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RESUMO

Nem todas as memorias persistem por toda a vida. De maneira geral, memérias com
alta relevancia emocional no momento de sua aquisicdo tendem a permanecer
acessiveis por mais tempo. Entretanto, ainda ndo compreendemos inteiramente os
mecanismos neurais responsaveis por distinguir memorias com diferentes pesos
emocionais. Neste trabalho, modulamos a intensidade do conteddo emocional de um
traco de memoria de medo contextual por meio da alteracdo da frequéncia (1 ou 5)
de estimulos incondicionados (US) no momento da aquisicdo da memoria. Utilizamos
um gene de expressao imediata, ZiF268, como marcador da plasticidade neural
durante o processo de consolidagdo. A memoria de medo persistiu por 24h em
camundongos machos condicionados com 1US e 5US. Entretanto, apenas no
condicionamento com 5US a memoaria persistiu por 30 dias. Em contrapartida, nas
fémeas, a memoria de medo foi formada apenas apos 5US. A seguir, testamos a
hipotese de que € na consolidagéo sistémica que os protocolos de 1US e 5US agem
para formar memoérias de medo com diferentes duracdes. Para testar essa hipétese,
guantificamos a expressdo de ZiF268 12h pés aquisicdo, em duas areas
reconhecidas por participarem da consolidacdo sistémica: cértex pré-frontal medial
(mPFC) e amigdala basolateral (BLA). 12h pd6s-treino observamos uma diferenca,
entre 1US e 5US, na expressdo de ZiF268 no mPFC, mas ndo na BLA. Nossos
resultados sugerem que tracos de memoaria de medo contextual com carga emocional
elevada (5US) levam a uma diminuicdo da plasticidade do mPFC durante a
consolidagéo sistémica, o que provavelmente diminui a modulacédo exercida pelo
mMPFC sobre outras estruturas e permite que a memoria de medo contextual persista

por 30 dias.

Palavras-chave: consolidacao, cortex pré-frontal, amigdala, memaria de medo.



ABSTRACT

Not all memories last for the lifetime. Generally speaking, memories with high
emotional value during acquisition tend to remain accessible for longer periods.
However, the mechanisms that interfere with memory endurance are not fully
understood. In this work, we modulated the intensity of memory trace emotional value
by altering unconditioned stimulus (US) frequency (1 or 5US) during acquisition of
contextual fear memory. In male mice, the memory was present 1 day after
conditioning in 1 and 5US groups. We used an immediate early gene, ZiF268, as a
marker for neural plasticity during consolidation. Nevertheless, only in the 5US group
memory persisted for 30 days. On the other hand, only females in the 5US group
expressed conditioned fear. Next, we tested the hypothesis that 1US and 5US
protocols differently modulate memory formation during systems consolidation, which
results in memories with distinct duration. In order to test it, we analyzed ZiF268
expression 12h after acquisition in two areas known for their involvement in systems
consolidation: the medial prefrontal cortex (mMPFC) and the basolateral amygdala
(BLA). 12h after training, a difference between 1US and 5US expression was found in
mPFC, but not in BLA. Our results suggest that high emotional value contextual fear
memory (5US) results in diminished plasticity in mPFC during systems consolidation,
thus probably resulting in diminished modulation by mPFC over other structures,

hence allowing memory to persist for 30 days.

Keywords: consolidation, prefrontal cortex, amygdala, fear memory.
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1. INTRODUCAO

1.1. Memoria

A memoéria € um fendbmeno que ocorre a partir das interacdes entre 0 ambiente
e 0 sistema nervoso e envolve mudancas na atividade e na organizacao celular desse
sistema (DUDAI, 2004; JOSSELYN; TONEGAWA, 2020). Sendo tanto o ambiente
guanto o sistema nervoso meios extremamente dindmicos, a memoéria também
partilha dessa caracteristica. Porém, para seu melhor entendimento cabe uma divisao
didatica em trés fases sucessivas: aquisicdo, consolidacdo e evocacdo da memoria.
Mas é verdade que essa divisdo néao reflete precisamente a realidade, na qual essas
fases podem muitas vezes se sobrepor (DE OLIVEIRA ALVARES; DO-MONTE,
2021).

A aquisicdo € o processo pelo qual as informacfes ambientais sdo captadas
pelos receptores sensoriais, traduzidos e codificados, a partir de sinais quimicos e ou
fisicos, que, por sua vez, sdo codificadas em tracos de memoarias ao alterar o padréo
de ativacdo das assembleias neuronais. Com a formacdo desse novo traco de
memodria, ou engrama?, a organizacdo da rede se altera e, a partir disso, podem surgir
novas memarias (DUDAI, 2004; KORTE; SCHMITZ, 2016).

Para possibilitar esta reorganizacdo e permitir que ela se sustente, diferentes
propriedades devem estar presentes, dentre elas a plasticidade sinaptica. Podemos
definir a plasticidade sinaptica como mecanismos celulares, dependentes de
atividade, que alteram o funcionamento e a eficacia da comunicagdo celular
(ABRAHAM, WICKLIFFE C., 2008; YOUSUF et al., 2020). A ideia de fortalecimento
de conexdes celulares como base para processos de aprendizagem foi proposta ha
mais de um século, em 1911, por Cajal e, antes mesmo que houvessem metodologias
adequadas para a visualizacdo e manipulacdo de mecanismos plasticos, modelos

como o de Hebb (1949) ja desenvolviam a nocdo de que essas alteracdes a nivel

10 termo engrama foi cunhado por Richard Semon, em 1904, e é relativo ao substrato fisico (neural)
gue suporta 0 armazenamento e a evocacao de memdrias (JOSSELYN; TONEGAWA, 2020). .
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sinaptico poderiam levar a reajustes mais profundos e duradouros no sistema
(NICOLL, 2017).

Dentre os mecanismos plasticos que podem estar envolvidos na aquisi¢cao, a
potenciacédo de longa duracdo (LTP) dependente de receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA) esta entre os mais estudados (BLISS; LOMO, 1973; GOOSENS; MAREN,
2004; NICOLL, 2017; RICHARDSON et al., 1992). Nesse mecanismo, a exposi¢cao
repetida a um estimulo resulta no fortalecimento sinaptico mediado pelo aumento da
sinalizacao glutamatérgica. Ao ser liberado, o glutamato se liga aos receptores acido
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propidnico (AMPA), que sao ionotrépicos, e o
canal se abre possibilitando um influxo de cations. Esse influxo promove uma
despolarizacédo celular o que, por sua vez, promove abertura de outro receptor
ionotrépico glutamatérgico, o NMDA. A sequéncia temporal dos eventos é importante,
uma vez que a abertura do canal NMDA nao depende unicamente da ligacdo do
glutamato, pois seu poro encontra-se obstruido por ions de magnésio enquanto o
potencial de membrana esta em repouso. A despolarizagcdo promovida pelos
receptores AMPA repele o magnésio do poro do receptor NMDA, promovendo um
influxo de cations, mas principalmente de céalcio. Uma vez dentro da célula, o célcio
atua como sinalizador intracelular e promove mudancas na organizagao da célula que
favorecem a manutencéo da LTP (BLISS; LOMO, 1973; GOOSENS; MAREN, 2004;
NICOLL, 2017; RICHARDSON et al., 1992).

Podemos ainda dividir a LTP em duas fases: uma inicial, que ndo depende da
sintese proteica e se inicia logo ap6s o0 aumento das concentracdes intracelulares de
célcio, e uma tardia (L-LTP), que depende da alteracdo de transcricdo génica e da
sintese de proteinas de novo. Na fase inicial, receptores armazenados no meio
intracelular sdo inseridos a membrana plasmatica, facilitando posteriores
despolarizagdes. Ja a manutencgdo do influxo de calcio por tempo mais prolongado,
caracteristica da fase tardia, aumenta a transcricdo génica ao promover a atividade
de fatores de transcricdo como o CREB (ASOK et al., 2019).

Além disso, a associacao temporal entre a atividade pré e pos-sinaptica pode
resultar numa sincronizagéo da atividade neural, induzindo um mecanismo conhecido
como “spike timing-dependent plasticity”, ou seja, a plasticidade dependente de uma
temporizacdo precisa da atividade em uma rede neural. Consequentemente, a

comunicacao entre os substratos passa a ser facilitada (FELDMAN, 2012).
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Com a formacdo do novo engrama e a reorganizagdo que O processo de
aquisicado promove no sistema, é necessario atingir novamente uma certa estabilidade
para que as alteracfes na conectividade celular se estabelecam e o contetdo da nova
memoria ndo se altere expressivamente (DE OLIVEIRA ALVARES; DO-MONTE,
2021; DUDAI, 2004). Isto ocorre durante a fase denominada consolidagéo, que vem
sendo estudada desde o inicio do século 20 no ramo da psicologia. Utilizando testes
com sequéncias de silabas, Muller e Pilzecker, pioneiros do estudo da consolidacao,
perceberam que o desempenho dos voluntarios era superior quando havia um
intervalo entre o treino e o teste. A partir dessa observacgao, inferiram que a formacao
da memdria ndo era um processo instantaneo e que, apds sua aquisicdo, a memoria
passa por um processo de estabilizacdo denominado “consolidirung” (LECHNER;
SQUIRE; BYRNE, 1999; RUNYAN; MOORE; DASH, 2019).

De fato a formacdo da memodria ndo € instantanea, a consolidacdo dura de
horas a anos e, na verdade, € um processo quase continuo, uma vez que as
memodrias que adquirimos estdo sempre sendo atualizadas por meio de outro
processo, descrito mais recentemente, denominado reconsolidacdo (ROEDIGER;
DUDAI; FITZPATRICK, 2007). Entretanto, cabe aqui uma divisdo entre a etapa que
promove uma estabilizagdo inicial, mais curta, e a consolidagdo sistémica, um
processo paralelo e que depende da comunicagdo entre estruturas corticais e
subcorticais (KATCHE; CAMMAROTA; MEDINA, 2013). Como as duas etapas se
sobrepdem no tempo, é dificil separa-las de forma precisa, principalmente no que se

refere as fases mais distantes do momento da aquisicdo, como a consolidacdo tardia.

A fase inicial, ou consolidacdo celular, dura apenas algumas horas apos a
aquisicdo e envolve mecanismos de plasticidade celular que resultam em um
aumento da eficiéncia sinaptica (ASOK et al., 2019). O aumento pode ocorrer tanto
em nivel funcional, através de alteragBes na atividade e limiar de ativacao celular,
como na excitabilidade intrinseca, quanto em nivel estrutural, no qual ha uma
alteracdo na estrutura celular e sinaptica, como na sinaptogénese (YOUSUF et al.,
2020). Durante essa etapa da consolidacdo, a memoria pode ser manipulada ou
interrompida por diferentes fatores, como drogas que alteram a sintese proteica e de
MRNAs ou interferéncia causada por outras memorias (BEKINSCHTEIN et al., 2007,
OSORIO-GOMEZ et al., 2019; PEREIRA-CAIXETA et al., 2017; PEREIRA et al.,
2019).
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Muito do que se tem na literatura sobre a consolidacéo celular se sobrepde aos
mecanismos da LTP, uma vez que esse € o tipo de plasticidade mais estudado. Assim
como na LTP, essa etapa depende do aumento de calcio intracelular e da modulacao
desse ion sobre proteinas, como cinases e fatores de transcricdo, para alterar a
atividade celular (ASOK et al.,, 2019; FRANKLAND; BONTEMPI, 2005; KANDEL,
2001). Desse modo, € comum que 0s mecanismos de plasticidade sejam estudados
através de immediate early genes (IEGs), categoria de genes ativados rapidamente
em resposta a atividade sinaptica (FRANKLAND et al., 2006; GALLO et al., 2018;
PEREIRA et al., 2019; RICHARDSON et al., 1992) (Maiores detalhes no item 1.3

desta introdugéo.)

Ja o processo de consolidacéo sistémica pode levar de horas a meses, envolve
a integracao entre diferentes substratos e resulta em memodrias de longa duracao
(LTM). As LTM podem ainda ser divididas em recentes e remotas, entretanto a
diferenca temporal precisa entre essas duas formas de LTM depende da escala
temporal utilizada. Em humanos, pode-se considerar que LTM recentes duram de
semanas a meses, enquanto LTM remotas duram de meses a anos, podendo persistir
por toda vida do individuo (ROESLER; MCGAUGH, 2019).

Por muito tempo, o modelo predominante de consolidacdo entendia a fase
sistémica como subsequente a consolidacdo celular, e que a estabilizacdo do traco
de memdria seria mediada pela atividade de estruturas subcorticais pelo tempo
necessario para amadurecer o engrama cortical, limitando a participacdo do cortex
em fases iniciais da consolidacdo (FRANKLAND et al.,, 2004; FRANKLAND;
BONTEMPI, 2005). Atualmente, existem dados conflitantes na literatura sobre a
extensdo da influéncia de estruturas como o hipocampo e o cortex pré-frontal medial
(mPFC) nas fases de formacdo da memoria, hd, inclusive, trabalhos indicando que o
mMPFC pode ser importante desde a aquisicéo e que o hipocampo pode fazer parte da
evocacdo de memorias remotas (ANAGNOSTARAS; GALE; FANSELOW, 2001;
BLUM; HEBERT; DASH, 2006; GONZALEZ et al., 2013; KOGAN; FRANKLANDAND;
SILVA, 2000; SILVA; BURNS; GRAFF, 2019; VIDAL-GONZALEZ et al., 2006).
Entretanto, a no¢éo de que a comunicacao entre estruturas corticais e subcorticais
defini a manutencdo ou ndo do traco de memodria € mais consensual, e existem
hipoteses que atribuem ao sono um papel importante nessa comunicacao (KORTE;
SCHMITZ, 2016; SIAPAS; WILSON, 1998; WALKER; STICKGOLD, 2004)
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Apesar das variacGes na literatura, em tarefas comportamentais como as de
condicionamento ao medo, a atuagéo hipocampal parece se tornar menos expressiva
com o passar do tempo, e 0 processamento remoto acaba sendo sustentado,
majoritariamente, pela atividade de estruturas corticais (KITAMURA et al., 2017;
SILVA; BURNS; GRAFF, 2019). Uma ideia central na defesa da corticalizacéo de
memoarias remotas € a de que o engrama do cortex € mais estavel. Entretanto, mesmo
durante a consolidacédo sistémica o traco de memoria pode ser reativado, ou até
mesmo evocado, por pistas ambientais, mas existem janelas temporais onde essa
reativacdo ocorre naturalmente, por motivos que ainda néo estdo claros. Durante
essas janelas especificas, o traco se torna novamente sensivel a manipulacfes e
pode ser alterado (KATCHE; CAMMAROTA; MEDINA, 2013; TONEGAWA;
MORRISSEY; KITAMURA, 2018).

Uma dessas janelas acontece 12 horas apds a aquisicdo, durante uma fase
mais tardia da consolidacao, e parece concentrar eventos celulares importantes que
irdo definir a estabilidade do traco de memadria em tempos remotos (BEKINSCHTEIN
et al., 2007; KATCHE et al., 2010; PEREIRA et al., 2019). O bloqueio de sintese
proteica no hipocampo neste momento leva ao prejuizo na evocacdo de memorias 7
dias ap6s a aquisicdo, mas néao interfere na expressdo comportamental quando o
teste é realizado apenas 2 dias depois do treino, o que mostra que a aquisicao e as
fases iniciais da consolidacédo ocorreram normalmente, apenas a retencéo prolongada
foi prejudicada (BEKINSCHTEIN et al., 2007). Essa janela também parece ser
importante durante a consolidacao tardia de memarias de medo na amigdala (AMI) e
no coértex pré-frontal medial (MPFC). O bloqueio da expresséo de Arc, um IEG, na
AMI 12 horas apés a aquisicao prejudica a memoéria 7 dias depois, mas nao 2 dias
(NAKAYAMA et al., 2016). O blogueio da sintese de proteinas de novo no mPFC
afetou de forma antagbnica a expressdo de medo em animais submetidos a treinos

com diferentes relevancias emocionais (PEREIRA et al., 2019)

Uma vez que adquirimos um novo traco de memoria e ele consegue se
sustentar através dos processos de consolidacdo, podemos evocar esta memoaria
guando expostos novamente a uma situacdo semelhante & aquisicdo. A partir dessa
interacdo que ocorre entre o ambiente e o traco de memoria, pode haver uma
reativacdo e, consequentemente, uma alteracdo comportamental resultante da

atividade do engrama, produzindo um fenébmeno — descrito por Richard Semon no
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inicio do século 20 — conhecido como ecforia (JOSSELYN; TONEGAWA, 2020;
SCHACTER,; EICH; TULVING, 1978).

Existe ainda um outro destino possivel para as memdrias, 0 esquecimento.
Esse mecanismo é tdo importante para o bom funcionamento da memdéria quanto os
outros ja mencionados, visto que diariamente somos expostos a multiplos estimulos
e experiéncias que resultam em alteracBes plasticas e na formacao de tracos de
memoria. Como nem todos serdo Uteis, se faz necessario um mecanismo para
contrabalancar os processos de aquisicdo e consolidacdo (DAVIS, RONALD L.
ZHONG, 2017; DE OLIVEIRA ALVARES; DO-MONTE, 2021; DUDAI, 2004). Apesar
disso, o interesse sobre como esquecemos surgiu entre os pesquisadores do campo
da neurobiologia bem depois do interesse por outras fases da formagcédo da memoria,
e, por limitagcdes metodoldgicas, a literatura sobre o tema se baseou por muito tempo
basicamente em dados comportamentais (DAVIS, RONALD L.; ZHONG, 2017).

Uma hipétese ainda incipiente sobre o esquecimento levanta a possibilidade
de mecanismos intrinsecos pré-esquecimento. Em um primeiro momento pode ser
tentador imaginar o esquecimento como consequéncia passiva de uma consolidacéo
mal sucedida, entretanto, a importancia que o esquecimento tem na manutencéo da
homeostase, sugere que ele lance méao de estratégias ativas e mais eficientes. Um
dos alvos moleculares mais interessantes para estudos na area, a proteina Rac-1,
identificada inicialmente em estudos em Drosophilas, foi vinculada a facilitacdo do
esquecimento em diferentes tarefas comportamentais. Ela atua via mecanismos de
alteracdo da plasticidade celular, como o remodelamento de actinas (GAO et al.,
2015; LIU et al., 2016; OH et al., 2010; SHUAI et al., 2011; TEJADA-SIMON, 2015).
E interessante ressaltar que sua expressdo € concomitante a diferentes proteinas
envolvidas na consolidagdo celular, indicando que, desde sua formacdo, a
persisténcia de uma memoria é resultado do balanco entre consolidacdo e
esquecimento (SHUAI et al.,, 2010). A atuacdo conjunta desses dois mecanismos
possibilita as mudangcas na comunicacdo entre estruturas observada durante a
consolidacéo sistémica (RICHARDS; FRANKLAND, 2017).

Ao longo deste trabalho, memarias com destinos diferentes serdo comparadas,
visando entender melhor como a dindmica entre o mPFC e a AMI varia entre a

consolidagao e o esquecimento.
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1.2. Memoria de medo e seus substratos neurais

O medo € um mecanismo de defesa inato, evolutivamente bem preservado,
desencadeado por estimulos que representam perigo. Enquanto alguns estimulos
desencadeiam naturalmente uma resposta defensiva, outros podem ser aprendidos
de forma rapida e duradoura. Esse aprendizado permite que 0S seres Vivos se

adaptem as continuas mudangas impostas pelo ambiente (KIM; JUNG, 2006).

Um dos protocolos mais usados para o estudo do medo, o condicionamento
classico ou Pavloviano, associa estimulos de natureza neutra (como estimulos
olfativos, sonoros ou visuais) a estimulos capazes de evocar respostas inatas ou
reflexas (BLANCHARD, ROBERT J.; FUKUNAGA; BLANCHARD, 1976;
FANSELOW, 1980). Para tanto, as respostas condicionadas sao estabelecidas
através de apresentacdes de estimulos incondicionados (US) pareados a ocorréncia
de estimulos condicionados (CS). Esse processo de associacdo de estimulos
caracteriza a base da aprendizagem associativa. (BARON, 1959; HOLLAND, 1977).

No condicionamento classico ao medo, um estimulo sensorial neutro é
apresentado pareado a um estimulo aversivo. Esse estimulo aversivo, por sua vez,
ativa de forma reflexa respostas incondicionadas, inatas, de fuga ou luta
(RESCORLA, 1968; WATSON; RAYNER, 1920). Apés um ou varios pareamentos
entre os estimulos, uma robusta memaria associativa € criada, tornando o estimulo,
inicialmente in6cuo, um estimulo condicionado, capaz de desencadear as mesmas
respostas reflexas que tipicamente ocorreriam na presencga do perigo (KIM; JUNG,
2006).

Paradigmas de condicionamento classico ao medo tipicamente utilizam
pequenos animais (ratos, camundongos ou coelhos) como sujeitos experimentais. Em
contingéncias bem controladas, o pareamento temporal entre estimulos
condicionados (contexto, luz ou som) a estimulos incondicionados (choque na pata)
gera robustas respostas condicionadas (KIM; JUNG, 2006; LEDOUX, 2003). Esses
paradigmas s&o excelentes ferramentas para o estudo das interagdes entre as redes
neurais (GONZALEZ et al., 2013; KITAMURA et al., 2017; LIKHTIK et al., 2014,
MCGARRY; CARTER, 2017). Essas interagdes sao, em geral, plasticas, duradouras

e facilmente analisadas através de respostas comportamentais estereotipadas, como
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o congelamento (Freezing) (BLANCHARD, D. C.; BLANCHARD, 1972; BLANCHARD,
R. J.; BLANCHARD, 1969; BOUTON; BOLLES, 1979; FANSELOW, 1980) ou por
técnicas mais refinadas como imunohistoquimica/fluorescéncia e eletrofisiologia
(JONES et al., 2001; ROGAN; LEDOUX, 1996; ROGAN; STAUBLI; LEDOUX, 1997).

A partir de um protocolo relativamente simples é possivel fazer varios ajustes,
como intensidade do US e modalidade do CS, para induzir respostas
comportamentais por longos periodos de tempo (KOL et al., [S.d.]; SILVA; BURNS;
GRAFF, 2019). Dentre as variagbes, o protocolo de medo condicionado ao contexto
(MCC) é um dos mais bem estabelecidos para estudo da memdria e j& vem sendo
usado h& cerca de 50 anos. Nesse protocolo o CS é o contexto (composto por um
conjunto de estimulos visuais, tateis e olfativos) e o US, um choque nas patas do
animal (BLANCHARD, ROBERT J.; FUKUNAGA; BLANCHARD, 1976; CHAAYA et
al., 2019; ROY et al.,, 2017). Durante o condicionamento esses estimulos sdo
pareados através da atividade da amigdala (AMI) (WOLFF et al., 2014).

1.2.1. Complexo amigdaldide

O processamento da memoria de medo envolve diferentes estruturas, mas a
associacao dos estimulos CS e US, ocorre tipicamente na AMI (BAROT et al., 2009).
A AMI é um substrato subcortical encontrado rostralmente ao hipocampo, no lobo
temporal medial (DAVIS, M.; WHALEN, 2001; WHALEN; PHELPS, 2009).

A amigdala é uma estrutura com caracteristicas polimodais, onde ocorre
grande fluxo de informacdes sensoriais, e que recebe inUmeras projecdes corticais e
subcorticais (LEDOUX, 2007). Essa estrutura, por sua vez, € composta de diferentes
regides com funcgdes definidas na aquisicao, expressao e extingcdo do MCC. Dentre
elas, a porcéo lateral (LA) é a responsavel pela associacdo CS-US, mas a saida de
estimulos para outros nucleos e regides do sistema nervoso depende da
comunicacdo entre a LA e a porcao basal (BA), de onde saem as projecdes dos
neurbnios principais (NP). Por essa comunicacdo intima as duas regifes sao
comumente referidas em conjunto, como complexo basolateral (BLA) (DUVARCI,
PARE, 2014; WOLFF et al., 2014).

Em condigbes basais, a BLA tem sua atividade intensamente regulada por um

tbnus GABAEérgico, resultante da atividade de diferentes populacbes de
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interneuronios (KASUGAI et al., 2019; POLEPALLI; GOOCH; SAH, 2020). Os
interneurdnios responsaveis por esse ténus inibitério podem ser diferenciados por sua
expressdo de diferentes peptideos, sdo exemplos 0s neurbnios parvalbumina
positivos (PV) e os neurdnios somatostatina positivos (SOM). Ambas as populacdes
atuam inibindo os NPs, os PV concentrando suas projecfes na regido perissomatica,
enquanto os SOM regulam a atividade de dendritos dos NPs. Além disso, os

neurdnios PV também atuam modulando os neurénios SOM.

Essas duas populacbes tém papéis distintos na aquisicdo de medo
condicionado e possuem um fino balanco ativacaol/inibicdo, alterado pela
apresentacao do CS e do US. Durante a apresentacéo do CS, os neurdnios PV estéo
ativos e inibem a atividade dos NPs, assim como inibem os SOM. A inibicdo dos
neurdénios SOM possibilita a entrada sensorial na BLA, através da conexdo entre
estruturas responsaveis pelo processamento sensorial e os NPs. Entretanto, durante
a apresentacdo do US, ocorre uma mudanca nessa dinamica. O choque inibe a
atividade dos interneurénios PV que, por sua vez, deixam de inibir os NPs, que
aumentam sua atividade. Dessa forma, o balango entre a atividade dos neurdnios PV
e SOM modula a entrada sensorial nha BLA e a resposta dos NPs durante o
condicionamento. A convergéncia de estimulos durante o condicionamento promove
a integragdo do CS-US na AMI o que, ao promover um aumento na atividade dos
NPs, eleva o tdnus glutamatérgico, resultando em plasticidade mediada por uma LTP
dependente de receptores NMDA (GOOSENS; MAREN, 2004).

Além da BLA, é importante destacar ainda os papéis das células intercalares
(ITC) e do nucleo central (CE) da amigdala no circuito da meméria de medo. O CE é
a principal via de saida da AMI, projetando-se para regibes como hipotalamo,
substancia cinzenta periaquedutal (PAG) e tronco encefalico (VIVIANI et al., 2011).
Composta principalmente por neurdnios GABAérgicos, a CE pode ainda ser dividida
entre as porgoes medial e lateral (DUVARCI; PARE, 2014). O condicionamento, assim
como no complexo BLA, resulta em mudangas na dinamica da CE. Durante a
apresentacdo do CS, os NPs modulam a atividade das células ON e OFF da CE
lateral, estimulando e/ou inibindo sua atividade. As células ON ao serem ativadas
também contribuem para a inibicdo das células OFF. Uma vez inibidas, as células
OFF deixam de inibir a atividade da CE medial (CIOCCHI et al., 2010). Essa

desinibicdo da CE medial promove um aumento da atividade das projecdes inibitorias
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em dire¢c&o a substancia cinzenta periaquedutal (PAG). A partir dessa inibicdo, ocorre
um aumento da expressao de comportamento de congelamento e da analgesia (SUN,
YING et al., 2019).

Hipotalamo
Mesencéfalo
Medula

US

()]

O]

CS

Figura 1.1 - Circuito da amigdala para aquisicdo do medo condicionado ao contexto. O
processamento simultaneo na BLA do CS e do US promove um aumento da atividade dos
interneurdnios (neurdnios pretos) PV, o que aumenta o tdnus inibitério nos neurdnios principais (célula
cinza) e inibe os interneurbnios SOM. A inibig&o da atividade dos SOM aumenta a excitabilidade dos
neurdnios principais que estimulam tanto as ITC quanto as células ON na CElat. As células ON atuam
sobre as células OFF, reduzindo a inibicdo da CEm, o que aumenta o ténus inibitério em suas
projecdes, levando a expressdo comportamental. CS - estimulo condicionado, US - estimulo
incondicionado, BLA - amigdala basolateral, PV - neurdnios parvalbumina positivos, SOM - neurdnios
somatostatina positivos, ITC - células intercaladas, CElat - amigdala central lateral, CEm - amigdala
central medial, ON - neurdnios on, OFF - neurdnios off.

As ITCs séo outra peca importante no complexo amigdaléide. Essas células
sdo agrupamentos de neurdnios GABAérgicos, que podem ser divididos em duas
porcdes: ITCs mediais e laterais. As ITCs mediais localizam-se entre a BLAe a CE e
podem ainda ser subdivididas em porc¢éo dorsal e ventral, sendo as responsaveis pela
inibicdo da CE. Ja as ITCs laterais realizam a inibicdo da BLA (JUNGLING et al.,
2008).

Uma vez destacadas as diferentes pecas envolvidas na inducéo da resposta
de medo, o processo fica mais claro quando visto de forma linear. A conducédo do US
até a BLA ativa os neurdnios PV que, por sua vez, inibem os interneurdnios SOM.
Consequentemente, os NPs da BLA passam a receber estimulos vindos de areas
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sensoriais e se despolarizam, ativando as células ON na amigdala central lateral.
Essas células sdo interneurdnios inibitorios e modulam a atividade da amigdala
central medial ao inibir as projecdes das células OFF para a CE medial. Uma vez que
a CE medial estd ativa, suas projecoes GABAEérgicas para estruturas, como a
substancia cinzenta periaquedutal (PAG), levam a expressdo de respostas de medo
condicionado (Figura 1.1).

Mais que que um papel na aquisicdo, a BLA tem também funcdes na
consolidacédo e evocacao de memadrias de medo. O aumento na expressao de Arc,
um IEG, na BLA, 12 horas apés o treino, é importante para a manutencéo prolongada
da memoéria de medo (NAKAYAMA et al., 2016; OU; YEH; GEAN, 2010), indicando
gue a atividade dessa regidao tem um papel importante nas fases mais tardias da
consolidagcdo. Além dos circuitos internos da amigdala, as projecfes da BLA para
outras regides também sdo importantes, a comunicacao entre esta regido e o cortex
pré-frontal medial é fundamental para o funcionamento de processos como a

consolidacéo e a extingdo das memarias de medo (KLAVIR et al., 2017).

Alguns trabalhos afirmam que a amigdala possui um perfil mais amplo, sendo
importante nao s6 para o processamento de informagdées em situagdes aversivas,
mas também para tomadas gerais de decisdo e processamento de aspectos
recompensatorios de eventos (BEYELER et al., 2018; SANDER; GRAFMAN; ZALLA,
2003). Em virtude do amplo espectro de estimulos e eventos de diferentes valéncias,
cujo processamento ocorre na amigdala, sugere-se que essa estrutura funciona como
um detector de relevancia. Sendo assim, a amigdala € uma peca importante durante
a formacéo de memoérias de medo, uma vez que a relevancia atribuida aos estimulos
pode alterar a forma como séo percebidas e processadas informacdes associadas a
ele (DAVIS, M.; WHALEN, 2001).

1.2.2. Cortex Pré-Frontal

Na regulagdo da emocédo, o Coértex Pré-Frontal é reconhecido como um dos
principais substratos que modula a resposta comportamental em processos
complexos de tomadas de decisdo. Esta modulagao protege frageis representagoes
neurais de interferéncias causadas por distragdes tanto externas quanto internas
(BECHARA; DAMASIO; DAMASIO, 2000; COURTIN et al., 2013).
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As caracteristicas funcionais mais estudadas do pré-frontal dizem respeito ao
reconhecimento e a discriminagao de contingéncias pré estabelecidas (BECHARA;
DAMASIO; DAMASIO, 2000; HATA; OKAICHI, 2004; ZELINSKI et al., 2010), junto a
inibicdo de respostas comportamentais que ndo sao mais consideradas relevantes
(LIKHTIK et al., 2005; MILAD; VIDAL-GONZALEZ; QUIRK, 2004; MORGAN, M. A;;
LEDOUX, 1995; MORGAN, MARIA A.; SCHULKIN; LEDOUX, 2003; MOSCARELLO;
LEDOUX, 2013; QUIRK et al., 2003). Este reconhecimento é fundamental em
processos preditivos inibindo agdes inadequadas e auxiliando operagdes definidas
como relevantes (LIKHTIK et al., 2014).

Em termos anatdémicos o mPFC corresponde a metade rostral do Cortex
Frontal, sendo formado pelas areas lateral, medial e orbital, anteriores ao Cértex Pré-
Motor (Barbas, 1995). Em roedores, esta regiao consiste de quatro subdivisdes
principais: Agranular (Pré-Central) Medial (AGm), Cingulado Anterior (AC)
(subdividido em dorsal e ventral), Cortex Pré-Limbico (PL) e Cértex Infra-Limbico (IL).
Enquanto as subdivisbes mais dorsais, AGm e AC, estdo mais relacionadas a
comportamentos motores, as regides ventrais, PL e IL, sdo associadas a respostas
emocionais e cognitivas (UYLINGS et al.,, 2003; VERTES, 2004). Boa parte dos
trabalhos vincula principalmente a atividade das regides PL e IL ao processamento
da memodria de medo. Em duas publicacfes classicas sobre o assunto, lesdes na
porcdo mais ventral do mPFC, da qual faz parte o IL e a parte mais ventral do PL,
interferiram na extincdo de memodrias de medo em ratos (MORGAN; ROMANSKI,
LEDOUX, 1993). Por outro lado, lesdes na por¢cao mais dorsal, que contém o PL e 0
coértex cingulado, resultaram em um aumento na expresséo das respostas de medo
no grupo lesionado e um aumento no tempo necessario para extinguir a memoéria de
medo. Quando comparados diretamente, 0os animais com lesdo dorsal expressaram
niveis de congelamento mais elevados do que aqueles com leséo ventral, entretanto,
apesar dos papéis antagbnicos no processo de extingdo que sdo classicamente
atribuidos ao PL e IL, ambas as lesfes resultaram em um prejuizo na extincdo de
memorias de medo condicionado ao som (MORGAN; LEDOUX, 1995). Em um
trabalho mais recente, as projecdes da BLA para o PL e IL foram temporariamente
inibidas através de uma estimulacdo de alta frequéncia. A inibicdo da via BLA-PL

resultou prejuizos tanto na formacédo quanto na extingdo, enquanto na via BLA-IL a
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duracdo da memoria de medo fica prejudicada e a extingdo facilitada, indicando que
projecOes aferentes podem alterar a atividade dessas regides (KLAVIR et al., 2017).

Ao contrario do que se pensava, 0 mMPFC também parece ser fundamental na
evocacao de memoarias de longa duracdo, uma vez que a inibicdo de sintese proteica
nessa regiao alguns minutos antes do teste interfere negativamente na expressao de
respostas de medo (BLUM; HEBERT; DASH, 2006; GONZALEZ et al., 2013). Por
outro lado, memarias de curta duracéo, testadas 90 minutos apos o treino, ndo sao
afetadas pelo tratamento (GONZALEZ et al., 2013). E, além do PL e IL, o AC também
parece ter uma papel no processamento de memorias de medo condicionado
(FRANKLAND et al., 2004; KOL et al., 2020).

ProjecBes corticais eferentes modulam a atividade de varios nucleos
amigdalares ao longo das diferentes fases do processamento desta memoria. Na
BLA, os neurbnios glutamatérgicos do coOrtex comunicam-se com 0S nheurdnios
principais através de conexdes mono sinpticas e, muitas vezes, reciprocas
(MCGARRY; CARTER, 2017). J&4 as conexdes com as ITCs e com a CE, aumentam
a atividade de neurdnios GABAEérgicos e reduzem a expressao do comportamento de
medo (LEDOUX, 2007). Essas projecdes do mPFC para a AMI sdo importantes na

modulag&o da expressédo de medo condicionado (LIKHTIK et al., 2014).

1.2.3. Diferencgas sexuais no condicionamento ao medo

Os anos de estudo empregados para elucidar as bases neurobiolégicas do
comportamento de medo possibilitaram a constru¢cdo de um entendimento solido
acerca dos processos atuantes nas diferentes fases da formacdo da memoria de
medo. Ao longo dos mais de 50 anos nos quais esse paradigma vem sendo
empregado, muitas inovacdes metodologicas foram sendo incorporadas,
possibilitando a solucéo de problemas cada vez mais complexos (KITAMURA et al.,
2017; LIKHTIK et al., 2014; SILVA; BURNS; GRAFF, 2019; VETERE et al., 2017;
YOUSUF et al., 2020). Entretanto, no que se refere a falta de representacédo de
sujeitos experimentais do sexo feminino, problema que atinge diferentes areas da
pesquisa em ciéncias biologicas, o campo de neurobiologia da memdria ndo é
excessao (LEE, 2018; MOGIL, 2020; PRENDERGAST; ONISHI; ZUCKER, 2014). A

relutdncia no uso de fémeas vem, muitas vezes, justificada pela dificuldade em
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controlar as variagdes do ciclo hormonal, mas essa visédo tem sido questionada. Uma
revisdo sisteméatica da literatura de dados comportamentais, morfoldgicos, fisioldgicos
e moleculares em trabalhos com camundongos machos e fémeas, produzidos entre
os anos 2009 e 2012, ndo encontrou diferenca estatistica na maioria das
caracteristicas avaliadas, com os machos apresentando maior variagdo em alguns
pontos, inclusive nos niveis hormonais (PRENDERGAST; ONISHI; ZUCKER, 2014).

Por outro lado, embora ndo existam variacbes em todas as caracteristicas
antes imaginadas, parte dos trabalhos sobre memdéria e aprendizado indica que
existem diferencas nos processos por tras da aprendizagem em machos e fémeas
(TRONSON; KEISER, 2019), até mesmo em mecanismos bem conservados como o
aprendizado de medo. Em um estudo com protocolo de MCC foi encontrada diferenca
na expressao de congelamento — os machos apresentaram resposta de medo mais
proeminente mesmo apds treino com choque de baixa intensidade. Entretanto,
guando o protocolo utilizado foi o de medo condicionado ao som (MCS), as diferencas
nao se repetiram (MAREN; DE OCA; FANSELOW, 1994). Em outro estudo, os
machos apresentaram maior retencdo da MCC, mas as fémeas expressaram mais
congelamento durante o som no teste de MCS, embora machos e fémeas tenham
sido capazes de recordar do som (GRESACK et al., 2009). Por outro lado, em um
experimento de MCC, fémeas apresentaram resposta de medo mais intensa e
prejuizo na discriminacdo entre o contexto do treino e um contexto neutro. Ainda foi
analisada a atividade da BLA durante a evocacao e as fémeas apresentaram maior
ativacao nesta regido em resposta a ambos os contextos (KEISER et al., 2017).

Mesmo quando as diferencas néo se traduzem em alteracbes no desempenho,
mecanismos de processamento e estratégias comportamentais diferentes ocorrem
em alguns tipos de memoria. Foram observadas diferengcas comportamentais durante
o treino do MCS, com as fémeas exibindo respostas de fuga mais frequentemente
gue machos (GRUENE et al., 2015). Além de existir uma diferenca no padrdo da
expressao do comportamento de congelamento ao longo do teste de MCC (WILTGEN
et al., 2001).

Essas contradicbes encontradas na literatura podem ser explicadas por
diferencas no protocolo experimental, como o tipo de tarefa, a intensidade do US e
namero de pareamentos CS-US (MAREN; DE OCA; FANSELOW, 1994; WILTGEN
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et al., 2001). De forma geral, no MCC as fémeas parecem depender de protocolos

mais longos ou mais intensos para aquisicado da meméria de medo.

1.3. Genes de expresséao imediata

Os immediate early genes (IEGs), ou genes de expressdo imediata, sdo uma
categoria de genes, muitos descobertos em pesquisas com células cancerigenas,
amplamente utilizados como marcadores de atividade sinaptica (GALLO et al., 2018;
KHALAF; GRAFF, 2019; SUKHATME et al., 1988). As proteinas traduzidas a partir
dos IEGs promovem a ativacdo de diferentes vias intracelulares, atuando como
fatores de transcricdo e modificando a atividade de outras proteinas (GALLO et al.,
2018; KHALAF; GRAFF, 2019; SUKHATME et al., 1988). Podem ser divididos em
duas categorias: os reguladores, na qual estdo inclusos o ZiF268 e o cFos, e 0s
efetores, como o BDNF e o Homer. A primeira categoria altera a sintese proteica de
forma indireta através de alvos downstream, vinculando sinais extracelulares a
alteracdes mais duradouras da expressdo génica, enquanto a segunda categoria
codifica proteinas com func8es mais diretas na atividade sinaptica (BOZON; DAVIS;
LAROCHE, 2002). Este conjunto de caracteristicas tornam esses genes ferramentas
importantes para estudar mecanismos de memoaria e aprendizado (BEKINSCHTEIN
et al., 2007; FRITSCH et al., 2010; JONES et al., 2001; SILVA; BURNS; GRAFF,
2019), inclusive em humanos (SOLIMAN et al., 2010).

Muitos dos estudos na area da consolidacdo usam os IEGs como ferramenta
para visualizacdo da atividade celular em tempos chave. Nos ultimos anos, a
expresséo de IEGs tém sido associada a optogenética para mapear e controlar a
atividade de circuitos importantes para formacdo de memorias (KITAMURA et al.,
2017; REDONDO et al., 2014; ROY et al., 2017). Entretanto, existem resultados
contraditorios na literatura sobre quando e onde cada IEG é expresso, € provavel que
essas variacdes ocorram em razao da tarefa e protocolo utilizado em cada trabalho,
além do que, € possivel que a expressao proteica varie entre regides em uma mesma
janela (BEKINSCHTEIN et al., 2007; CHAAYA et al., 2019; PEREIRA et al., 2019;
SILVA; BURNS; GRAFF, 2019).

Uma das familias consideradas IEGs € a early growth response (egr),

composta por proteinas que atuam como fatores de transcricdo e da qual fazem parte
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quatro representantes, entre elas o ZiF268 (também conhecido como Egr-1, Krox-24,
Zenk, NGF1-A e Tis8), descrito pela primeira vez em 1987 (MILBRANDT, 1987). As
proteinas transcritas por esta familia génica sao definidas pela presenca de proteinas
conhecidas como “dedos de zinco” no dominio de ligagdo ao DNA. Sua ativacéo
depende da inducédo de cascatas de segundos mensageiros, em geral cinases,
resultante da interag&o entre ligantes e diferentes tipos de receptores, principalmente
os glutamatérgicos (CONDORELLI et al., 1994; MURPHY et al., 1991). PKC, MAPK,
ERK1 e ERK2 sédo exemplos de cinases que modulam a atividade ZiF268 e, uma vez
ativadas, migram para o nucleo e fosforilam fatores de transcricdo que se mantém
ligados ao DNA, como CREB, promovendo um aumento da transcricdo do gene egr-
1 (Figura 1.2) (HERDEGEN; LEAH, 1998; SUKHATME et al., 1988).

Na area de neurobiologia da memoria e do aprendizado, essa proteina
desperta interesse pelo aparente envolvimento com processos de plasticidade
(IZQUIERDO; N IZQUIERDO, 2004). Foi constatada sua expressao no giro denteado
logo apdés a inducdo de uma LTP, e que sua expressao estava aumentada em formas
mais duradouras da LTP, mesmo quando comparada a outros IEGs (ABRAHAM et
al., 1993; RICHARDSON et al., 1992), o que pode indicar uma relacéo entre essa
proteina e a manutencdo desse mecanismo de plasticidade. No mesmo periodo, 0s
primeiros genes com atividade modulada pelo ZiF268 no sistema nervoso comegaram
a ser descritos, alguns exemplos sdo 0s genes responsaveis pela expressdo das
sinapsinas | e Il (PETERSOHN et al., 1995; THIEL; SCHOCH; PETERSOHN, 1994),
da enzima glutamato desidrogenase (DAS et al., 1993), e de neurofilamentos
(POSPELOQOV; POSPELOVA; JULIEN, 1994).

Em estudos comportamentais com tarefas de memoria, o ZiF268 foi vinculado
a memorias mais duradouras. O aumento na expressao dessa proteina na AMI esta
relacionado a formag&o de memdérias de medo mais estaveis (HOFFMAN et al., 2015).
Animais knockout para Zif268 tém déficits especificamente na consolidacdo de
memorias de longa duragéo, em diferentes tarefas de memaoria (JONES et al., 2001).
Aléem dos efeitos na consolidacdo, durante a evocacdo de memorias de medo
remotas, observa-se um aumento na expressao de ZiF268 em diferentes regides
corticais (FRANKLAND et al., 2004), e na AMI ela também ja foi vinculada a extingdo
(WU et al., 2015). Essas caracteristicas tornam o ZiF268 um marcador ideal para o

estudo de memoérias remotas.


https://paperpile.com/c/N3gdlZ/OzE0A
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/d3BR+tGVx
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/d3BR+tGVx
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/d3BR+tGVx
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/d3BR+tGVx
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/d3BR+tGVx
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/OzrQA+dP47e
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/OzrQA+dP47e
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/OzrQA+dP47e
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/UIRI
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/lAnQ+LcBwv
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/lAnQ+LcBwv
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/lAnQ+LcBwv
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/lAnQ+LcBwv
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/lAnQ+LcBwv
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/lAnQ+LcBwv
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/wvf0L+zs98x
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/wvf0L+zs98x
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/wvf0L+zs98x
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/BgDJ
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/BgDJ
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/BgDJ
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/vUeB
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/fftJ
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/fftJ
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/fftJ
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/xfECh
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/xfECh
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/xfECh
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/8bDny
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/8bDny
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/8bDny
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/IvoF
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/IvoF
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/IvoF

f (A) REGULAGAO DA EXPRESSAO DE ZIF268 \

wma O

. Y719 a_ _? ' ?. .
'TRANSCRICAO DE zif268 I

¢ - el

ﬁ (B) EFEITOS DO ZiF268 SOBRE A TRANSCRIGAO ~N

‘TRANSCR'CAO DE zif268 ' TRANSMISSAD VESICULAR, ESQUELETO CELULAR,

RECEPTORES, METABOLISMO DE NEUROTRANSMISSORES
LA 3 ¥ dlé” * Telé

-
t PLASTICIDADE SINAPTICA /

Figura 1.2. Mecanismos intracelulares do ZiF268. (A) Exemplos de sinalizacdo
intracelular para aumento na expressao de ZiF268 mediada pela atividade de receptores
glutamatérgicos descritos em Bozon et al. (2002) (B) Resultados da atuacdo do ZiF268
sobre a transcrigdo génica.
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2. JUSTIFICATIVA

Empiricamente todos nds sabemos que algumas memdérias duram mais do que

outras. Mas quais sao os fatores que determinam o destino de uma memaria?

As bases neurofisioldgicas da memoadria tém sido desvendadas por meio de
estudos que utilizam o paradigma de condicionamento ao medo contextual
(FANSELOW, 1980; GULBRANDSEN; SPARKS; SUTHERLAND, 2013; OSORIO-
GOMEZ et al., 2019; ZELIKOWSKY et al., 2014). Algumas horas ap0s a aquisi¢céo de
uma memoria de medo, ocorrem uma série de alteragcdes moleculares j& muito bem
documentadas. Porém, parece pouco provavel que um engrama codificado logo apés
a aquisicdo permaneca inalterado, principalmente quando falamos de memorias que
duram anos. Logo, a compreensdao dos mecanismos tardios, necessarios para que
uma memoria persista ou ndo por longos periodos, tem sido alvo de investigacéo
nesta area do conhecimento (DUDAI, 2004; KATCHE; CAMMAROTA; MEDINA,
2013).

O cortex pré-frontal medial e a amigdala sé@o areas cerebrais que contribuem
para a formacdo da memoéria de medo (BAROT et al., 2009; FRANKLAND;
BONTEMPI, 2005; GONZALEZ et al., 2013; PEREZ-VILLALBA; MACKINTOSH,;
CANALES, 2008; SUN, YING et al., 2019) e para a manutencéo do traco de memoaria
por periodos maiores de tempo (FRANKLAND et al., 2006; KOL et al., 2020;
ZELIKOWSKY et al., 2014).

Recentemente, demonstramos que a inibicdo da sintese de RNAs
mensageiros no mPFC, realizada 12h ap6s o condicionamento ao medo, além de
aumentar o comportamento de medo dos animais 24h e 30 dias ap6s, aumentou a
expresséao de c-Fos (marcador de atividade neural) nos ndcleos basolateral e central
da AMI (PEREIRA et al., 2019). Esses resultados sugerem que o mPFC esteja
modulando a atividade da AMI durante o processo de consolidacéo tardia (12h) e que
0 comprometimento desta modulacéo, pela inibicdo da transcri¢cao, exacerba o medo
condicionado e a ativacdo da AMI. Entretanto, apesar de promissores, estes
resultados ndo explicam como o processo de consolidacéo tardia ocorre em nivel

fisioldégico (na auséncia de inibidores de transcricdo) bem como ndo determinam se
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este processo difere em se tratando de memoarias de duracgdes distintas, ou seja, 24h
ou 30 dias.

Politicas de financiamento e publicacdes cientificas vém, ao longo dos ultimos
anos, buscando incentivar o uso simultaneo de machos e fémeas nas pesquisas da
area de bioldgicas. Essas iniciativas visam reduzir a discrepancia existente na
guantidade de dados de experimentos com fémeas quando comparados a literatura
com dados em machos, assim como melhorar a qualidade das publicacdes (MOGIL,
2020; TANNENBAUM et al., 2019). Dados na literatura indicam dimorfismo entre
homens e mulheres na formacdo de memarias de medo patoldgicas (OLFF, 2017), o

gue sugere diferencas sexuais no processamento de memarias de medo.

Neste trabalho, testamos se machos e fémeas apresentam resposta
comportamental semelhante em um protocolo experimental de medo condicionado ao

contexto ja padronizado para machos (PEREIRA et al., 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar se a carga emocional no momento da aquisicdo da memaria de medo
contextual altera a plasticidade da amigdala e do cértex pré-frontal medial na janela

temporal de 12h da consolidacéo sistémica.

3.2 Objetivos especificos

e Comparar a expressdo comportamental de medo em machos e fémeas, 1 dias
e 30 dias, ap6s condicionamento ao medo contextual com com baixa (1US) e

alta (5US) carga emocional.

e Analisar a expressao de ZiF268 na amigdala e cortex pré-frontal medial
durante a janela de 12 horas apds o condicionamento ao medo contextual com
baixa (1US).

e Analisar a expressao de ZiF268 na amigdala e cortex pré-frontal durante a
janela de 12 horas ap6s o condicionamento ao medo contextual com alta (5US)

carga emocional.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos e fémeas da linhagem C57BL/6
(Biotério Central da UFMG) com idade entre 8 e 16 semanas. Os animais foram
mantidos em gaiolas padrdo (no maximo cinco animais por gaiola), dentro de uma
estante ventilada, com temperatura ambiente de 22 +1°C e umidade entre 40-70%.
Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12/12 horas, com livre acesso a
racio e agua. Todos os protocolos foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais (CEUA-UFMG: 198/2019).

4.2. Medo condicionado ao contexto

O protocolo de MCC consistiu em uma fase de treino e uma fase de teste
(FANSELOW, 1980) e os animais foram expostos a caixa de condicionamento
(AMARAL-JUNIOR et al., 2019) com barras metélicas eletrizadas no assoalho. O
aparato comportamental foi posicionado no interior de uma caixa de isolamento
acustico (530 x 650 x 500mm), junto a uma camera superior para 0 registro da
atividade comportamental. O contexto ambiental foi definido com estimulos visuais,
gue consistiam em trés paredes listradas e uma parede preta, e um papel umedecido
com alcool 70% foi utilizado como pista olfativa. A caixa foi higienizada com &lcool

70% entre cada sesséao.

Durante a fase de treino, o grupo controle permaneceu por 120 segundos em
livre exploragdo na caixa de condicionamento, sem receber nenhum estimulo
incondicionado. Por sua vez, os animais do grupo experimental, condicionado,
permaneceram 120 segundos em livre exploracédo, seguidos de 1x US ou 5x US
(0.7mA) nas patas, com duracdo 2s. No grupo 5US, cada choque apresentou um
intervalo interestimulo de 1 minuto. O animal foi retirado do aparato e retornou para

a sua gaiola depois de 30 segundos apos o ultimo estimulo.

A fase de teste consistiu na reapresentacdo do contexto aversivo, 1 dia e 30
dias, apés o treino. Os animais foram novamente colocados no aparato

comportamental, no mesmo contexto (paredes, assoalho e odor) utilizado na fase de
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treino, durante 5 minutos. Durante todas as etapas da tarefa, as fémeas passaram

pelo protocolo somente apds os machos.

O comportamento de congelamento, caracterizado pela auséncia total de
movimentos (com excecdo dos movimentos respiratorios), foi quantificado durante os
5 minutos de teste. Para a analise, o tempo total foi dividido em intervalos de 10
segundos e, para cada intervalo, o avaliador indicou se houve a ocorréncia de
episodios de congelamento (FANSELOW, 1980).

Apos o ultimo dia de teste, os animais foram eutanasiados com sobredose

anestésica de xilazina (10mg/kg) e cetamina (100mg/kg).

4.2.1. Analise de reacao ao choque

A andlise foi realizada de acordo com a escala de rea¢do ao choque descrita
por Nielsen e Crnic (2002) e traduzida na tabela 1. A analise da reacédo ao choque
comecou a ser feita simultaneamente ao inicio da apresentacdo do US e prosseguiu
até um segundo apos o final do choque, totalizando 3 segundos de andlise para cada
pareamento CS-US. Cada comportamento expresso pelo animal foi classificado de
acordo com a tabela 1 e foi atribuido a um valor de score. Quando mais de um tipo
de comportamento era expresso durante a janela de analise, foi considerado apenas
aquele de maior score. Desta forma, para cada animal 1US foi atribuido um score e,

para cada animal 5US, 5 scores.

Score Comportamento Descricéo
0 Auséncia de comportamento Atividade normal sem qualquer reac&o
perceptivel.
1 Recuo Mudanca abrupta na postura corporal

com pelo menos trés patas no
assoalho, permanecendo no mesmo
local.

2 Sobressalto Pequeno movimento horizontal para
frente ou para tras (menos da metade
do comprimento da camara) ou
pequeno movimento vertical (menor
que a altura
do corpo) com pelo menos duas patas
restantes no chéo.
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3 Corrida Movimento horizontal para a frente
(maior gue a metade da camara) com
pelo menos duas patas na
grade ou movimento coordenado
exagerado de patas.

4 Salto horizontal Movimento horizontal (maior que a
metade da cAmara) com todas as
quatro patas fora da grade em um
movimento de mola e altura do corpo
ou superior.

5 Salto vertical Movimento vertical (maior que a altura
do corpo) com todas as quatro patas
fora do assoalho. O salto vertical foi
distinguido do ‘sobressalto’ (2) pela
velocidade e elevagdo da resposta e
do ‘salto horizontal’ pela elevacao
vertical.

Tabela 1 - Escala de analise de reagcédo ao choque (NIELSEN; CRNIC, 2002).

4.3. Imunofluorescéncia

Os animais foram anestesiados com uma sobredose de xilazina (100mg/kg) e
cetamina (100mg/kg) uma hora e meia ap6s o tempo alvo, 12 horas apos aquisi¢ao,
no momento de maior expressdo de ZiF268 (GALLO et al., 2018; OU; YEH; GEAN,
2010). Diferente do protocolo anterior, apenas machos foram utilizados na
imunofluorescéncia. Os camundongos tiveram os cérebros coletados apds perfusao
com 10 ml de tampéao fosfato e salina (PBS) 10% (PBS 10%: Na2HPO4 10mM,
KH2PO4 1,8mM, NaCl 137mM, KCI 2,7mM, pH 7,4) e 10 ml de paraformaldeido (PFA)
2% m/v.

Apos a perfusdo, os cérebros permaneceram 24 horas em PFA 2% mlv,
seguida de desidratacdo em solugdo de sacarose a 30% m/v. Os cérebros
permaneceram na solucdo de sacarose até serem seccionados em um criostato
(CM1850, Leica®). Fatias de 40um, contendo o mPFC (referéncia a partir do bregma:
AP: 1.54, LL: 0.6, DV: -3.2) e a amigdala (AMI) (referéncia a partir do bregma: AP: -
2, LL: +3.15, DV: -3.4) (PAXINOS e FRANKLIN, 2019) foram obtidas e armazenadas
a temperatura de -20°C em solucdo crioprotetora (sacarose 30% mlv,
polivinilpirrolidona 1% m/v, PBS 10% e etileno glicol 30% v/v). Para cada animal

experimental, foram selecionadas 5 fatias de cada um dos substratos.
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As fatias foram posicionadas em placas de 16 pocos e inicialmente incubadas
com tampao citrato (1,479 de citrato de sédio para 500mL de &gua, pH=6.0) em uma
sequéncia de diferentes temperaturas em um banho maria. As altas temperaturas as
quais as amostras sdo expostas sao importantes para a recuperacdo do antigeno,
uma etapa do protocolo que auxilia na exposi¢cdo dos epitopos de interesse apos o
processo de fixagédo. A incubacgao iniciou-se a 60°C durante 15 minutos, seguida por
100°C durante 40 s, e retornando a 60°C por mais 15 minutos. Por fim, as fatias

permaneceram em temperatura ambiente durante 30 minutos.

ApOs a incubacgédo com tampéo citrato, as fatias foram lavadas com PBS (0,1M
pH=7,4) por 3 vezes, cada lavagem com duracéo de 10 minutos. Em seguida, as fatias
foram incubadas por 30 minutos em uma solugcao de bloqueio, preparada com soro
normal de cabra (5% NGS, 0.5% Triton) diluido em PBS (0,1M pH=7,4). Apds o
bloqueio, o anticorpo primario para anti-EGR1 (IgG de camundongo, monoclonal
Sigma®), na concentracdo de 1:500, foi adicionado em cada poco e as fatias foram
incubadas sob agitacéo, a 4°C, por 24 horas.

Depois da incubacdo com o anticorpo primario para anti-EGR1, as fatias
passaram por 3 lavagens com PBS (0,1M pH=7,4), com duracao de 10 minutos cada.
Na sequéncia, seguiu-se a incubacdo com um anticorpo secundario Alexa Fluor® 568
(IgG anti-camundongo produzido em cabra, Abcam®) na concentracdo de 1:500,
diluido em solucao de bloqueio (5% NGS, 0.5% Triton), sob agitacéo e protegido da
luz, durante 2 horas. Ao fim da incubagcdo com o anticorpo secundario para
camundongo, foram realizadas 3 lavagens com PBS (0,1M pH=7,4), com duracao de

5 minutos cada.

Em seguida, as fatias foram lavadas rapidamente com agua destilada e
incubadas com sulfato de cobre (CuSO4, 1mM) solubilizado em acetato de aménio
50Mm (pH 5.0) por 1 hora. Apos a incubacéao com sulfato de cobre, elas foram mais
uma vez lavadas rapidamente com agua destilada e incubadas com o Dicloridrato
diamidino fenilindol (DAPI) (1:2500).

As fatias foram montadas sobre laminas de aderéncia (Superfrost® Plus),
utilizando meio de montagem aquoso (Hydromount™ - National Diagnostics). As
laminas foram armazenadas a -20°C e protegidas da luz. Posteriormente, as laminas

precisaram ser remontadas. Para tal, foram submersas em PBS a temperatura


https://portuguese.alibaba.com/product-detail/4-6-diamidino-2-phenylindole-dihydrochloride-dapi-cas-28718-90-3-278291511.html
https://portuguese.alibaba.com/product-detail/4-6-diamidino-2-phenylindole-dihydrochloride-dapi-cas-28718-90-3-278291511.html
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ambiente até que a laminula se soltasse. O meio foi substituido por Fluoromount-G™

(Thermo Fisher Scientific).

4.3.1. Microscopia

As fatias foram fotografadas em um microscopio de fluorescéncia (Axiolmager
M2 — Zeiss system), através do software Carl ZeissAxiovision 4.8. Foram obtidas
imagens do mPFC e da AMI em objetivas de 5x e de 20x/0.5, através de dois filtros
diferentes, um de excitacdo 587-625nm/emissao 647-670nm para o Alexa Fluor®
568, e outro de excitacdo 365nm/emissdo 445-450nm para o DAPI. O tempo de
exposicao para cada filtro foi determinado com base no histograma de saturacéo de
pixels, utilizando o nimero maximo possivel de pixels abaixo do limite de saturacao,

e mantido constante entre as imagens.

4.3.2. Analise de colocalizacéo e quantificacdo das células

As analises foram conduzidas com o uso do software FIJI, uma versédo
atualizada e gratuita do Image-J (SCHINDELIN et al., 2012)(Figura 4.1.). Todas as
imagens foram tratadas, utilizando um valor de filtragem fixo, para remover o
background auto fluorescente. Em seguida, utilizando o plugin colocalisation
threshold (http://fiji.sc/Colocalization_Threshold) (COSTES et al., 2004) foi obtida uma
imagem em 8-bits onde foram destacados todos os objetos colocalizados entre os
dois canais (ZiF268+/DAPI) utilizados para captura das fotos. ApGs a obtencado dessa
imagem, foi possivel indicar um threshold de quantificacdo dos objetos de interesse,
seguido de parametros pré-determinados para tamanho (25 a 100 um2) e

circularidade dos objetos (0-1).

Ao final da analise, foram extraidos a contagem do nimero de células e o valor
da area considerada na analise. Para cada fatia foi calculado o nimero de células
pela area (mm?) e, para definicdo do nimero de células por area de cada animal, foi

calculada a média desse valor dentre todas as fatias.


https://paperpile.com/c/N3gdlZ/8L7H
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Figura 4.1.- Protocolo de dupla marcagdo ZiF268 / DAPI e analise da imunorreatividade de
ZiF268. Os painéis acima representam imagens ilustrativas para o Cortex Pré-Limbico (PL). (A)
Imagem ilustrativa para a marcagdo com DAPI. (B) Imagem ilustrativa para a marcacdo com ZiF268.
(C) Sobreposicéo das 2 imagens (composi¢éo com os 2 filtros). Amplificag&o: 20x/0.5. Barra de escala:
50 pum. O numero de marcagBes positivas para ZiF268/DAPI foram determinadas pelo plugin
colocalization threshold do Image-J. (D) Células com marcacao colocalizadas e convertidas para 8-
bits. (E) Threshold de quantificacéo dos objetos de interesse. (F) Contagem dos objetos entre 25 e 100
pum2,

4.4. Andlises estatisticas

Todas as andlises foram realizadas com o software GraphPad Prism 8. Para a
anélise do comportamento de congelamento foram realizadas ANOVAs de duas vias,
seguida pelo poés teste de Bonferroni, e de trés vias, seguida pela analise de Tukey.
Para analisar a escala de reagao ao choque utilizamos o teste de Mann-Whitney U,
um teste ndo paramétrico usado para comparar grupos independentes quando a
variavel é ordinal (LAERD STATISTICS, 2013).

Para a analise da expressao de ZiF268, o numero de células no grupos 1US e
5US foi normalizado em raz&o do numero de células do grupo naive e convertido em
porcentagem. Foram utilizados testes t ndo pareados para comparacao entre 0s
grupos, e teste t de amostra Unica para comparagdo com a linha de base, tanto nas

analises do mPFC, quanto da BLA.
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4.5. Desenho experimental

4.5.1. Experimento 1

O protocolo comportamental foi realizado em machos e fémeas, visando
comparar a expressao comportamental nos dois sexos. Os animais foram alocados
em trés grupos: controle (US-), treino com baixa relevancia emocional (1US) e treino
com alta relevancia emocional (5US) (PEREIRA et al., 2019) (Figura 4.2.). Os animais

foram re-expostos a caixa para o teste, 1 e 30 dias apos o treino.

A reacdo dos animais ao choque também foi analisada visando identificar
variagdes na resposta comportamental de machos e fémeas durante a apresentagéo
do US. Existem dados na literatura que apontam para diferengas no comportamento

entre 0s sexos durante a sessao de treino (GRUENE et al., 2015).

Grupos: W

Controle ®
1Us ‘
5US ‘
J

TREINO TESTE TESTE
Dia 0 Dia 1 Dia 30

Figura 4.2. Desenho do experimento 1.

4.5.2. Experimento 2

Os animais utilizados no protocolo de imunofluorescéncia foram distribuidos
em trés grupos: 1US, 5US, de acordo com o descrito anteriormente, e naive, que nao

foi exposto a caixa de condicionamento (Figura 4.3.). Diferente do experimento


https://paperpile.com/c/N3gdlZ/4bjw
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/4bjw
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/4bjw
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anterior, os animais foram submetidos apenas ao periodo de treino, sendo
eutanasiados treze horas e meia apds o protocolo de condicionamento. O tempo foi
escolhido com base na literatura, uma vez que a janela de 12 horas ap0s a aquisicao
estd associada a um aumento de plasticidade e com a persisténcia de memorias
remotas (BEKINSCHTEIN et al., 2007; KATCHE; CAMMAROTA; MEDINA, 2013).
Durante a anélise do mPFC, focamos especificamente nas regides PL e IL, uma vez
gue seu papel durante a consolidacdo de memoérias de medo ja estd mais bem
estabelecido (SILVA; BURNS; GRAFF, 2019; VIDAL-GONZALEZ et al., 2006).

Grupos: 20x
13h3l]'I I I

Naive ‘ ’ [l | \ |:|
e Imunofluorescéncia para

ZiF268

Figura 4.3. Desenho do experimento 2.


https://paperpile.com/c/N3gdlZ/WMQWG+InuzV
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/WMQWG+InuzV
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/WMQWG+InuzV
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/0OL1j+XyWf
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/0OL1j+XyWf
https://paperpile.com/c/N3gdlZ/0OL1j+XyWf
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5. RESULTADOS

5.1. Em machos, mas ndo em fémeas, o condicionamento com 1US € capaz de

induzir memoéria de medo condicionado

Demonstramos previamente que a memoria de medo condicionada ao
contexto persiste por 30 dias em camundongos C57BL/6 machos submetidos ao
condicionamento com 5US, mas ndo com 1US (Pereira et al., 2019). Neste trabalho,
reproduzimos estes resultados e adicionamos um grupo experimental com animais

fémeas.

Foi realizado um teste de ANOVA de duas vias para comparacao dos seguintes
fatores: tempo (1d vs 30d) e treino (controle, 1US ou 5US) nos machos. Foram
encontrados efeitos dos fatores treino (F, 17)= 23,92; P<0,0001) e sujeitos (Faz,17) =
3,096; P=0,0126), mas ndo foram encontrados efeitos significativos nos demais
fatores (Tempo: F @1, 17) = 3,117; P=0,0954; Interacao: F, 17y = 0,9989 P=0,3889).

O teste de comparac6es multiplas de Bonferroni encontrou diferencas entre os
grupos quando comparados ao controle, com os animais 1US expressando resposta
de medo condicionado um dia apdés o treino (US- vs. 1US: p=0,0099), mas ndo mais
trinta dias depois (US- vs. 1US: p= 0,2073) (Figura 5.1). Por outro lado, o grupo 5US,
guando comparado ao controle, expressou valores significativos de congelamento
nos dois tempos de teste (1d US- vs. 5US: p<0,0001; 30d US- vs. 5US: p<0,0001).
Esses resultados reproduzem nossos achados prévios (Pereira et al., 2019).

Além da diferenca em relagcdo ao controle, o teste de Bonferroni também
identificou diferenca estatistica entre os grupos 1US e 5US nos dois periodos de teste
(1d: p=0,0106; 30d: p= 0,0058).



37

>
w

Congelamento (%)

100- @ US- 100- + US-
- 1US “+~ 1US

80+ 80—

kkdkk % '.' SUS _v_ 5US
60 I\I 60
40 5\ a4 -
20 T 20 ﬁsﬂ

_(_) | 0.06

Y
30d 1d 30d

Figura5.1- Teste de memoriade MCC recente e remota. (A) Comportamento de medo condicionado
ao contexto em machos. (B) Comportamento de medo condicionado ao contexto em fémeas (2-way
ANOVA,; *p<0,05, **p<0,001, ****p<0,0001, Cores referentes as comparacdes entre grupos; # p< 0,05,
Comparacéo entre o dia 1 e o dia 30).

Ja em relacéo as fémeas, a ANOVA de duas vias identificou diferencas entre
os fatores tempo (Fq, 16) = 11,87; P=0,0033), treino (F2, 16) = 8,510; P=0,0030) e sujeito
(Fas, 16) = 4,293; P=0,0029), mas nao foi encontrada interacéo entre os fatores (F, 16)
= 1,809; P=0,1957). No teste de compara¢des multiplas de Bonferroni, foi encontrada
diferenca estatistica no grupo 5US, quando comparado ao grupo controle, nos dois
tempos de teste (1d: p=0,0003; 30d: p=0,0170), entretanto o pareamento com apenas
1 choque nao foi suficiente para induzir uma resposta de medo condicionada em
nenhum dos dois tempos (1d: p=0,0910; 30d: p>0,9999) (Figura 5.1.).

Através de uma ANOVA de 3 vias foi possivel comparar também os niveis de
congelamento entre grupos 1US e 5US (Figura 5.2). O teste examinou os efeitos do
sexo (machos e fémeas), US (1US e 5US) e tempo (1 e 30 dias) Nao houve interacao
significativa entre os 3 fatores (F, 1) = 0.02; p=0.87). Entretanto, observamos efeito
principal do tempo (F@,1)=6.1; p=0.01); do sexo (F, 1y=31.0; p<0.0001) e do US (Fq,
1)=35.9; p<0.0001). O teste de comparac¢des multiplas de Tukey mostrou que um dia
apos o treino (1d), os animais machos condicionados com 5US apresentam maiores
niveis de congelamento em comparacdo com animais condicionados com 1US
(**p<0.001), o que reproduz nossos resultados prévios. Em contrapartida, as fémeas
condicionadas com 5US ndo mostraram niveis de medo semelhantes aos machos

nesta mesma condicédo (&&p<0.01). Por fim, 30 dias pods-treino observamos altos
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indices de medo nos animais machos condicionados com 5US, mas ndo em fémeas

submetidas ao mesmo protocolo de condicionamento (##p<0.01).

Em seguida, fizemos uma analise de reagéo ao choque, através da qual podem
ser identificadas diferencas no comportamento dos animais durante o treino
(NIELSEN; CRNIC, 2002). O teste de Mann-Whitney nao identificou diferenca na
expressédo comportamental de machos e fémeas 1US (U=13, p=0,63) (Figura 5.3. A)
e 5US (U=554, p=0,47) (Figura 5.3. B) durante o condicionamento. Na figura 5.3. C,

estdo representadas as variacdes nas reacdes entre machos e fémeas 5US ao longo
dos pareamentos.

Em conjunto, os resultados apresentados na figura 5.2 indicam que para fins
de estudo da memdria remota através do protocolo utilizado de medo condicionado
ao contexto é mais apropriado o uso de machos, e que, para estudos com fémeas, é

necessario um protocolo mais intenso com, por exemplo, mais pareamentos durante
a sessdao de treino.

100 © 1US Machos
@ 5US Machos

80 kk kk
¥ 1US Fémeas

60— ¥ 5US Fémeas

Congelamento (%)

Tl

0 I I
1d 30d

Figura 5.2 - Comparacéo na expressdo de comportamento de congelamento entre os machos e
fémeas dos grupos 1US e 5US. (3-way ANOVA, **p<0,001; Cores referentes as comparacdes entre
grupos. # p< 0,05, comparacao entre o dia 1 e o dia 30).
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Figura 5.3 - Andlise de reacdo ao choque. (A) Nao houve diferenca estatistica na reacéo ao choque
de machos e fémeas submetidos ao treino com 1US (Teste Mann-Whitney, p=0.63) (B) Também néo
foram encontradas diferencas entre machos e fémeas ao treino com 5US. (Teste Mann-Whitney,
p=0.47). (C) Machos e fémeas apresentaram comportamento semelhante ao longo das apresentacdes
(Pontos representam a mediana da distribuicdo em cada apresentagdo com a respectiva variagao entre
o valor minimo e o maximo).

5.2. Expressao diferencial de ZiF268 no mPFC entre os grupos 1US e 5US

Foram comparados os niveis de expressao de ZiF268 durante a consolidacéo
tardia, na janela de 12 horas p6s aquisi¢do, entre os grupos 1US, 5US e naive, tanto
para mPFC, quanto para a amigdala basolateral (BLA). Os valores apresentados
foram normalizados pela média do grupo naive. Visto que, no experimento anterior,
nosso protocolo nédo se revelou um bom modelo para estudo da consolidacéo de

memodarias remotas em fémeas, utilizamos apenas machos durante esta etapa.

O padrao de expressao de ZiF268 no mPFC foi diferente entre os grupos 1US
e 5US. Os animais 5US apresentaram uma reducao significativa na expressao em
relacdo a linha de base (Teste t de amostra Unica; t=3,42, df=3; p= 0,04). Entre os
animais do grupo 1US, houve um aumento nao significativo na expressao de ZiF268
em relacédo a linha de base (Teste t de amostra unica; t=3,05, df=3; p=0,056). A
variacao na expressao de ZiF268 entre os animais dos grupos 1US e 5US apresenta
uma diferenca significativa (Teste t ndo pareado; t=4,45, df=6; p=0,0041) (Figura 5.4).
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Figura 5.4. Expresséo de Zif268 em células do mPFC. (A) Imagem do mPFC (aumento de 5x)
indicando a regido onde se localizam os cortices PL e IL. Barra de escala: 250 um (B) Comparacao
entre a expresséo de Zif268 no mPFC nos animais dos grupos 1US e 5US (Teste t ndo pareado, **
indica diferenca entre os grupos, p=0.0041; teste t de amostra Unica, # indica diferengca quando
comparado a linha de base, p= 0,0389). (B1) Comparac¢éo entre a expressdo de Zif268 no PL nos
animais dos grupos 1US e 5US (Teste t ndo pareado, * indica diferenca entre os grupos, p=0.0112;
teste t de amostra Unica, # indica diferenga quando comparado a linha de base, p= 0,0222). (B2)
Comparacao entre a expressado de Zif268 no IL nos animais dos grupos 1US e 5US (Teste t ndo
pareado, * indica diferenca entre os grupos, p=0.0163; teste t de amostra Unica, # indica diferenca
guando comparado a linha de base, p= 0,0182). (C-E) Interface entre PL e IL. Imagem representativa
da imunofluorescéncia (Aumento de 20x/0.5) para o grupo 1US. Porc¢éo superior esquerda: DAPI,
porcéo superior direita: ZiF268; abaixo: Composicdo entre DAPI e ZiF268. Barra de escala: 50 pm. (F-
H) Interface entre PL e IL. Imagem representativa da imunofluorescéncia (Aumento de 20x/0.5) para o
grupo 5US. Porcado superior esquerda: DAPI; por¢do superior direita: ZiF268; abaixo: Composicao
entre DAPI e ZiF268. Barra de escala: 50 pm.
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Em uma andlise mais detalhada, o mPFC foi dividido entre duas porc¢des: pré
limbica (PL) e infra limbica (IL), e os grupos 1US e 5US foram comparados nas
diferentes regides através de um teste t ndo pareado, e comparados a linha de base
através dos teste t de amostra Unica. Nas duas regides foi identificada uma diferenca
significativa na expresséao de ZiF268 entre os animais dos dois grupos (Teste t ndo
pareado; PL: t=3,61, df=6; p= 0,011, IL: t=3,31, df=6; p= 0,016) (Figura 5.4 C-D).
Além disso, observou-se que no PL, no grupo 5US, a expressdo de ZiF268 foi
significativamente menor comparado a linha de base (Teste t de amostra unica;
t=4,37, df=3; p=0,02), ja IL o grupo 1US apresentou uma expressao significativamente
maior em relacdo a linha de base (Teste t de amostra Unica; t=4,82, df=3; p=0,017).

Na BLA houve um aumento significativo na expresséao de ZiF268 nos animais
5US quando comparados a linha de base (Teste t de amostra Unica;t=3,14, df=4,
p=0,03), entretanto ndo houve diferenca entre o grupo 1US quando comparado ao
grupo 5US (Teste t ndo pareado; t=1,0, df=8; p=0,35) (Figura 4.5 B).
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Figura 5.5. Expressdo de Zif268 em células da amigdala basolateral. (A) Imagem do cértex
temporal inferior com a representacdo da AMI (aumento de 5x). Barra de escala: 250 pm. (B)
Comparacao entre a expressdo de Zif268 no AMI nos animais dos grupos 1US e 5US (Teste t de
amostra Unica em relacéo a linha de base, # indica diferenga do naive, p = 0.03). (C-E) BLA. Imagem
representativa da imunofluorescéncia (Aumento de 20x/0.5) para o grupo 1US. Porcdo superior
esquerda: DAPI; por¢cdo superior direita: ZiF268; abaixo: Composicdo entre DAPI e ZiF268. Barra de
escala: 50 um. (F-H) BLA. Imagem representativa da imunofluorescéncia (Aumento de 20x/0.5) para o
grupo 5US. Porcéo superior esquerda: DAPI; porcéo superior direita: ZiF268; abaixo: Composicao
entre DAPI e ZiF268. Barra de escala: 50 pm.

Através da alteracdo nos niveis de ZiF268 € possivel verificar que existem
diferencas em sua expressdo entre 0s animais que passaram pelos diferentes

protocolos experimentais, mas essa diferenca se restringiu ao mPFC.
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6. DISCUSSAO

6.1. As diferengas na expressao comportamental em machos e fémeas nao resulta

de mudancas comportamentais durante o treino

Os resultados comportamentais neste trabalho indicam que os protocolos de
treino com diferentes intensidades (1US e 5US) na tarefa de MCC resultam, nos
machos, em memoarias de longa duracédo. Entretanto, nas fémeas, o treino de menor
intensidade falhou em estabelecer uma memaria 1 dia e 30 dias depois. Dados na
literatura sugerem que existam diferengas entre o desempenho de machos e fémeas
em tarefas de medo condicionado. E outros trabalhos ja encontraram diferengas entre
machos e fémeas no MCC, em geral com 0s machos se saindo melhor nessas tarefas,
embora este nem sempre seja 0 caso (CHEN et al., 2014; GRESACK et al., 2009;
KEISER et al., 2017; PRYCE; LEHMANN; FELDON, 1999).

Uma teoria recorrente atribui essas diferencas a variacbes na percepcao e
processamento de estimulos sensoriais, e considera que o desempenho inferior das
fémeas resulta de um limiar sensorial mais elevado para percepcao de estimulos
nociceptivos. Essa visdo, entretanto, vem sendo questionada. Uma revisao
sistemética da literatura, publicada recentemente, analisou dados qualitativos sobre
processamento de dor nos quais os dois sexos eram comparados. Os autores
chegaram a conclusdo que, embora os dados indiquem para uma diferenca entre os
sexos, a sensibilidade é maior nas fémeas, e ndo o contrario (MOGIL, 2020). Apesar
dessa discusséao, ndo encontramos diferencas de reagéo entre os machos e fémeas,
nem nos animais 1US, nem nos 5US (Figura 5.3. A e B). O que indica que as
diferencas observadas na expressdo comportamental ndo estdo associadas a

variacdes na sensibilidade.

Esses resultados sugerem que a diferenca entre machos fémeas no MCC
resulta de variacbes no processamento que ndo podem ser resumidas apenas a
percepcao sensorial. Nesta direcdo existe uma outra teoria recorrente, que sugere
gue a disparidade na resposta de medo é fruto de diferencas no funcionamento do
hipocampo, e que as fémeas sdo menos eficientes durante a formacdo da
representacédo do contexto que ocorre no HIP (MAREN; DE OCA; FANSELOW,
1994). Entretanto, essa visdo também vem sendo questionada, a medida que surgem
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evidéncias indicando que as diferencas na expressdo de medo podem ser fruto de
diferentes estratégias comportamentais, como a estratégia de exploragdo do contexto
(GRUENE et al., 2015; WILTGEN et al., 2001), ou até mesmo nos mecanismos de
processamento dessa memdria, como assimetrias no recrutamento de diferentes
substratos neurais (GRESACK et al., 2009).

A teoria de multiplos sistemas de aprendizagem, mais atual, sugere que as
diferencas entre machos e fémeas sédo causadas por diferentes estratégias aplicadas
pelos individuos de cada sexo durante o aprendizado de memodrias de medo
(TRONSON; KEISER, 2019). De acordo com essa teoria, € possivel que a maior
ativacdo da amigdala observada em fémeas durante o processamento do medo
condicionado, em oposicdo a maior atividade hipocampal nos machos, seja uma
aposta evolutiva para refinar a discriminacdo dos estimulos pertinentes e evitar o
gasto energético para manutencdo de memarias pouco relevantes (GRESACK et al.,
2009).

Considerando estes fatores, futuros estudos que busquem investigar
memoarias remotas em fémeas devem lancar médo de protocolos diferentes. Uma
possivel solugdo para testar a hipotese acerca do prejuizo do processamento
contextual nas fémeas seriam tempos mais longos de habituacdo. Ja em a segunda
hipétese, sobre uma discriminacao de estimulos mais refinada nas fémeas, poderia
ser testada através da tarefa de aprendizado revertido. Durante este protocolo a
valéncia inicialmente atribuida ao CS € revertida, i.e. um animal ja treinado para
associar o CS a um estimulo aversivo € novamente treinado para associa-lo a uma
recompensa (ZHANG,; LI, 2018). Outra possibilidade seria utilizar protocolos com mais
sessOes de pareamento CS-US ou o uso de um US mais forte para os pareamentos
(WILTGEN et al., 2001).

6.3. A persisténcia da memoria depende da atividade diferencial no mPFC

Para o protocolo de imunofluorescéncia escolhemos analisar a janela de 12
horas ap0s a aquisicdo, pois ela concentra eventos celulares que parecem ser
importantes durante consolidacdo tardia de memdérias (KATCHE; CAMMAROTA,;
MEDINA, 2013). De fato, encontramos uma diferenca na expressao de ZiF268 entre
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0s grupos 1US e 5US. No mPFC, ela foi mais intensa entre os animais do grupo 1US,
com os animais do grupo 5US apresentando uma reducao significativa em relagdo a
linha de base e aos animais do grupo 1US (Figura 5.4.B). Essa diferenca indica que

a plasticidade no mPFC dos animais 5US pode estar sendo inibida ativamente.

A andlise especifica do cértex PL encontrou o mesmo padrdo de ativacao
(Figura 5.4. B1), no IL, por outro lado, apenas os animais 1US apresentaram diferenca
significativa em relacdo a linha de base, pois houve um aumento de células ZiF268+
nestes animais. Tradicionalmente, o IL € vinculado a um papel em processos de
extingdo e esquecimento, ao modular a atividade de estruturas como a BLA e a CE
(DE OLIVEIRA ALVARES; DO-MONTE, 2021; QUIRK; MUELLER, 2008; VERTES,
2004). As regibes corticais apresentam alta concentracdo de interneurdnios, que
restringem potenciais excitatorios e modulam a atividade das projecfes corticais,
compostas pelas ramificacbes dos NPs, neurdnios glutamatérgicos (MCGARRY;
CARTER, 2017; SUN, QINGTAO et al., 2019). A expressédo de ZiF268 parece estar
vinculada principalmente a ativagdo de receptores com atividade excitatoria, sendo
exemplos diferentes receptores glutamatérgicos. Nossos dados sugerem que um
aumento na expressao de ZiF268 nos NPs pode indicar um aumento de atividade nas

projecdes IL-AMI.

O PL, por outro lado, € comumente associado a aquisi¢ao e persisténcia da
memoria de medo (VIDAL-GONZALEZ et al., 2006), mas também ja foi implicado na
aquisicdo das memorias de extingdo (MORGAN, M. A.; LEDOUX, 1995). Assim como
o IL, projeta para outras estruturas através dos NPs e também envia projecdes
reciprocas para a BLA (ORSINI et al., 2011). Os trabalhos em geral parecem indicar
gue a atividade do PL € importante durante as fases de consolidagéo e evocacao das
respostas de medo condicionado, e lesdes nessa estrutura resultam em uma
expressédo aumentada do comportamento de congelamento durante a evocacdo
(MORGAN, M. A.; LEDOUX, 1995).

Em um primeiro momento parece estranho pensar que esteja ocorrendo uma
inibicdo da plasticidade nesta regido no 5US, uma vez que suas projecdes favorecem
a formacdo da memoria de medo. Entretanto, essa regiao recebe projecdes de outras
estruturas envolvidas no processamento do medo aprendido, e é possivel que esta

inibicdo esteja envolvida com a manutencdo da precisdo da memodria, evitando
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processos como a generalizacdo e a formacao de memoérias de medo patoldgicas.
Resultados anteriores do nosso grupo reforcam a ideia de que a memdéria formada
nos animais 5US néo € patolégica, e que 0s animais ndo a generalizam e conseguem
extingui-la (PEREIRA et al., 2019)

Trabalhos que analisaram outros IEGs na janela de 12 horas encontraram
aumento no cértex, mas este resultado pode variar (NAKAYAMA et al.,, 2016;
PEREIRA et al., 2019). E importante olhar com cuidado o gene utilizado em cada
trabalho, pois diferentes IEGs regulam a expressdo de mecanismos diferentes de
atividade celular. No caso do ZiF268, sua expressdo parece estar vinculada a um
aumento na sinalizacdo singptica e (GALLO et al., 2018), embora j4 tenham
observado sua expressao esteja aumentada no amigdala e no hipocampo em outras
janelas temporais (BAUMGARTEL et al., 2008; BEKINSCHTEIN et al., 2007), nenhum
trabalho havia analisado antes sua expressdo nesse tempo e no mPFC. As
particularidades da funcdo que cada IEG exerce na atividade celular ajudam a explicar

as variacdes encontradas na literatura.

Ao encontro dos trabalhos que visualizaram um aumento de ZiF268 na
amigdala durante a consolidacao, também observamos um aumento na expressao
na BLA dos animais 5US (Figura 5.5. B). A amigdala tem um papel fundamental na
descriminacdo da relevancia de estimulos, e é possivel que nesta janela de doze
horas, os inputs amigdalares para o cortex mPFC estejam fornecendo as informacdes
gue serdo consideradas pelo cortex, influenciando o destino de cada memoria. As
projecBes para a regido PL parecem ser particularmente importantes durante a
consolidagédo (KLAVIR et al., 2017). Como o0 ZiF268 parece estar vinculado mais
especificamente a plasticidade em projecdes excitatorias, é possivel que a BLA esteja
alterando a atividade de interneurdnios da regido, que, por sua vez, inibiriam a

atividade celular nos NPs.

De forma geral, nossos resultados indicam que a expressao diferencial de
ZiF268, na janela de 12 horas ap06s aquisicdo, € um indicador do destino de cada
memoria. O aumento verificado na BLA dos animais 5US pode indicar ainda que a
atividade desta estrutura € importante para a diferenca encontrada entre os grupos
no mPFC, uma vez que essa regido tem uma papel na discriminagédo de estimulos e

emite projecdes tanto para o PL quanto para o IL, fundamentais para o aprendizado
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e 0 esquecimento, respectivamente, da memodria de medo(KLAVIR et al., 2017;
MORGAN, M. A.; LEDOUX, 1995).

O fino balango na comunicagao entre BLA e o mPFC faz com que, na disputa
entre consolidacédo e esquecimento, a balanca penda para um lado ou para outro de
acordo com a relevancia que essa memaria possa ter em futuras situacdes. E possivel
gue o esquecimento no animal 1US ocorra como consequéncia do aumento do tonus
inibitério na amigdala, através da modulacdo exercida pelas proje¢fes corticais, de
modo a suprimir o traco da memoéria de medo através de um engrama inibitério e que,
no grupo 5US, a supressao da plasticidade impeca essa inibicAo(BARRON et al.,
2017; DAVIS, RONALD L.; ZHONG, 2017).

Resultados anteriores do nosso grupo dao suporte a ideia de que o balanco
entre a atividade da BLA e do mPFC s&o importantes para expressao da resposta de
medo. Animais 5US que receberam um inibidor da sintese de RNAs mensageiros no
mMPFC 12 horas apés a aquisicdo expressaram uma resposta de medo mais intensa
guando testados tanto 2 dias, quanto 30 dias apdés a formacdo da memoria.
Entretanto, nos animais 1US, o tratamento resultou em uma reducéo na expressao
de freezing (PEREIRA et al.,, 2019). Isso pode parecer contraintuitivo quando
pensamos no mMPFC apenas como inibidor da expressao de medo, entretanto, a
modulacdo do mPFC sobre a amigdala também é importante para expressao de

comportamento de congelamento (LIKHTIK et al., 2014).

Para entender melhor como a atividade das projecfes reciprocas entre o
mPFC e a AMI podem estar influenciando na consolidacdo tardia da memoria de
medo, trabalhos futuros podem analisar mais detalhadamente a interacédo entre as
diferentes populagdes neuronais coexistentes nestas estruturas, uma vez que estas
projecdes interagem de forma complexa com os interneurdnios presentes nas duas
estruturas (SUN, QINGTAO et al., 2019).
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Figura 6.1. Estados do engrama, em machos, ao longo do tempo. Representacdo do
balango entre esquecimento e consolidagdo que se inicia apos a aquisicdo. As setas
representam os processos que favorecem cada fase da meméria nomeadas na figura. (A)
Estado de ativacéo do engrama 1 dia e 30 dias depois nos animais 1US. (B) Estado de
ativacdo do engrama 1 dia e 30 dias depois nos animais 5US.
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7. CONCLUSAO

Protocolos diferentes sédo necessarios para formar memorias com alto valor
emocional em machos e em fémeas, mas essa diferenca ndo se deve
necessariamente a uma divergéncia na percepc¢ao sensorial entre os dois sexos e

pode refletir estratégias diferentes de processamento da memdéria de medo.

As diferencas no processamento da memaria entre 0s animais submetidos a um treino
de baixa relevancia emocional (1US) e um treino de alta relevancia (5US) podem ser
visualizadas na janela de 12 horas ap0s a aquisi¢do. A atividade diferencial do mPFC
entre os dois grupos sugere que a modulacdo exercida pelo cértex sobre outras
estruturas cerebrais € importante na manutencdo da memoéria até tempos mais

remotos.
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