salientar que o aprendizado em questdo
difere enormemente em contexto e caracteristica do aprendizado inicial,
gue passa a ser o proprio odor no teste EC-1 ao invés do choque na
sessdo de condicionamento (aprendizado I: odor x choque; aprendizado
Il: contexto x odor). Apesar de todos estes fatores, fica evidente que a
ativacdo dos receptores MR antes do condicionamento, antes da
evocacdo e do condicionamento de segunda ordem, prejudica a
arquitetura mnemonica de modo a interferir principalmente com os
comportamentos de avaliagdo de risco. Cabe ainda ressaltar que néo €
possivel descartar que a administracdo de doses mais elevadas do
agonista MR fludrocortisona poderiam afetar outros pardmetros
comportamentais.

O presente trabalho também demonstrou que tanto a
administracdo de dexametasona quanto a administracdo de
fludrocortisona provocaram uma supressdo da resposta hormonal ao
estresse, sugerindo que os achados que mostram que a administragdo de
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ambas as drogas prejudicam o aprendizado e a evocacdo das memérias
aversivas possa ter como componente importante a desativacdo do eixo
HPA em resposta ao estresse, jA que a adrenalectomia ou a
administracdo de inibidor da sintese de corticosteroides, como a
metirapona, promove prejuizos na aquisi¢do de memarias, assim como o
fazem o antagonistas dos receptores GR e MR (PUGH, TREMBLAY et
al., 1997; BARRETT e GONZALEZ-LIMA, 2004; BURMAN,
HAMILTON et al., 2010). Entretanto, pode-se considerar que este ndo
seja 0 principal componente do prejuizo na aquisicdo e evocagdo do
condicionamento, ja que a administracdo de fludrocortisona em ambas
as doses promoveu efeitos relativamente menores sobre 0 COM, mesmo
provocando desativagdo substancial do eixo HPA, e j& que a meia vida
de ambos os agonistas € superior ao intervalo entre a administracdo
subcutanea e a sessdo de condicionamento (MEIKLE e TYLER, 1977,
BAXTER e ROUSSEAU, 1979). Em humanos, dados recentes apontam
gue a supressdo temporéaria do eixo HPA pode reduzir as respostas de
medo em pacientes com TEPT (JOVANOVIC, PHIFER et al., 2011).
Em contrapartida, diversos autores sugerem que o efeito primordial é
sobre a ativagdo dos receptores substancialmente antes da tarefa a ser
aprendida/lembrada, o que promove a ocupacao da maquinaria celular e
a competicdo pelo processamento dos estimulos (JOELS, PU et al.,
2006).

De acordo com a linha de raciocinio de que os corticosteroides
parecem prejudicar a aquisicdo e a evocacdo de memorias, dados da
literatura demonstram que humanos expostos a um estressor ou tratados
com altas doses de hidrocortisona, antes da evocacdo de uma memoria,
apresentam um reduzido desempenho na recordacdo da tarefa,
reforcando o papel bifasico do estresse sobre o armazenamento de
informacdo (DE QUERVAIN, ROOZENDAAL et al., 2000;
KUHLMANN, PIEL et al., 2005). Empiricamente, sabe-se que durante
a exposi¢cdo a uma situacao de estresse, como um teste ou entrevista, 0s
individuos tém em geral um déficit na relembranca de informacdes
anteriormente aprendidas (prejuizo na evocacdo). Mas, a0 mesmo
tempo, a exposicdo a tal situacdo de embaraco ou prejuizo grava
profundamente os detalhes do contexto (facilitagdo da consolidacéo). Na
natureza, tal competicdo entre as informacGes aprendidas e o desafio em
curso ndo parece ser um processo mal adaptativo, ja que consolidar a
informacdo sobre novos estimulos ameacadores, sejam eles fisicos ou
psicoldgicos, pode aumentar as chances de sobrevivéncia (ver JOELS,
PU et al., 2006).
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Outro aspecto importante do funcionamento do sistema
corticosteroide sobre a formacdo de memorias estad em sua relagdo com
o refor¢co ou a fragmentacdo de memdarias aversivas. Sabe-se que dentre
as terapias de combate aos transtornos de ansiedade ligados a memérias
aversivas, como traumas ou fobias, estd a exposicdo repetida aos
estimulos ameagadores ou a pistas relacionadas, processo conhecido
como extingdo de memorias (MYERS e DAVIS, 2007; INDA,
MURAVIEVA et al.,, 2011). Recentemente, outro tipo de terapia
cognitivo-comportamental tem sido estudada. Ela consistiria de uma
breve evocagdo da memdria aversiva e da modificacdo do processo de
consolidagdo subsequente, numa fase conhecida como reconsolidacdo,
onde a memoria original se torna labil e passivel de modificacdo
(PRZYBYSLAWSKI e SARA, 1997; LEE, 2008). Essencialmente,
estas duas abordagens diferem quanto a natureza do processo de
esquecimento: enquanto na extin¢do, a memdria original é sobreposta
por um novo aprendizado com caracteristicas neutras ou positivas, na
reconsolidagdo a memodria original é fragmentada ou modificada pela
nova consolidacdo da mesma memoria (SUZUKI, JOSSELYN et al.,
2004). Curiosamente, ambas as abordagens requerem um componente
que serve de gatilho para o processo: a evocagdo da meméria original.
Neste sentido, dados recentes, sugerem que a modulacéo conferida pelos
horménios do estresse poderia ser um importante alvo terapéutico tanto
na extincdo (YANG, CHAO et al., 2006; NINOMIYA, MARTYNHAK
et al., 2010) quanto na reconsolidacdo (SCHWABE e WOLF, 2010;
PITMAN, MILAD et al., 2011).

Nesta mesma linha de raciocinio, um grande nimero de
evidéncias sugere que um dos principais fatores que contribuem para o
desenvolvimento do TEPT é o prejuizo nos mecanismos de extingdo das
memorias relacionadas ao trauma (RAUCH, SHIN et al., 2006), o qual
pode ser mediado pelos corticosteroides (BLUNDELL, BLAISS et al.,
2011). Pouco ainda se sabe sobre as bases neurobiolégicas do processo
de reconsolidacdo, especialmente em pacientes com TEPT. Entretanto,
do ponto de vista clinico, as terapias envolvendo a utilizagdo de
farmacos com atividade amnésica, ou que prejudiquem a sintese de
novas proteinas envolvidas na consolidacdo, tém demonstrado serem
muito promissoras (INDA, MURAVIEVA et al., 2011). Neste contexto,
corroborando dados da literatura, nos demonstramos que a ativacdo dos
receptores GR e MR pré-treino prejudica a aquisicdo, bem como a
ativagdo principalmente GR, também prejudica a evocagdo, ambas
etapas necessarias na extingdo e na reconsolidacao.
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Pouco consenso se tem em relagdo aos niveis de cortisol em
pacientes com TEPT (PITMAN, ORR et al., 1987; YEHUDA, KEEFE
et al., 1995; YEHUDA e MCFARLANE, 1995; YEHUDA e LEDOUX,
2007), possivelmente porque, em geral, 0 processo de desenvolvimento
da patologia é multifatorial (idade, sexo, fundo genético, experiéncias
prévias, e a origem do trauma) (YEHUDA e LEDOUX, 2007).
Entretanto, ao que tudo indica, os niveis de cortisol sdo particularmente
baixos nestes pacientes, provavelmente por modificacdes nas alcas de
retroalimentacdo e o eixo HPA, o que reflete em prejuizos no processo
de extin¢do, ja que os corticosteroides presentes durante a evocagdo
promovem facilitagdo do novo aprendizado (extingdo), e
consequentemente da consolidacdo da extingdo (QUIRK e MUELLER,
2008). Da mesma maneira, a evocacdo necessaria em ambos 0S
processos de extingdo e reconsolidacdo é prejudicada pelos
corticosteroides (DE QUERVAIN, ROOZENDAAL et al., 1998),
sugerindo que os pacientes com TEPT também possam ter prejuizos no
processo de esquecimento do trauma. Entretanto mais estudos sdo
necessarios para comprovar tal hipotese, ja que o TEPT tem como
principal caracteristica a recorréncia indesejada e frequente das
memoérias ligadas ao trauma.

Guardadas as diferencas entre as dindmicas do estresse cronico e
agudo, em modelos que utilizam estresse prolongado ou tratamentos
cronicos com corticosteroides, bem como as condic8es clinicas como o
hipercortisolismo, ou sindrome de Cushing, os prejuizos parecem ser
principalmente sobre a consolidacdo de memdrias (CONRAD, GALEA
et al., 1996; PAVLIDES, NIVON et al., 2002; WRIGHT, LIGHTNER
et al., 2006). Assim, com base nos achados do presente trabalho é
possivel afirmar que muitos dos efeitos encontrados podem estar ligados
também a prejuizos na aquisicdo e na evocagdo das memorias.

Coletivamente, os dados do presente trabalho fornecem uma
ampla demonstracdo de que ambos os receptores GR e MR estariam
evolvidos no processo de aquisicdo e manutencdo da informacéo contida
em eventos traumaticos, convertendo memorias de curta duracdo em
memoérias de longo prazo, e em algumas situagdes prejudicando o fluxo
de informacgdes necessarias para a aquisicdo de novas memorias e a
evocacdo de dados anteriormente obtidos, dependendo de quando o
estresse é parte intrinseca do evento ou néo.

Finalmente, os resultados obtidos corroboram o pressuposto da
hipdtese de que é possivel que os corticosteroides estejam na raiz da
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susceptibilidade ao desenvolvimento de memorias traumaticas
resistentes, como no caso do TEPT, possivelmente por potencializar os
condicionamentos aversivos, facilitando a aquisi¢do e a consolidagdo de
tracos de memdria, ou por impedir 0 esquecimento, através de prejuizos
na evocacao e na aquisicdo de novos aprendizados. Assim, é plausivel
sugerir que abordagens terapéuticas com enfoque nos receptores
corticosteroides, em momentos adequados, podem ser uma importante
estratégia no tratamento de pacientes com psicopatologias de memérias
aversivas, como o TEPT e também as fobias, as quais tem como base
psicobioldgica o estabelecimento de condicionamento aversivo.
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6 Consideragdes finais

Os resultados do presente trabalho reforcam que o
condicionamento olfatério de medo é uma ferramenta Util para o
entendimento das bases biolégicas do armazenamento de memdrias
aversivas, bem como do estresse decorrente da exposi¢do ao trauma e as
suas relembrangas. Da mesma maneira, os resultados obtidos reforcam o
papel dos receptores GR e MR no armazenamento de memdrias
traumaticas, modulando a aquisi¢cdo, a consolidacdo a evocagdo das
informac@es ligadas a estimulos aversivos. De maneira especifica, 0s
dados obtidos mostram os seguintes aspectos:

Em concordancia com dados da literatura, tanto a ativacdo dos
receptores GR quando dos receptores MR promove facilitacdo do
condicionamento olfatério de medo, reforcando o carater promotor de
associacdo que o estresse confere durante situacbes de perigo ou
desafio;

De maneira oposta, a agdo dos corticosteroides em tempo
consideravel antes da aquisicdo ou da evocacdo prejudica o
processamento dos estimulos. Estes efeitos tém repercussdes
importantes, ja que podem impedir a adaptacdo atraves do bloqueio da
aquisicdo de novas informacdes, resultando, por exemplo, em prejuizo
na exting&o;

Entretanto, embora mais estudos sejam necessarios, os dados do
presente trabalho também sugerem que estes receptores podem ser alvos
para a possivel modificagdo de memdrias traumaticas resistentes. Dados
recentes da literatura ja apontam que, através do bloqueio do processo
de reconsolidagdo, os antagonistas GR e MR poderiam promover a
fragmentacéo e o enfraquecimento de memérias traumaticas.

Em conjunto, os dados obtidos reforcam o papel bidirecional dos
receptores corticosteroides sobre o armazenamento de memdrias, 0s
quais podem facilitar ou prejudicar os processos adaptativos que
envolvam o armazenamento de informagdes, bem como reforcam o
enfoque nestes receptores como possiveis alvos terapéuticos para os
transtornos de ansiedade.
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7 Glossario

Condicionamento de segunda ordem: procedimento no qual um
estimulo previamente condicionado, passa, por si s@, a induzir o
aprendizado de um segundo estimulo inicialmente neutro, como o
que acontece para 0 EC-lIl no modelo do condicionamento
olfatorio, onde o odor se associa ao contexto, e este, por sua vez
adquire propriedades aversivas.

Condicionamento Pavloviano: procedimento pelo qual um estimulo
inicialmente neutro, como um som ou um odor, incapaz de gerar
resposta condicionada, se torna biologicamente relevante apds o
pareamento com um estimulo condicionado (p.ex. choque).

Consolidacdo: processo pelo qual as memorias sdo armazenadas apés
um novo aprendizado.

Convergéncia espacial: o estressor esta presente durante a tarefa a ser
aprendida e ativa as mesmas areas de processamento do estimulo
e de aquisicdo e consolidacdo de memdrias, bem como areas
envolvidas na resposta defensiva.

Convergéncia temporal: estressores presentes nos momentos que
antecedem ou imediatamente ap6s a exposicdo a um estimulo a
ser aprendido fortalecem o aprendizado, enquanto que o estresse
horas antes ou apds a tarefa prejudica o aprendizado.

Extincdo: se refere a sobreposicdo do aprendizado de um estimulo
previamente associado por um aprendizado oposto, o qual leva a
uma redugdo da resposta ao estimulo inicial. Apesar do nome
extincdo, o processo ndo leva ao apagamento da memoria
original, e sim sobrepde um novo aprendizado.

Labilizagdo: instabilizacdo de uma memoria previamente consolidada.
E o processo pelo qual a memdria se atualiza e se torna
susceptivel a modificacdo. Durante o periodo de labilidade, a
memoria original pode sofrer interferéncias farmacolégicas.

Reativacdo: também chamada de evocacdo, é o retorno de memorias
previamente estabelecidas para um estado consciente, resultando
em labilizacdo da memoria.

Reconsolidacdo: processo pelo qual uma memoria previamente
consolidada se atualiza e se estabiliza ap6s cada reativacao.
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Recuperagdo espontanea: evocacdo espontdnea de uma memoria
previamente extinta, geralmente muito tempo depois, na auséncia
de qualquer manipulacdo experimental, novo treino ou
modificagdo no contexto.

Reinstalacdo: reevocacdo de uma memdria extinta apds a exposicdo a
um estimulo incondicionado ndo relacionado, p.ex. um som alto.

Traco de memdria: se refere a uma meméria, forte ou nao, resultado
de modificacao sinéptica.
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