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RESUMO

JULIANO, V.A.L. Caracterizacdo da influéncia do estresse agudo sobre as
projecdes neuronais do microcircuito bidirecional auto modulado BLA-CPFm
e seu papel no desenvolvimento do déficit de extingdo da memodria de medo
em ratos. 2021. no. f.44. Trabalho de Concluséo de Curso de Farmécia-
Bioquimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2021.

Palavras-chave: Estresse; BLA; CPFm; TEPT

INTRODUCAO: O estresse constitui fator de risco fundamental para ocorréncia de
transtornos psiquiatricos associados a ansiedade e traumas, por exemplo o
Transtorno de Estresse Pos-Trauméatico (TEPT). O déficit de extingdo da memdria
de medo é um sintoma caracteristico observado em individuos acometidos pelo
TEPT. Dados do grupo de pesquisa do Laboratério de neuroenddcrino-
farmacologia e imunomodulacdo (LaNEFI) do ICB-USP demonstram que, em
ratos, 2h de estresse agudo de contencdo causa o déficit da extingdo da memoria
de medo 10 dias apds. Torna-se interessante a busca pela possivel modulacéo do
estresse sobre o circuito neuronal envolvido com o processo de medo e extingao,
a saber, o microcircuito bidirecional auto-modulado complexo basolateral da
amigdala (BLA)—Cortex Pré-frontal Medial (CPFm), e suas aferéncias do
hipocampo (HPC) e Locus Coeruleus (LC), esta ultima sendo a principal fonte de
norepinefrina (NE) do BLA, mediador neuroquimico fundamental para a retencéo
da memdria em situacbes de excitacdo emocional, tais como o préprio
condicionamento de medo ao contexto.

OBJETIVO: Analisar o efeito tardio do estresse agudo sobre o processo de
extincdo da memoéria de medo, bem como sobre a atividade neuronal de
estruturas e projegdes neuronais (BLA—CPFm) chave para este processo.

MATERIAIS E METODOS: Ratos Wistar machos receberam injecéo do tracador
retrogrado FluoroGold (FG) no BLA ou CPFm-IL e implantacdo de canulas no BLA
para injecdo do antagonista (-adrenérgico propranolol. Apés periodo de
recuperacado, sofreram sesséo de estresse agudo de contencéo por 2h. Apés 10
dias, foram submetidos ao condicionamento de medo ao contexto (choque nas
patas de 0,5mA, 1s de duracado, 2 min ap6s habituacdo ao contexto) - sendo que
um grupo adicional recebeu infusdo de propranolol ou salina 20 minutos antes do
condicionamento. No dia seguinte, os animais iniciaram o protocolo de extincdo da
memoria de medo (6 reexposi¢cdes ao contexto, 10 min cada, com intervalos de 24
h). A eutanasia foi realizada por perfusdo transcadiaca. A expressdo de FosB,
cFos e EGR-1 foi verificada por meio de imunofluorescéncia e imuno-histoquimica.
O comportamento de freezing foi utilizado para quantificar a expressédo do medo.

RESULTADOS: O estresse agudo levou ao déficit da extingdo da memoria
aversiva 10 dias ap0s. Houve aumento significativo da expressédo de FosB no
CPFm-PL e reducéo significativa nos neurdnios do CPFm-IL durante o protocolo



de extingdo. Registramos aumento significativo da atividade neuronal do BLA
durante o protocolo de extingéo, especialmente das projecbées BLA—CPFm-IL. Foi
verificada expressiva marcacdo de FosB nas projecbes IL—BLA,
proporcionalmente maior em animais estressados. J& nas projecbes PL—BLA,
menos densa, houve marcagdo menos substancial de FosB em animais controles
e estressados. A infusdo intra-BLA de propranolol previamente ao
condicionamento de medo reverteu o efeito tardio do estresse agudo sobre o
comportamento.

CONCLUSAO: Evidenciamos partes de um possivel mecanismo pelo qual o
estresse exerce seu efeito tardio sobre a extincgdo da memodria de medo,
envolvendo a atividade dos neurbnios do BLA, CPFm-PL, CPFm-IL e das
projecbes BLA—CPFm-IL, bem como a sinalizacdo mediada por NE no BLA no
momento do condicionamento.



1. INTRODUCAO

O estresse é fator de risco fundamental para o desenvolvimento de
transtornos psiquiatricos (MCEWEN et al, 2015; PITMAN et al, 2012). Sé&o
exemplos a ansiedade generalizada, sindrome do panico e transtorno obsessivo
compulsivo - transtornos associados a ansiedade -, bem como o transtorno de
estresse pos-traumatico (TEPT), classificado na categoria traumas e transtornos
associados ao estresse (MCEWEN et al, 2015).

O TEPT é descrito como uma desordem na qual o medo relacionado a um
evento traumatico estressante se torna generalizado, tendo como resultado a
hiperexcitacdo emocional em contextos que nao oferecem riscos, 0 que afeta
situacgdes cotidianas que seriam consideradas seguras (MAHAN A.L e RESSLER
K.J, 2012) e, portanto, reduz a qualidade de vida do individuo. Estruturas do
sistema limbico, como amigdala, hipocampo, e o cértex pré-frontal medial (CPFm)
SA0 responsaveis por governar respostas emocionais em humanos e animais,
além de estarem envolvidas com os sintomas de TEPT (HEIMER L. e VAN
HOESEN G.W, 2006) e outros transtornos comportamentais.

A amigdala € responsavel por receber diferentes modalidades de
informacdes sensoriais oriundas de diversas estruturas encefalicas, assim como
por desempenhar papel importante na manifestagcédo do comportamento de medo e
ansiedade (LEDOUX, 2000; LEDOUX, 2003; GROSS e HEN, 2004). A influéncia
deletéria da hiperatividade desta estrutura sobre as alteracdes comportamentais
relacionadas ao estresse psicoldgico, seja em humanos ou animais nao-humanos,
figura largamente entre as evidéncias encontradas na literatura especializada
(LUTHI e LUSCHER, 2014; RAUCH et al, 2000). Em modelos experimentais
murinos, a estimulacdo elétrica do complexo basolateral da amigdala (BLA)
culmina no comportamento do tipo ansioso (KELLET et al, 2001; NIEMINEN et al,
1992). Da mesma forma, ratos com propensdo inata a manifestacdo deste
comportamento apresentam atividade aumentada do mesmo nucleo (HALE et al,
2006; SILVEIRA et al, 1993; WANG et al, 2011).

Além de sintomas de ansiedade persistente, um dos fendmenos

caracteristicos do TEPT € o prejuizo no processo de extincdo da memoria de



medo (MAROUN et al, 2013; YEHUDA et al, 2002), processo este que €
considerado a base neurobiolégica da terapia cognitivo-comportamental,
amplamente utilizada para o tratamento de TEPT (MILAD e QUIRK, 2012).

Experimentalmente, o condicionamento de medo ao contexto
(condicionamento Pavloviano ou classico) é amplamente utilizado em modelos
animais para estudos de desordens associadas a ansiedade, estresse e trauma
(FENDT e FNSELOW, 1999; LEDOUX, 2000), a fim de mimetizar as alteracdes
comportamentais e neurobioldgicas observadas em humanos que sofrem destes
transtornos. Resumidamente, neste paradigma, durante o condicionamento de
medo (treino) é aprendida a associacdo entre um estimulo neutro (som, luz ou o
proprio contexto) - denominado estimulo condicionado (EC) - e um estimulo
aversivo (estimulo incondicionado, EI), normalmente um choque nas patas do
animal. Desta forma, a apresentacdo apenas do EC durante o dia de teste,
gquando é verificada a expressdo da memodria adquirida, resultara na resposta
emocional de medo, usualmente o congelamento (freezing) caracterizado como a
completa imobilidade do animal, inclusive de suas vibrissas, exceto por
movimentos respiratorios. Quando o contexto constitui o proprio EC, apenas a
submissdo ao mesmo contexto do condicionamento € suficiente para provocar a
reacdo de medo. Ja o paradigma experimental da extincdo da memdéria de medo
consiste na reducédo da resposta apreensiva mediante sucessivas apresentacoes
exclusivas ao EC previamente condicionado ao El.

Evidéncias sugerem que o aprendizado da extincdo nao resulta na delecéo
da memdria aversiva previamente adquirida, mas sim na formacdo de uma nova
memoéria (memoria de extingao) responsavel por suprimir a expressao da memoria
de medo (BERMAN e DUDAI, 2001; MYERS e DAVIS, 2007). Entretanto,
resultados recentes apontam a ocorréncia de alteragbes plasticas em virtude do
processo de extingdo em neurdnios envolvidos com a expressdo da memoria de
medo, as quais sao revertidas por uma nova apresentacdo ao El, contribuindo
para a hipotese de “apagamento” da memoria aversiva (CHOI et al, 2021), bem

menos recorrente na literatura.



Além do papel crucial do BLA para a aquisicdo e expressdao do medo
aprendido (LEDOUX, 2000), este nucleo desempenha funcdo central no processo
de extingdo da memoria de medo em modelos animais (MAREN e QUIRK, 2004),
sendo que a sua inativagdo farmacoldgica imediatamente antes das sessdes de
extincdo leva ao déficit da extincdo da memoria de medo em diferentes
paradigmas, bem como imediatamente apdés (BALDI e BUCHERELLI, 2015;
HERRY et al, 2008; HOLMES et al, 2013; LAURENT et al, 2008; LAURENT e
WESTBROOK, 2008; SIERRA-MERCADO et al, 2011), confirmando a importancia
do BLA para a aquisicdo e consolidacdo da memoéria de extincéo,
respectivamente.

O cortex pré-frontal medial (CPFm) figura entre as estruturas encefélicas
fundamentais para os processos de condicionamento de medo e extingdo da
memoria de medo (MILLAD e QUIRK, 2012; TOVOTE et al, 2015; ROZESKE et al,
2015; LIKHTIK e PAZ, 2015) devido ao seu papel chave sobre a discriminacdo e
avaliacdo de risco, provocando a expressao ou supressao da memoaria de medo.
Basicamente, essas funcdes estdo relacionadas as suas subdivisbes, de maneira
gue a subdivisdo dorsal (cortex pré-limbico em roedores; CPFm-PL) governa a
expressdo da memodria de medo e comportamento de esquiva, ao passo que a
subdivisdo ventral (cortex infra-limbico em roedores; CPFm-IL) esta relacionada a
supressao tanto do comportamento de esquiva, quanto da memdria de medo,
portanto, facilita o processo de extingdo da memoria de medo (LIKHTIK et al,
2005; CHO et al, 2013).

A inibicdo farmacolégica do CPFm-IL imediatamente antes das sessfes de
extincdo, assim como sua lesdo ou inibicdo apds, resultam em prejuizos ao
processo de extingdo da memoéria de medo em diferentes paradigmas, enquanto a
estimulacdo da atividade de seus neurdnios facilita a ocorréncia da extingdo da
memoria de medo condicionada ao som ou ao contexto (AKIRAV et al, 2006;
LAURENT e WESTBROOK, 2009; SIERRA-MERCADO et al, 2011; MORGAN e
LEDOUX, 1995; QUIRK et al, 2000; THOMPSON et al, 2010). Ademais, registros
eletrofisioldgicos evidenciam uma correlacdo entre exposigbes sucessivas as

sessfes de extincdo e o aumento da excitabilidade de neurbnios do CPFm-IL



(SANTINI et al, 2008), além de reducéo de disparos neuronais na mesma regiao
em animais cronicamente estressados (WILBER et al, 2011).

As alteragcbes comportamentais e neurobiolégicas decorrentes da
submissdo ao estresse sdo heterogéneas e variam de acordo com a metodologia
do estresse empregada. De tal maneira, 0 estresse cronico de contencao por duas
horas durante 10 dias mostrou-se capaz de causar 0 surgimento do
comportamento do tipo ansioso em ratos, ao passo que o emprego do fator de
imprevisibilidade do estresse (estresse crbénico imprevisivel por 10 dias) nao
obteve o0 mesmo resultado (MITRA et al, 2005). O paradigma de sessao Unica de
estresse prolongado causou prejuizo a retencdo da memoria de extingdo ao
contexto e a pista quando os animais foram condicionados 7 dias apds a
exposicdo ao estresse (KNOX et al, 2012). Uma Unica sessao de estresse agudo
de contencédo foi capaz de aumentar significativamente a densidade de espinhos
dendriticos em ramos primarios de neurdnios piramidais do BLA 10 dias apés a
exposicdo, entretanto ndo 24 h apos, fenémeno correlacionado ao surgimento do
comportamento do tipo ansioso (MITRA et al, 2005). Paralelamente, o paradigma
de sessdo Unica de estresse prolongado (nado forcado, contencédo e perda de
consciéncia por Isoflurano) resultou em aumento significativo da densidade de
espinhos dendriticos em neurdnios piramidais do BLA 10 dias apés, fenbmeno
relacionado ao surgimento do comportamento do tipo ansioso e aumento
significativo da excitabilidade neuronal no BLA, sendo que novamente o resultado
nao foi reproduzido com um intervalo de 24 h apos o estresse (ZHANG et al,
2019). Contrariamente ao observado no BLA, um ou trés episodios de estresse
imprevisivel resultou em atrofia dos dendritos apicais de neurénios piramidais do
CPFm-IL, verificada pela reducéo significativa do comprimento dos segmentos
dendriticos (IZQUIERDO et al., 2006).

De fato, dados recentes obtidos pelo nosso grupo evidenciam que uma
Unica sessdo de estresse agudo de contencdo por duas horas levou ao
surgimento do comportamento do tipo ansioso persistente em ratos (NOVAES et
al, 2018), bem como ao déficit da extingcdo da memoria de medo (NOVAES et al,

2021), quando o condicionamento ocorreu 10 dias apds a submissao ao estresse,



contribuindo com o corpo de evidéncias da necessidade de uma janela temporal
entre o0 estresse e o condicionamento de medo para que haja o desenvolvimento
dos fenotipos comportamentais clinicamente relacionados ao TEPT,
provavelmente associados as mudancgas plasticas que ocorrem nos neurénios do
BLA durante este intervalo de 10 dias.

Além do papel crucial do BLA e CPFm para o efetivo processo de extincédo
da memoria de medo, uma extensa gama de trabalhos demonstra a importancia
das comunicacdes entre essas estruturas para o mesmo fendmeno. Ou seja, as
eferéncias do CPFm-IL ao BLA (CPFm-IL—BLA), assim como as projecdes
neuronais reciprocas (BLA—CPFm-IL) sdo fundamentais para a ocorréncia
adequada do processo de extingdo da memoria de medo (BUKALO et al, 2015;
CHO et al, 2013; STROBEL et al, 2015; SENN et al, 2014; VOGEL et al, 2016),
mesmo que haja uma extensa conexdo de ambas as estruturas citadas com
diversas areas do sistema nervoso central. BLOODGOOD et al, (2018), lancando
mao do uso da farmacogenética, demonstra que a inibicdo das projecdes
neuronais CPFm-IL— BLA durante as sessfes de extingdo da memoria de medo
causou prejuizo a consolidagdo da memdria de extingdo em camundongos, muito
embora ndo tenha verificado possiveis influéncias do estresse sobre tal
modulacdo. DAVIS et al, (2017) confirmaram que a expressdo da memdria de
medo aprendida durante o condicionamento é crucialmente dependente das
eferéncias do CPFm-PL ao BLA, onde as proje¢des neuronais realizam sinapses
com neurdnios do BLA previamente recrutados durante o pareamento do EC e EI.
Elegantemente, os autores demonstraram que a supressao da memoria de medo
por parte das projecbes neuronais CPFm-IL—BLA ocorre via sinapses
glutamatérgicas (excitatérias) com interneurdnios GABAérgicos (inibitérios)
presentes no BLA, os quais suprimem a atividade de eferéncias do BLA para
outras estruturas responséaveis pela manifestacdo do medo. Ademais, os autores
identificaram um papel fundamental das projecdes BLA—CPFm sobre a regulacéo
das projecoes CPFm-IL—BLA e CPFm-PL—BLA, de maneira que o equilibrio
desse sistema auto modulado determina o sucesso do processo de extingdo da

memoria de medo.



Sabe-se que o mediador neuroendocrino NE, liberada em situacdes de
excitacdo emocional, tal como o condicionamento de medo, exerce funcao crucial
sobre a eficiéncia do processo de extincdo da memdéria de medo. GIUSTINO e
colegas (2020) demonstraram que a estimulacdo das projecdes do LC ao BLA, as
quais sdo a principal fonte de NE no BLA, durante o condicionamento € capaz de
causar o déficit da extincdo da memoria de medo (GISUSTINO et al., 2020).
ROOZENDAAL et al, 2006, por sua vez, mostrou que o aumento da retencdo da
memoria causado pela acdo da corticosterona no BLA (CORT; Glicocorticéide
murino com pico de concentracdo plasmatica em situacfes de estresse) €
estritamente dependente da sinalizacdo mediada por NE sobre os neurdnios do
BLA. Estes resultados apontam o envolvimento fundamental da NE com o
processo de extincdo da memoéria, bem como seu papel na retencdo da memoria,
sinalizando o BLA como um sitio fundamental.

A importancia de estruturas como o BLA e CPFm para o processo de
extingdo da memoria de medo - bem como de suas conexdes, as quais constituem
um circuito bidirecional auto modulado - aliada as evidéncias do efeito tardio do
estresse sobre o0 processo de extincdo da memdéria de medo e achados de
mudancas plasticas nessas mesmas estruturas em virtude de diferentes formas de
estresse, fornecem base a nossa busca a respeito da influéncia tardia do estresse
agudo de contencdo por 2 h em ratos sobre a correlacdo entre o fendtipo
comportamental e a atividade neuronal deste microcircuito em diferentes
momentos do protocolo experimental, algo ainda inédito na literatura

especializada.

2. OBJETIVO(S)

O objetivo geral deste projeto foi identificar e caracterizar alteracdes
funcionais das projecdes neuronais que constituem o microcircuito BLA—~CPFm,
assim como de estruturas encefalicas sabidamente importantes para o efetivo
processo de extingdo da memoria de medo (BLA, CPFm e HPC), sofridas em
virtude do estresse agudo de contencdo a fim de determinar a influéncia do

estresse sobre este microcircuito bidirecional auto modulado, além de verificar o
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papel da sinalizacdo mediada por NE no BLA no momento do condicionamento e
seu impacto sobre o déficit de extingdo da memaoria de medo.

Para atingirmos nossos objetivos, o trabalho foi dividido em trés fases.
Durante a primeira fase (fase 1), caracterizamos a atividade neuronal das
estruturas chave para o processo de extincdo da memdria de medo a fim de
verificar uma possivel influéncia do estresse. Para isso, adotamos a seguinte

abordagem:

1. Utilizando técnica de imuno-histoquimica para identificacdo e
guantificacdo da expressdo dos genes marcadores de atividade
neuronal FosB (marcador cumulativo de atividade neuronal) e EGR-1
(marcador de expressao transiente e aguda da atividade neuronal),
avaliamos possiveis alteracdes na atividade neuronal do BLA, CPFm-IL,
CPFm-PL e HPC em funcado do estresse agudo, tanto no momento do
condicionamento, quanto na totalidade do processo de extincdo da

memoria .

A fase 2 visou avaliar mudancas provocadas pelo estresse ocorridas sobre
as projecdes neuronais BLA—~CPFm durante o processo de extingdo da memoria
de medo. Para isso, esta fase ocorreu em duas etapas paralelas e concomitantes

(fases 2.1 e 2.2), como descrito a seguir:

2. 1. Utilizando a injecao do tracador retrogrado FluoroGold (FG) no
CPFm-IL em combinagdo com ensaios de imunofluorescéncia para
identificacdo e quantificacdo da expressdo do gene marcador de
atividade neuronal FosB, além da confirmagdo da presenca de FG,
avaliamos possiveis alteragbes na atividade neuronal das projegdes
BLA—CPFm-IL em funcdo do estresse agudo ocorridas durante o

processo de extingdo da memaria aversiva.
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2. Utillizando a injecdo de FG no BLA em combinagcdo com ensaios de
imunofluorescéncia para identificacdo e quantificacdo da expressdo dos
genes marcadores de atividade neuronal cFos (marcador de expressao
transiente e aguda da atividade neuronal) e FosB e confirmagéo da
presenca de FG, avaliamos possiveis alteracdes na atividade neuronal
das projecbes CPFm—BLA ocorridas durante o condicionamento medo
e durante o processo de extingdo da memoria, respectivamente, em

fungéo do estresse agudo.

Ja a fase 3 buscou verificar o papel da sinalizacdo mediada por NE no BLA
durante 0 momento do condicinamento e seu impacto sobre o défict de extincdo
da memodria de medo. Para atingir os objetivos propostos nesta fase, foram adotas
as seguintes abordagens divididas em duas frentes concomitantes:

3. 1. A partir de injecdo de FG no BLA e ensaios de imunofluorescéncia
para identificagdo e quantificagdo dos genes marcadores de atividade
neuronal FosB e cFos, além de confirmacdo da presenca de FG, avaliar
a influéncia do estresse agudo sobre a atividade neuronal das projecdes
LC—BLA no momento do condicionamento e durante o processo de

extingdoda memoria de medo, respectivamente.

2. A partir de implantacao bilateral de canulas sobre o BLA e injecdo do
antagonista [(-adrenérgico nao-seletivo propranolol previamente ao
condicionamento em animais estressados e controles, inibir a
sinalizacdo mediada por NE no BLA durante o condicionamento e
avaliar a influéncia subsequente sobre o processo de extingdo da

memoria de medo.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais:
Os sujeitos experimentais utilizados foram 62 ratos machos de linhagem

Wistar com 2 meses de idade, provenientes do Biotério Central do Instituto de
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Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo. Primeiramente, os animais
foram acondicionados em grupos de dois em gaiolas padréo por um periodo de 7
dias para habituacdo ao Biotério de Experimentacdo do Departamento de
Farmacologia do ICB-USP. Todos os animais foram alojados com livre acesso a
agua e racao, em biotério com controle de luminosidade com ciclo claro-escuro de
12 horas (luz acesa as 6h00) e sob controle de temperatura (23+ 2°C). Todos o0s
procedimentos foram realizados de acordo com o estabelecido pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA, lei federal de nimero
11794 de 10/08/2008) e sob a aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo
(protocolo 085/2016).

3.2 Delineamento experimental:

Foi utilizado o seguinte delineamento experimental: apds o periodo de
aclimatacdo ao Biotério de Experimentacédo, todos os animais foram submetidos a
cirurgia estereotaxica para inje¢do de FluoroGold no BLA ou CPFm-IL (detalhes a
seguir). Em outra coorte de animais foram realizadas cirurgias estereotaxicas para
a implantacao de canulas sobre o BLA, pelas quais foram efetuadas as injecdes
de propranolol 20 minutos antes do condicionamento de medo (detalhes a seguir).
Apbs ao periodo de recuperacdo adequado, 0os animais sofreram sesséo Unica de
estresse agudo de contencdo com 2 horas de duracao, retornaram as suas caixas
moradia, onde permaneceram por 10 dias e foram conduzidos, entdo, para o
condicionamento de medo ao contexto seguido pelo teste comportamental de
extincdo da memoéria de medo. A figura 1 ilustra o delineamento experimental

esquematicamente.
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Traceamento das proje¢des neuronais BLA¢>CPFm

7 dias 5 dias 2 horas
Periodo de aclimatagio | |Periodo de recuperagio Estresse"agudo de ™\ 10 dias de “\ Condicionamento de 24 horas Extmg’a? da
contengdo intervalo medo ao contexto memobria de medo
Cirurgias estereotéxicas Eutandsia Eutanasia
para infusio de FG no (Coorte pés-choque) {Coorte pos-extingio)

BLA ou CPFm-IL

Inibicdo da sinalizagdo mediada pela NE no BLA durante o condicionamento de medo ao contexto

7 dias 5 dias 2 horas
Periodo de aclimatagdio | | Periodo de recuperacdo Estresse"agudo de '10 dias de ™\ Condicionamento de 24 horas Extung’a? da
contengdo intervalo medo ao contexto memobria de medo
Cirurgias estereotdxicas Infusio de propranolol Eutanasia
para implantagdo de intra-BLA 20 minutos antes
canulas sobre o BLA do condicionamento de

medo

Figura 1. Representacao esquematica do delineamento experimental empregado.

3.3 Procedimentos cirurgicos para injecdo de tracador retrogrado no CPFm e
BLA e implantacdo de canulas no BLA para injecao de propranolol:

O tracador retrogrado foi injetado no SNC a partir de cirurgia esterotaxica,
como descrito por NOVAES e SHAMMAH-LAGNADO, (2011) com algumas
modificacdes. Brevemente, os animais foram anestesiados com isoflurano (4% de
saturacao em oxigénio para inducéo da anestesia e 2-3% para a manutengao), em
seguida receberam uma dose de anti-inflamatério para analgesia via injecao
subcutédnea (Cetoprofeno, 5mg/kg) e foram acomodados no equipamento
esterotaxico (Neurostar Neurosolutions, Kahnerweg, Alemanha). Apds o processo
de assepsia (etanol 70%, iodo 1% e glicerina 2%) e exposi¢cdo do cranio, foram
feitos pequenos orificios na caixa craniana a partir do uso de brocas
odontoldgicas, a fim de criar acesso para a passagem da agulha injetora de aco
inoxidavel acoplada a uma seringa Hamilton (5 pl, Hamilton Co, Reno, NV) fixada
a torre do estereotaxico por meio de suporte adequado, pela qual se deu a injecao
do tracador retrogrado. Todas as injecbes foram realizadas ipsilateralmente,
seguindo as coordenadas: para as injecdes no BLA, A/P -2,5; M/L +/-5,1; D/V -7,0;
para as inje¢cdes no CPFm-IL, A/P +3,0; M/L £0,6; D/V -4,0. As medidas sdo em
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mm relativas ao bregma e a superficie do encéfalo. O FluoroGold (Fluorochrome)
foi injetado a uma taxa de 0,05ul/min durante 10 minutos, totalizando 0,5ul por
sitio de injecdo. Durante os 3 dias seguintes a cirurgia, todos os animais
receberam uma dose diaria de anti-inflamatério (Cetoprofeno, 5mg/kg,
subcutédnea) para a prevencdo de dor, além disso estiveram sob constante
observacdo. Para realizar a injecdo de propranolol no BLA, foram implantadas
canulas bilateralmente neste nucleo a partir de cirurgia estereotaxica, seguindo as
coordenadas A/P -2.4, M/L +/-5.1, D/V -6.1 (as medidas sdo em mm relativas ao
bregma e a superficie do encéfalo). As injecdes de propranolol (1,5 ug em 0,5 pL
de solucédo salina para cada hemisfério) foram realizadas 20 minutos antes do
condicionamento de medo ao contexto, a uma taxa de infusdo de 0.1 pL/min,
sendo que as agulhas (1Imm de extensdo superior as canulas) permaneceram no
local de injecdo por 2 minutos para garantir a realizacdo completa do volume

injetado.

3.4 Estresse agudo de contencdao:

Para realizar a sessao Unica de estresse agudo de contencdo, o aparato
utilizado consiste em um cano de PVC opaco (marrom) de 20 cm de comprimento
e 6 cm de diametro, com uma das extremidades fechadas e furos que permitem a
circulacdo de ar. Durante o momento de contengdo, 0s animais estiveram sob
constante observacédo a fim de evitar estimulos estressores mais intensos do que
o desejado, como caso o corpo do animal entre em contato com as proprias fezes
ou tenha sua cauda levantada. Os animais permaneceram contidos no aparato por
2 horas, sob constante observacdo do experimentador, sempre dentro do periodo
entre 9h00 e 12h00.

3.5 Extingdo da memoaria de medo ao contexto:

O aparato utilizado consiste em uma caixa de condicionamento (28 x 26 x
23 cm) que possui uma base formada por barras metalicas condutoras de corrente
elétrica dispostas de forma linear e conectadas a um gerador de choque elétrico

(Insight Equipamentos, Pesquisa e Ensino, Ribeirdo Preto, SP). Durante o dia de
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treino cada animal foi introduzido individualmente na caixa de condicionamento
pelo periodo de 2 minutos, seguido do estimulo incondicionado (EI, um choque
nas patas de 1mA por 1s). Apos 30 segundos posteriores ao El, os animais foram
conduzidos de volta as suas caixas de acomodacédo. ApGs 24 horas do treino, deu-
se inicio as sessfes de extincdo, nas quais cada animal foi reintroduzido
individualmente a arena de condicionamento e nela foram mantidos por 10
minutos na auséncia do El. O protocolo de extingcdo da memadria de medo consistiu
em sessdes Unicas de 10 minutos para cada animal ao longo de 6 dias, sempre
com o mesmo intervalo de 24 horas. Ao fim de cada sessdo, a caixa de
condicionamento foi higienizada com alcool 5% a fim de evitar pistas olfatorias.
Todas as sessdes de treino e teste foram registradas por video camera (Logitech)
e o0 tempo de congelamento (freezing), definido como a completa imobilidade do
animal com auséncia de movimentos das vibrissas e farejamentos, exceto por
movimentos respiratorios, foi utilizado como medida de analise do comportamento

de medo.

3.6 Eutanasia dos animais e obtencdo do material a ser analisado:

Todos os animais foram profundamente anestesiados com isoflurano (5%
de saturacdo em oxigénio) e a eutanasia foi realizada por perfusdo transcardiaca,
utilizando-se uma bomba peristaltica (Cole Parmer, Vernon Hills, IL, EUA), com
200 mL de solucdo salina a 0,9% seguida por cerca de 500 mL de solucdo de
formaldeido a 4% em tampao fosfato de sodio (pH 7,4) a 4°C durante 21 minutos.
Os encéfalos foram removidos da caixa craniana e mantidos em solucdo de
sacarose a 30% em tampao fosfato de potassio (0,02M) a 4°C por 48h. ApGs esse
periodo de crioprotecdo, os encéfalos foram retirados da solucao de sacarose e

congelados a -80 °C até o processamento histolégico.

3.7 Processamento do material histologico:
Os enceéfalos foram congelados a -80°C e, posteriormente, seccionados em
criostato (Leica CM3050-S, Leica Biosystems, Alemanha) em plano coronal, a -28

°C, a uma espessura de 40 um e armazenados em quatro compartimentos em
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solucédo anticongelante (15% de sacarose — m/v, 30% de etilenoglicol — v/v, em
tampao fosfato de sodio 0,05 M) a -20 °C. Para analise da expressao do tracador
retrogrado, bem como dos genes marcadores de atividade neuronal, foram
realizados ensaios de imunofluorescéncia e imuno-histoquimica, como descrito a

sequir:

Imunofluorescéncia anti-FosB: Para a realizacdo deste ensaio, foram selecionadas
13 fatias de cada encéfalo, compreendendo 4 cortes respectivos ao CPFm, 4 ao
BLA, 2 ao hipocampo ventral e 3 ao LC. As seccdes foram obtidas dos seguintes
casos 6timos: para aqueles cuja injecao foi realizada no BLA, foram utilizados os
casos controle 4, controle 5, estresse 4 e estresse 5; para aqueles cuja inje¢ao foi
realizada no CPFm-IL, foram utilizados os casos controle 1, controle 2, controle 3,
controle 4, estresse 1, estresse 2, estresse 3, estresse 4 e estresse 5. As fatias
dos encéfalos foram incubadas em solucdo de bloqueio (solucdo de fosfato de
potassio 0,02 M contendo triton X-100 a 0,3% e soro de cabra a 3%) por 45
minutos, seguido de incubacdo em solugdo de bloqueio contendo o anticorpo
primario de interesse (anti-FosB obtido em camundongo, diluicdo 1:500, Cell
signaling, EUA) por 24 horas. A seguir, os tecidos foram incubados em anticorpo
secundario (AlexaFluor-488 obtido em cabra, anti-camundongo, diluicdo 1:1000,
Thermo Fisher Scientific, EUA) por 2 horas. Posteriormente, apés as lavagens, 0s
cortes seguiram para montagem das laminas (Superfrost Plus Slides, Thermo
Fisher Scientific, EUA). A deteccéo do FluoroGold foi realizada pela excitacdo em
luz U.V.

Imunofluorescéncia (anti-cFos): Foram selecionadas 13 fatias de cada encéfalo,
compreendendo 4 cortes respectivos ao CPFm, 4 ao BLA, 2 ao hipocampo ventral
e 3 ao LC. As seccdes foram obtidas de animais cuja eutanasia foi realizada apos
o condicionamento de medo ao contexto e apresentaram a injecdo de tracador
retrogrado em nivel 6timo e restrita ao BLA - sdo eles os casos controle 1, controle
2, controle 3, estresse 1, estresse 2 e estresse 3. Os procedimentos seguiram

conforme detalhado em sec¢éo anterior, entretanto as sec¢des dos encéfalos foram
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incubadas em anticorpo primario anti-cFos obtido em coelho (diluicdo 1:2000, Cell
Signaling Technology, EUA) e anticorpo secundario AlexaFluor-594 feito em cabra
(anti-Rabit, diluicdo 1:1000; Thermo Fisher Scientific, EUA).

Imuno-histoquimica (anti-FosB e anti-EGR-1): Para analise da expressao dos
genes marcadores de atividade neuronal, foram selecionados de 4 a 6 cortes dos
encéfalos seccionados. As fatias dos encéfalos foram incubadas em solucdo de
blogueio (solucao de fosfato de potassio 0,02 M contendo triton X-100 a 0,3% e
soro de burro a 3%) por 45 minutos, seguido de incubacdo em solucdo de
bloqueio contendo o anticorpo primario de interesse (anti-FosB obtido em coelho,
diluicdo 1:1000, Santa Cruz, EUA ou anti-EGR-1 obtido em coelho, diluigdo
1:2000, Santa Cruz, EUA) por 65h. Em seguida, foram incubados em anticorpo
secundario biotinilado (diluicdo 1:1000, obtido em burro; Vector Laboratories, EUA)
por duas horas, seguido de incubacdo em solucdo contendo o complexo avidina-
biotina-peroxidase (Kit ABC; diluicdo 1:200 em tampéao fosfato de potassio a 0,02
M contendo triton X-100 a 0,3%) por 1 hora e 30 minutos. O produto da reacéo de
peroxidase foi visualizado utilizando-se 0,001% de perdxido de hidrogénio em
solugao de fosfato de potassio 0,02 Me 3,3’ diaminobenzidina tetrahidrocloridro
(DAB) como cromogeno. Os cortes foram montados em laminas previamente

gelatinizadas.

3.8 Analise estatistica dos resultados:

Foi utilizando a analise de variancia (ANOVA) de um ou dois fatores
seguidos pelos pés-testes de Newman-Keuls ou Bonferroni, respectivamente, para
identificar diferencas estatisticas entre os grupos experimentais. Comparacdes
entre dois grupos experimentais foram realizadas por teste t ou Mann-Whitney.
Foram adotados como estatisticamente significantes valores para p < 0.05. Além
disso, utilizamos a estatistica descritiva para obtencdo de meédias e erro padréo da
média. O teste de normalidade de D'Agostino & Pearson foi realizado para

verificagdo da distribuicAo amostral. Todas as andlises foram realizadas no
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programa GraphPad Prism 8.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego,
CA, EUA www.graphpad.com)

4. RESULTADOS

Os resultados apresentados a seguir referem-se a investigagcdo dos
impactos tardios do estresse agudo de contencdo sobre o déficit de extingdo da
memoéria de medo, isto por meio da avaliacdo da alteracdo comportamental
verificada pela expressdo da memoria de medo durante os treinos de extingao e
avaliacdo da atividade das projecdes neuronais reciprocas entre o BLA e CPFm -
além de outras estruturas que também configuram substratos importantes para o
fendbmeno da extingdo da memoria de medo, como LC e HPC -, com a finalidade
de elucidar um possivel mecanismo pelo qual o estresse exerce seus efeitos
prejudiciais sobre este processo.

As analises foram realizadas em diferentes pontos do protocolo
experimental adotado, ou seja, tanto imediatamente apds o condicionameto de
medo ao contexto quanto apds o teste de extingdo da memdria de medo, o qual
sucede os treinos de extincdo. Para tal, foram feitos ensaios de imuno-
histoquimica e imunofluorescéncia para identificacdo e quantificacdo de

marcadores de atividade neuronal, como FosB, cFos e EGR-1.

Influéncia do estresse agudo de contencdo sobre a extincdo da meméria de
medo ao contexto

Como demonstrado pela figura 2A, os animais submetidos ao estresse
agudo manifestaram, 10 dias apds, maior percentual de freezing durante os
treinos de extincdo da memoéria de medo quando comparados aos animais néo-
estressados, sendo estatisticamente significante durante o treino 4. Por sua vez, a
analise da area sob a curva indica um acumulado de freezing maior apresentado
pelo grupo previamente estressado (figura 2B), confirmando a ocorréncia tardia do
déficit de extincdo da memoria de medo em funcdo do estresse, em linha com

resultados previamente obtidos pelo grupo (NOVAES, 2021).


http://www.graphpad.com/
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Figura 2. Estresse agudo promove, 10 dias depois, déficit de extincdo da memaoria
de medo. Porcentagem de freezing representando a manifestacdo da memoria de medo
ao contexto ao longo do treino e dos 6 dias consecutivos de teste. (A) Animais
estressados (STR) apresentaram maior porcentagem de freezing nos teste 4 em
comparacdo aos animais nao estressados (CON) (n = 9-10 animais para cada grupo,
ANOVA de duas vias: teste F6, 119 = 14,17, P < 0,0001; estresse F1, 119 = 21,82, P <
0,0001; interacao teste-tratamento F6, 119 = 0,8847, P = 0,5085). (B) Gréfico de colunas
representando o valor total da area sob a curva, indicando que o acumulado de freezing
realizado pelos animais estressados foi maior do que o desempenhado pelos animais ndo
estressados (n = 9-10 animais para cada grupo, teste t Student bicaudal, p = 0,0450). Os
resultados estdo representados como média + SEM. Diferengas estatisticamente
significantes entre os grupos sao indicadas por * P <0,05.

Imuno-histoquimica anti-FosB

Como mencionado, a proteina FosB é um marcador cumulativo da atividade
neuronal. Desta forma, quando a eutanasia dos animais é realizada apos o teste
de extincdo da memoéria de medo, a expressdo de FosB indica o acumulado da
atividade neuronal durante todo o protocolo de extincdo da memdéria, como

evidenciado adiante:

BLA: Nao houve diferenga significativa quanto a expressao de FosB entre animais
estressados e controles. (P value = 0,8452; figura 3A)

CPFm — PL: N&o foi observada diferenca entre os valores correspondentes a
expressao de FosB para ambos os grupos experimentais, como mostrado pela
figura 3B. (P value = 0,0784)
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CPFm - IL: Interessantemente, foi identificada diferenca estatisticamente
significante do numero de células FosB positivas entre animais estressados e
controles, sendo a maior média pertencente aos controles. (P value = 0,0455;
figura 3C)

HPCd CAl: Nao foram observadas diferencas entre 0s grupos experimentais,
como mostrado pela figura 3D. (P value = 0,3856)

HPCd CA3: Nao foram observadas diferencas significativas entre animais
estressados e controles. (P value = 0,8828; figura 3E)

HPCd DG: Nao houve diferenca no numero de células FosB positivas entre

animais estressados e controles, como visto na figura 3F. (P value = 0,6978)

Os resultados apresentados demonstram que ha reducéo significativa da
atividade neuronal do CPFm-IL durante o processo de extincdo da memodria de
medo em animais previamente estressados, fornecendo indicativos interessantes
para andlise da conectividade entre esta estrutura e o BLA via projecdes

neuronais reciprocas.
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Figura 3. Expressédo de FosB no BLA, CPFm-PL, CPFm-IL e HPCd (CA1, CA3 e DG)
apés extincdo da memoria de medo. Fotomicrografia ilustrativa (esquerda) e gréfico
representando o total de células FosB positivas (direita) no BLA (A), PL (B), IL (C), HPCd
CAl (D), HPCd CAS3 (E) e HPCd DG (F) nos animais controles e estressados. Teste t
bicaudal ndo pareado em A, B, C, D, E e F. n = 5 para cada um dos grupos “CON” e
“STR”. Barra de escala = 100 um (A, D, E, F); 50 um (B e C). Diferengas estatisticamente
significantes entre grupos sao indicadas por * (p<0,05) em rela¢do ao grupo CON.

Imuno-histoquimica anti-EGR-1

A expressdo de EGR-1 foi verificada em dois pontos diferentes do protocolo
comportamental, apds o condicionamento de medo ao contexto e apos o teste de
extingdo da memodria de medo, a fim de averiguar a atividade neuronal de
estruturas de interesse pontualmente nestes momentos. A respeito do
recrutamento neuronal imediatamente apds o choque, ndo houve diferencas
significativas quanto a expressdao de EGR-1 no BLA (P = 0,6537; figura 4A),
CPFm-PL (P = 0,9439; figura 4B), CPFm-IL (P = 0,8944; figura 4C), HPCd CA1l (P
= 0,2307; figura 4D), HPCd DG (P = 0,4220; figura 4F), havendo reducéo
significativa da expressao de EGR-1 no HPCd CA3 de animais estressados (P =
0,0476; figura 4E).
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Figura 4. Expresséo de EGR-1 no BLA, CPFm-PL, CPFm-IL e HPCd (CA1, CA3 e DG)
durante a exposic¢ao ao estimulo incondicionado (choque nas patas). Fotomicrografia
ilustrativa (esquerda) e gréfico representando o total de células EGR-1 positivas (direita)
no BLA (A), PL (B), IL (C), HPCd CAl (D), HPCd CAS (E) e HPCd DG (F) nos animais
controle e estressados. Teste t bicaudal ndo pareado em A, B, C,D,Ee F.n=5parao
grupo “CON” em A, B e C; n = 6 para o grupo “STR” em A, B e C. n = 2 para o grupo
“CON"em D, Ee F; n =3 para o grupo “STR” em D, E e F. Barra de escala = 100 um (A,
D, E e F); 50 um (B e C). Diferengas estatisticamente significantes entre grupos sao
indicadas por * (p<0,05) em relacdo ao grupo CON.

Ja sobre as andlises realizadas apds o teste de extingdo, ndo foram
observadas diferencgas significativas de expressao de EGR-1 em nenhuma das
estruturas analisadas (BLA [P = 0,4230; figura 5A], CPFm-PL [P = 0,9934; figura
5B], CPFm-IL [P = 0,5179; figura 5C], HPCd CALl [P = 0,2654; figura 5D], HPCd
CA3 [P =0,4796; figura 5E], HPCd DG [0,7495; figura 5F]).
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Figura 5. Expressédo de EGR-1 no BLA, CPFm-PL, CPFm-IL e HPCd (CA1, CA3 e DG)
apés extincdo da memoria de medo. Fotomicrografia ilustrativa (esquerda) e gréafico
representando o total de células EGR-1 positivas (direita) no BLA (A), PL (B), IL (C) HPCd
CAl (D), HPCd CA3 (E) e HPCd DG (F) nos animais controle e estressados. Teste t
bicaudal ndo pareado em A, B e C. n = 7 para cada um dos grupos “CON” e “STR”’em A,
B e C. n =4 para cada um dos grupos “CON” e “STR” em D, E e F. Barra de escala = 100
um (A, D, E e F); 50 um (B e C).
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Imunofluorescéncia anti-FosB combinada com FG (ap0s o teste de extincao)

A reducdo da atividade neuronal do CPFm-IL durante o processo de
extincdo da memdria em animais previamente estressados tornou ainda mais
interessante a investigacdo dos efeitos do estresse sobre esta estrutura,
especialmente sobre sua conectividade com o BLA por meio de suas projecdes
neuronais reciprocas. Desta forma, os resultados a seguir visam identificar a
influéncia do estresse agudo sobre as proje¢cdes neuronais CPFm — BLA e BLA
— CPFm-IL durante o processo de extincdo da memdria de medo a partir da
injecio de FG no BLA ou CPFm-IL (respectivamente) e ensaios de
imunofluorescéncia anti-FosB:

Injecéo de FG realizada no BLA (Proje¢cdes CPFm — BLA)

Devido ao ndmero amostral ainda baixo, os resultados descritos nesta

sessdo sdo apenas qualitativos:

CPFm-IL: Verificamos forte marcacéo retrograda, bem como larga presenca de co-
localizacdo entre FG e FosB, ou seja, células de projecdo ativadas repetidas
vezes durante o processo de extincdo da memoéria de medo, tanto em animais
estressados quanto nao-estressados. Proporcionalmente, a co-localizagdo das
marcacoes FG e FosB se mostrou maior entre animais estressados (63,57% x
49,79%). Caso esta tendéncia se verifique em andlises futuras, poderemos
concluir que a reducdo da ativiade neuronal do CPFm-IL se da, principalmente,
entre neurbnios que nao enviam projecbes ao BLA. Estes resultados sé&o

ilustrados pela figura 6;
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Controle

M 50.21% FosB
W 49.79% FosB + FG

Estressado

W 36.43% FosB
M 63.57% FosB + FG FG

B

Figura 6. Expressdo de FosB e FG (injecdo no BLA) no CPFm-IL apéds
extincdo da memoéria de medo. Esquerda, representacdo grafica da parte pelo
todo ilustrando o total de células positivas para FosB (em vermelho) e células com
dupla marcacgéo para FosB e FG (em roxo), para o grupo controle (A) e estressado
(B). Direita, fotomicrografia representativa do CPFm-IL apds marcacéo para FosB
(vermelho) e FG (azul) em animal controle (A) e estressado (B). Barra de escala =
100 pm.

CPFm-PL: Houve menor marcacdo retrograda demonstrada pelo menor nimero
de células FG positivas em comparacdo ao observado na subdivisao CPFm-IL,
apesar de larga presenca de células FosB positivas, tanto entre animais
estressados quanto controles. Nao houve tendéncia de diferenca na proporcdo do

namero de co-localizagdes entre os grupos experimentais (11,58% e 11,92% para
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controles e estressados, respectivamente). Estes resultados estdo demonstrados

pela figura 7.

Controle

W 88.42% FosB
M 11.58% FosB + FG

Estressado

 88.08% FosB
M 11.92% FosB + FG FG

.

Figura 7. Expresséo de FosB e FG (inje¢cdo no BLA) no CPFm-PL apds extingdo da
memoéria de medo. Esquerda, representacdo grafica da parte pelo todo ilustrando o total
de células positivas para FosB (em vermelho) e células com dupla marcagéo para FosB e
FG (em roxo), para o grupo controle (A) e estressado (B). Direita, fotomicrografia
representativa do CPFm-PL apds marcacéo para FosB (vermelho) e FG (azul) em animal
controle (A) e estressado (B). Barra de escala = 100 um.

Injecéo de FG realizada no CPFm-IL (Projecdes BLA — CPFm-IL)
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BLA: Apesar de marcagao substancial de FG e FosB tanto em animais controles
quanto estressados, verificamos uma maior expressdo de FosB em animais
estressados (P = 0,0151), acompanhada de maior co-localizacdo de FG e FosB
(células do BLA recrutadas que enviam proje¢cdes ao CPFm-IL), também maior em
animais estressados (P = 0,0208). Nao houve diferenca entre 0s grupos
experimentais quanto a propor¢ao de células com dupla marcac¢do quando feita a
razdo pelo total de células FosB positivas (P = 0,1575). Estes resultados
evidenciam que o estresse agudo prévio exerceu modulacdo positiva da atividade
neuronal do BLA durante o processo de extingdo da memodria de medo,
especialmente de suas projecdes neuronais ao CPFm-IL (Figura 8);
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Figura 8. Expresséo de FosB e FG (injecdo no CPFm-IL) no BLA apés extincdo da
memoria de medo. Esquerda, foto micrografia representativa da expressdo de FosB
(vermelho) e FG (azul) no BLA de animais controles (A) e estressados (B) apés extingcao
da memoria de medo. Direita, graficos representativos do total de células FosB positivas
(C), FosB e FG positivas (D) e razdo de co-localizagbes em relacdo ao total de FosB (E)
no BLA de animais controles (“CON”) e estressados (“STR”) apds extingdo da memdria e
graficos de parte pelo todo ilustrando o total de células FosB positivas (vermelho) e
células FosB e FG positivas (roxo) no BLA de animais controles e estressados (F). Teste t
bicaudal ndo pareado em C. n = 5 para os grupos “CON” e “STR” em C e D. Barra de
escala = 500 um. Diferencas estatisticamente significantes entre grupos séo indicadas por
* (p<0,05) em relac&o ao grupo CON.
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Para avaliar a atividade neuronal do CPFm destes mesmos animais nos
quais foram verificados os resultados a respeito da modulacéo do BLA e projecdes
BLA — CPFm-IL em funcdo do estresse, foram coletados de 4 a 8 cortes do
CPFm-IL e CPFm-PL contralaterais a injecdo de FG dos mesmos casos
analisados anteriormente, com o0s quais foram realizados ensaios de
imunofluorescéncia anti-FosB. Esta andlise foi realizada a fim de identificar uma
possivel relacdo entre o aumento da atividade neuronal do BLA e suas aferéncias
ao CPFm-IL e a reducéo da atividade do CPFm-IL durante o processo de extingdo

da memoadria de medo anteriormente verificada;

CPFm-IL: Como demonstrado pela figura 9, os resultados de imuno-histoquimica
anti-FosB foram reproduzidos, ou seja, houve uma reducéo significativa da ativade
do CPFm-IL de animais estressados durante o processo de extincdo da memoria
de medo, indicada pela menor expressao de FosB neste grupo quando comparado

aos animais controles (P = 0,0484);
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Figura 9. Expressdo de FosB no CPFm-IL apds extingdo da memoria de medo.
Esquerda, foto micrografia representativa da expressédo de FosB (vermelho) no CPFm-IL
de animais controles (A) e estressados (B) apos extingdo da memoéria de medo. Direita,
grafico representativo do total de células FosB positivas (C) no CPFm-IL de animais
controles (“CON”) e estressados (“STR”) apds extingdo da memaria. Teste t bicaudal néo
pareado em C. n = 5 para o grupo “CON” e n = 4 para o grupo “STR” em C. Barra de
escala = 200 um. Diferencas estatisticamente significantes entre grupos séo indicadas por
* (p<0,05) em relac&o ao grupo CON.
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CPFm-PL: Interessantemente, houve um aumento expressivo da atividade
neuronal do CPFm-PL entre animais estressados durante o processo de extincao
da memdéria de medo, marcado pelo aumento significativo da expressao de FosB
em animais estressados quando comparados aos controles (P = 0,0009; Figura
10);
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Figura 10. Expressdo de FosB no CPFm-PL ap6s extingdo da memoria de medo.
Esquerda, foto micrografia representativa da expressédo de FosB (vermelho) no CPFm-PL
de animais controles (A) e estressados (B) apds extincdo da memoria de medo. Direita,
grafico representativo do total de células FosB positivas (C) no CPFm-PL de animais
controles (“CON”) e estressados (“STR”) apds extingdo da memaria. Teste t bicaudal ndo
pareado em C. n = 5 para o grupo “CON” e n = 4 para o grupo “STR” em C. Barra de
escala = 200 um. Diferencas estatisticamente significantes entre grupos sao indicadas por
*** (p<0,001) em relacéo ao grupo CON.

Coletivamente, esses dados evidenciam que o0 estresse agudo de
contencdo provoca, 10 dias ap0s e durante o processo de extingdo da memoéria de
medo, aumento significativo da atividade neuronal do BLA e suas projecdes ao
CPFm-IL, bem como aumento da atividade do CPFm-PL, sendo que estes

fendmenos sdo acompanhados da reducéo da atividade do CPFm-IL.

Imunofluorescéncia anti-cFos combinada com FG (ap6s o condicionamento
de medo ao contexto)

Até este ponto foram apresentados resultados respectivos a ativacao
neuronal durante o processo de extincdo da memoria de medo, entretanto, é
sabido que o periodo de 10 dias entre a sessdo de estresse agudo e o

condicionamento de medo ao contexto configura uma janela fundamental para
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mudancas plasticas ocorridas sobre os neurénios do BLA (NOVAES et al, 2018;
NOVAES et al, 2021; MITRA et al, 2005). Ademais, GIUSTINO et al (2020)
demonstraram que h& relagdo inversamente proporcional entre o aumento da
intensidade do estimulo estressor durante a exposicdo ao El (intensidade do
choque nas patas) e a eficiéncia do processo de extingdo da memoria de medo,
ou seja, estressores de maior intensidade resultam em menor eficiéncia da
extingdo. Complementarmente, os autores mostraram que h& correlacdo positiva
entre a intensidade do estimulo estressor e aumento da liberagdo de NE no BLA
(via projecds do LC), determinando a eficiéncia do processo de extincdo. Estes
achados sugerem que o estresse prévio pode exercer efeitos que modulam
particularmente a aquisicdo da memoria durante o condicionamento de medo ao
contexto. Desta forma, para averiguar o papel das projecoes CPFm — BLA na
fase de aquisicdo da memodria, realizamos ensaios de imunofluorescéncia anti-

cFos em animais cuja injecdo de FG foi realizada no BLA:

- CPFm-IL: Apesar de marcacdo retrégrada clara e larga presenca de células cFos
positivas em ambos 0s grupos experimentais, como demonstrado pela figura 11,
nao houve diferenca significativa quanto a expressao cFos entre animais controles
e estressados (P = 0,0984), nem diferenca significativa na colocalizagcdo das
marcacdes de cFos e FG (P = 0,6872). Também, ndo houve diferenca quanto a
propor¢cao do numero de colocalizagdes quando feita a razdo pelo total de células
cFos positivas (P = 0,1995). Estes dados evidenciam que o estresse prévio ndo
exerce efeito sobre o CPFm-IL e suas proje¢cdes ao BLA no momento do

condicionamento de medo ao contexto;
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Figura 11. Expressdo de cFos e FG (injecdo no BLA) no CPFm-IL apés
condicionamento de medo ao contexto. Esquerda, foto micrografia representativa da
expressao de cFos (vermelho) e FG (azul) no CPFm-IL de animais controles (A) e
estressados (B) apo6s condicionamento de medo ao contexto. Direita, graficos
representativos do total de células cFos positivas (C), cFos e FG positivas (D) e razdo de
co-localizacbes em relacéo ao total de cFos (E) no CPFm-IL de animais controles (“CON”)
e estressados (“STR”) apdés condicionamento de medo e graficos de parte pelo todo
ilustrando o total de células cFos positivas (vermelho) e células cFos e FG positivas (roxo)
no CPFm-IL de animais controles e estressados (F). Teste t bicaudal ndo pareado em C.
n = 3 para os grupos “CON” e “STR” em C e D. Barra de escala = 200 ym.
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CPFm-PL: Como observado pela figura 12, houve marcacédo retrégrada menos
substancial em relacdo ao CPFm-IL. N&do houve diferencas quanto ao numero de
células cFos postivas (P = 0,1245) e colocalizacbes (P = 0,2127), bem como
quanto a propor¢cdo de colocalizagbes pelo total de células cFos positivas (P =
0,7090). Isto demonstra que, de maneira semelhante ao observado acerca do
CPFm-IL, o estresse agudo prévio ndo exerce efeitos sobre o CPFm-PL e suas
projecdes ao BLA durante o condicionamento.
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Figura 12. Expressdo de cFos e FG (injecdo no BLA) no CPFm-PL apés
condicionamento de medo ao contexto. Esquerda, foto micrografia representativa da
expressao de cFos (vermelho) e FG (azul) no CPFm-PL de animais controles (A) e
estressados (B) apo6s condicionamento de medo ao contexto. Direita, graficos
representativos do total de células cFos positivas (C), cFos e FG positivas (D) e razao de
co-localizagbes em relacdo ao total de cFos (E) no CPFm-PL de animais controles
(“CON”) e estressados (“STR”) apds condicionamento de medo e graficos de parte pelo
todo ilustrando o total de células cFos positivas (vermelho) e células cFos e FG positivas
(roxo) no CPFm-PL de animais controles e estressados (F). Teste t bicaudal ndo pareado
em C. n = 3 para os grupos “CON” e “STR” em C e D. Barra de escala = 200 um.

Presenca de marcacdao retrograda e atividade neuronal no LC

O LC é sabidamente a principal fonte da sinalizacdo mediada por NE no
sistema limbico. Como dito anteriormente, as proje¢des neuronais LC — BLA sao
as responsaveis pela liberagcdo de NE no BLA, sobretudo durante a exposi¢ao do
animal ao estresse, 0 que afeta diretamente a eficiéncia do processo de extingdo
da memoria de medo (GIUSTINO et al, 2020).

N&o identificamos diferencas quanto a expressdo de cFos (ativacao
neuronal imediata) no LC entre 0os grupos experimentais imediatamente apds ao
condicionamento de medo (P = 0,7231), inclusive em relacdo a ativacado das

projecdes LC — BLA propriamente ditas (P = 0,3530), como ilustrado pela figura
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13. Em relacao a expresséo de FosB ao fim do protocolo de extingdo da memoria
de medo, houve uma tendéncia de aumento na proporcao de co-localizacdes de
células FosB e FG positivas em animais previamente estressados, 0 que sugere
um possivel aumento da atividade neuronal das projecées LC — BLA durante o
processo de extincdo da memoria (26,67% x 6,06%, estressados e controles,
respectivamente), entretanto estes Ultimos resultados sdo apenas preliminares

devido ao numero amostral ainda baixo (Figura 14).
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Figura 13. Expresséao de cFos e FG (inje¢cdo no BLA) no LC ap6s condicionamento
de medo ao contexto. Esquerda, foto micrografia representativa da expressédo de cFos
(vermelho) e FG (azul) no LC de animais controles (A) e estressados (B) apos
condicionamento de medo ao contexto. Direita, graficos representativos do total de células
cFos positivas (C), cFos e FG positivas (D) e razdo de co-localizagbes em relacdo ao total
de cFos (E) no LC de animais controles (“CON”) e estressados (“STR”) apods
condicionamento de medo e graficos de parte pelo todo ilustrando o total de células cFos
positivas (vermelho) e células cFos e FG positivas (roxo) no LC de animais controles e
estressados (F). Teste t bicaudal ndo pareado em C. n = 3 para os grupos “CON” e “STR”
em C e D. Barra de escala = 200 pm.
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Controle

Bl 93.94% FosB
M 6.06% FosB + FG

Estressado

M 73.33% FosB
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Figura 14. Expressédo de FosB e FG (Injecdo no BLA) no LC apds extingcdo da
memoéria de medo. Esquerda, representacdo grafica da parte pelo todo ilustrando o total
de células positivas para FosB (em vermelho) e células com dupla marcagéo para FosB e
FG (em roxo), para o grupo controle (A) e estressado (B). Direita, fotomicrografia
representativa do LC ap0s marcacdo para FosB (vermelho) e FG (azul) em animal
controle (A) e estressado (B). Barra de escala = 100 um.

Papel da sinalizacdo mediada por norepinefrina no BLA durante o
condicionamento e o impacto sobre o processo de extincdo da memaria de
medo ao contexto

E sabido pela literatura que a liberacdo de NE no BLA exerce um efeito
critico na ocorréncia do déficit de extincdo da memodria de medo, sendo esta
liberacdo inversamente proporcional a eficiéncia do processo de extincdo e

diretamente proporcional a intensidade do estimulo estressor (GIUSTINO et al,
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2020). Da mesma forma, € sabido que o aumento da retencdo da memoéria em
situacdes de alta excitacdo emocional € dependente do sinergismo das acfes da
NE e corticosterona no BLA (ROOZENDAAL et al, 2006). Essas evidéncias
apontam para a importancia da sinalizacdo mediada por NE no BLA no momento
do condicionamento sobre o déficit de extincdo da memdria de medo induzido por
estresse agudo. Para verificar se ha uma relacdo entre o déficit de extincédo
promovido tardiamente pelo estresse e a sinalizacdo de NE no BLA no momento
do aprendizado, foram realizadas injegcbes de propranolol (antagonista -
adrenérgico ndo-seletivo) no BLA imediatamente antes da submissédo dos animais
ao condicionamento de medo.

Como mostra a figura 15A, o grupo de animais previamente estressados
que recebeu injecdo de solucdo salina manifestou o déficit de extincdo da
memoria de medo evidenciado pelo maior percentual de freezing executado
durante os treinos de extingdo 4 e 5, quando comparados aos animais controles
(n&o-estressados que receberam injecdo de solucdo salina). Interessantemente,
0S animais estressados que receberam injecdo intra-BLA de propranolol tiveram
comportamento semelhante aos controles, evidenciando que a inibicdo da
sinalizacao norepinefrinérgica no BLA no momento do condicionamento de medo
foi capaz de reverter o efeito prejudicial tardio do estresse agudo sobre a extin¢ao
da memodria. Ademais, 0 grupo de animais nao-estressados que recebeu injecédo
de propranolol executou percentual mediano de freezing durante todo o paradigma
comportamental, o que sugere o papel da NE sobre neurbnios do BLA na
aquisicdo da memoria de medo.

A figura 15B apresenta a area sob a curva em relagdo ao percentual de
freezing efetuado durante todo o protocolo experimental e confirma que o grupo de
animais estressados que receberam inje¢cdo de solugcdo salina desempenhou
maior acumulado de freezing quando comparado aos demais grupos
experimentais. Tanto o grupo estressado quanto ndo-estressado que receberam
injecdo de propranolol apresentaram acumulado de freezing semelhante aos

animais controles (ndo-estressados, salina), confirmando o papel da sinalizag&o
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norepinefrinérgica no BLA durante o condicionamento de medo para a ocorréncia

do déficit de extincdo da memoria de medo.
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Figura 15. Injecdo de propranolol no BLA previamente ao condicionamento de medo
ao contexto previne o efeito tardio do estresse sobre o déficit de extingdo da
memoria de medo. (A) Animais estressados e administrados com salina apresentaram
maior porcentagem de freezing nos testes 4 e 5 em comparagdo aos animais ndo
estressados. Animais administrados com propranolol, independente se estressados ou
ndo, ndo apresentaram diferencas na porcentagem de freezing em comparacdo aos
animais salina ndo estressados (n = 8-11 animais para cada grupo, ANOVA de duas vias:
teste F6, 229 = 24,85, P < 0,0001; tratamento F3, 229 = 11,98, P < 0,0001; interacéo
teste-tratamento F18, 229 = 2,045, P = 0,0087). (B) Gréfico de colunas representando o
valor total da area sob a curva, indicando que o acumulado de freezing realizado pelos
animais estressados e tratados com salina foi maior do que o desempenhado pelos
animais dos demais grupos experimentais (n = 8-11 animais para cada grupo, ANOVA de
duas vias: estresse F1, 33 = 38,22, P < 0,0001; tratamento F1, 33 = 26,72, P < 0,0001;
interacdo estresse-tratamento F1, 33 = 23,44, P < 0,0001). Os resultados estdo
representados como média + SEM. Diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos sdao indicadas por * P <0,05. CON, animais ndo estressados; STR, animais
estressados.

5. DISCUSSAO

Com os resultados apresentados neste Trabalho de Conclusdo de Curso,
confirmamos que a exposi¢cao de ratos ao estresse agudo de contencéo por duas
horas causa, 10 dias apds, o déficit da extincAdo da memoria de medo,
confirmando resultados prévios do grupo (NOVAES et al, 2021) e dialogando com
trabalhos presentes na literatura especializada, incluindo de nosso grupo, que

evidenciam a necessidade de uma janela de 10 dias apds o estresse para que
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este exerca seus efeitos patogénicos, como o surgimento do comportamento do
tipo ansioso ou o déficit da extingdo da memodria de medo (NOVAES, 2018;
NOVAES et al, 2021; MITRA et al, 2005; ZHANG et al, 2019). Identificamos, de
forma inédita, um efeito modulatério tardio do estresse sobre a atividade neuronal
de estruturas fundamentais para o processo de extincdo da memoria de medo,
como BLA, CPFm-PL e CPFm-IL, além das proje¢des neuronais BLA — CPFm-IL,
0 que sugere um possivel mecanismo de acdo do estresse. Associado a isto,
evidenciamos que a sinalizagdo mediada por NE no BLA durante o
condicionamento de medo ao contexto € um componente fundamental do efeito
deletério do estresse sobre a extincdo da memoaria de medo.

Identificamos que o CPFm-PL sofre aumento da atividade neuronal durante
0 processo de extingdo da memodria de medo em funcdo da exposicao prévia ao
estresse. VIDAL et al, (2006) mostrou que a estimulacao elétrica do CPFm-PL
causa prejuizo para extincdo da memoria de medo, o que dialoga diretamente com
nossos achados a respeito deste nucleo. Por outro lado, utilizando a técnica de
optogenética, MAREK e colegas (2018) evidenciaram a importancia da atividade
de projecdes neuronais excitatérios que partem do CPFm-PL e atingem CPFm-IL
para o funcionamento adequado do processo de extincdo da memoria de medo,
implicando o envolvimento deste primeiro nidcleo no processo de extingdo de
forma inédita. Somado a isto, verificamos que o estresse prévio causou reducao
significativa da atividade neuronal do CPFm-IL, estrutura fundamental para o
processo de extincdo da memoéria (AKIRAV et al, 2006; LAURENT e
WESTBROOK, 2009; SIERRA-MERCADO et al, 2011; THOMPSON et al, 2010).
De fato, as subdivisbes CPFm-PL e CPFm-IL estdo relacionadas com a expressao
da memoria de medo e extingdo desta, respectivamente (LIKHTIK et al, 2005;
CHO et al, 2013), em linha com o aumento da atividade neuronal do CPFm-PL e
reducdo no CPFm-IL de forma concomitante ao déficit de extingdo da memoria de
medo que foram observados com este trabalho.

Demonstramos que 0 estresse agudo de contencdo aumenta a atividade
neuronal do BLA, indicada pela expressdo de FosB, durante o processo de

extincdo da memoria de medo, fenbmeno acompanhado do déficit deste mesmo
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processo. E sabido que apds 10 dias da submissdo ao estresse agudo de
contencédo ha, além de remodelamento plastico dos neurdnios presentes no BLA,
evidenciado pelo aumento da arborizagdo dendritica e aumento da atividade
neuronal neste mesmo nucleo, o surgimento do comportamento do tipo ansioso
(MITRA et al, 2005; ZHANG et al, 2019; NOVAES et al, 2018; NOVAES et al,
2021; NOVAES-Submetido). Muito embora tenhamos identificado modulacdo da
atividade neuronal do BLA durante o processo de extincdo da memoria de medo
em func@o do estresse prévio, as analises foram feitas sobre a totalidade deste
nacleo. KIM e colegas (2016) caracterizaram a existéncia de duas populacées
neuronais distintas distribuidas pelo eixo rostro-caudal do BLA, identificadas pelos
marcadores genéticos Rpso2 (neurbnios responsivos a estimulos de valor
negativo presentes em porcdes rostrais do complexo, majoritariamente) e Ppplrl
(neurbnios responsivos a estimulos de valor positivo encontrados, em maioria, em
porcdes caudais do ndcleo). Desta forma, torna-se interessante a busca pelo tipo
de subpopulacéo neuronal afetada pelo estresse e seus mediadores que registrou
aumento de atividade e como isto se relaciona ao fendmeno de resisténcia ao
processo de extingdo da memoria de medo.

Vimos que o aumento da atividade neuronal do BLA ocorre, também, em
suas projecbes ao CPFm-IL, ou seja, 0 estresse prévio ndo sO modula
positivamente a atividade do BLA e CPFm-PL e negativamente a atividade do
CPFm-IL durante o processo de extincdo da memoéria, mas causa aumento do
recurtamento de projecdes neuronais que partem do BLA ao CPFm-IL durante o
mesmo momento. Torna-se interessante a busca pelo elo entre o aumento da
atividade das projegcbes BLA — CPFm-IL e reducdo da atividade neuronal do
CPFm-IL, podendo-se supor a existéncia de sinapses com interneurénios
inibitérios presentes no CPFm-IL. Além disso, € fundamental entender como a
modulacao positiva da atividade do CPFm-PL se insere neste contexto a partir da
analise de suas aferéncias e eferéncias ao BLA (BLA—-CPFm-PL e CPFm-
PL—BLA, estas ultimas n&do estudadas por este trabalho).

Em linha com trabalho recente de DAVIS et al, (2017), no qual a

7

conectividade entre BLA, CPFm-PL e CPFm-IL é apresentada como um
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microcircuito bidirecional auto modulado cujo equilibrio determina o sucesso da
extincdo da memoria de medo, identificamos a influéncia tardia do estresse agudo
de contencdo sobre a atividade destas estruturas e, especificamente, sobre as
proje¢cdes BLA — CPFm-IL, de modo a perturbar o equilibrio do microcircuito e
resultar em déficit de extingdo da memoria de medo, propondo-se assim um
possivel mecanismo de atuacdo do estresse sobre a alteracdo do fendtipo
comportamental estudado.

Trabalhos presentes na literatura especializada mostram que ha relacao
entre a sinalizacdo mediada por NE e os efeitos do horménio corticosterona —
principal glicocorticoide murino, cujo pico de concentracdo plasmatica é atingido
em situacdes estressoras - ambos atuando em sinergismo sobre neurdnios do
BLA. ROOZENDAAL et al, (2006) demonstra que a inibicdio da acdo da
norepinefrina no BLA a partir do uso do antagonista -adrenérgico nao-seletivo
propranolol em animais emocionalmente excitados previne o efeito da
corticosterona sobre o aumento da retencdo da memodria, enquanto que a
estimulacdo da acdo da NE, também no BLA, a partir da infusdo de ioimbina
(antagonista az-adrenérgico) em animais ndo excitados emocionalmente resgatou
o efeito de aumento da retencdo da memoaria pela corticosterona visto em animais
excitados. Recentemente, foi publicado trabalho no qual a estimulacdo da
atividade de projecdes neuronais do LC para o BLA (as quais liberam NE no BLA)
causa o déficit de extincdo da memodria de medo quando associada a estimulo
estressor de baixa intensidade, mimetizando o efeito de estressores de alta
intensidade (GIUSTINO et al, 2020).

A partir de injegbes intra-BLA de propranolol realizadas previamente ao
condicionamento de medo ao contexto, inibimos a sinalizagdo mediada por NE no
BLA durante o0 momento de aprendizado do medo e observamos a reversdo do
déficit de extingdo da memoria de medo visto em animais estressados, 0 que
confirma o papel crucial da NE sobre os neurdnios deste nucleo para que haja o
efeito prejudicial do estresse. Por outro lado, animais nao-estressados que
receberam injecdo de propranolol apresentaram nivel mediano de freezing em

todos os treinos de extingdo, quando é esperado um nivel elevado para todos os
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grupos experimentais durante o 1° treino de extingcdo da memoaria. Levantamos a
hipétese deste fendbmeno ser devido a auséncia da sinalizacdo norepinefrinérgica
durante o momento do condicionamento, pois os efeitos da corticosterona sobre a
memoéria sdo dependentes da excitacdo emocional (mediada pela liberacdo de
NE, inclusive no BLA) e, como inibimos esta sinalizacdo no BLA durante o
condicionamento de medo, também reduzimos o componente de excitacdo
emocional do protocolo comportamental, tornando os animais menos susceptiveis
aos efeitos da corticosterona e, portanto, do estresse causado pelo proprio
condicionamento de medo.

Coletivamente, evidenciamos que o estresse agudo de contencéo por duas
horas é capaz de causar o déficit de extingdo da memoria de medo em ratos 10
dias apo6s, em linha com achados prévios do grupo (NOVAES et al, 2021). De
forma inédita, demonstramos que o déficit da extingdo da memoria de medo é
acompanhado do aumento da atividade neuronal do BLA e do CPFm-PL durante o
treino de extingdo da memoria. Além disso, é também acompanhado do aumento
da atividade das projecdes neuronais enviadas do BLA ao CPFm-IL e reducao da
atividade neuronal do proprio CPFm-IL. Vimos que a sinalizacdo mediada por NE
no BLA durante o condicionamento de medo ao contexto € fundamental para a

ocorréncia do efeito prejudicial do estresse sobre a extingcdo da meméria de medo.

6. CONCLUSAO

Identificamos um possivel mecanismo pelo qual o estresse agudo exerce,
tardiamente, seu efeito deletério sobre o processo de extincdo da memoria,
envolvendo tanto a modulacdo positiva sobre a atividade dos neurdnios do BLA,
CPFm-PL e projegdes neuronais BLA — CPFm-IL e modulacdo negativa da
atividade do CPFm-IL, quanto a sinalizagdo norepinefrinérgica no BLA durante o
condicionamento de medo ao contexto. Novos estudos sdo necessarios para
avaliar se a modulacdo da atividade das estruturas e projecdes citadas sao
diretamente afetadas pela alteracdo da sinalizacdo norepinefrinérgica no BLA

durante o condicionamento de medo ao contexto.
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