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“Eis também umas arvores, e eu conheco suas rugosidades, a dgua, e experimento seu
sabor. Esses aromas de ervas e de estrelas, a noite, certas noites em que o coracao se
distende, como poderia negar este mundo cuja poténcia e cujas forcas experimento?

Mas toda a ciéncia desta Terra ndo me dira nada que me assegure que este mundo me

pertence. VVocés o descrevem e me ensinam a classifica-lo. Vocés enumeram leis e, na

minha sede de saber, aceito que elas sdo verdadeiras. Vocés desmontam seu mecanismo
e minha esperanca aumenta. Por fim, vocés me ensinam que este universo prestigioso e
multicor se reduz ao &tomo e que o proprio atomo se reduz ao elétron. Tudo isto € bom
e espero que vocés continuem. Mas me falam de um sistema planetério invisivel no qual
os elétrons gravitam ao redor de um nucleo. Explicam-me este mundo com uma

imagem. Entdo percebo que vocés chegaram a poesia: nunca poderei conhecer. ”

O Mito de Sisifo — Albert Camus
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RESUMO

A memoria de medo condicionado ao som, cujo principal substrato neural é a amigdala,
é prejudicada pela privacédo croénica de horménios ovarianos em camundongos. O objetivo
deste estudo foi verificar o papel do nucleo central da amigdala (CeA) e a influéncia dos
estrogenos durante a formagdo de memdrias de medo condicionado ao som em fémeas
C57BL/6. O paradigma de condicionamento classico consistiu de um pareamento entre
som (CS) e choque nas patas (US) durante o treino. O comportamento de congelamento
(freezing) foi avaliado como medida da memdria de medo condicionado ao som no teste
de evocacdo, 24h apds, mediante a apresentacdo do CS. Verificamos que a inibicdo da
CeA (muscimol 30ng/lado) durante o treino do condicionamento em fémeas
normociclantes prejudicou a aquisi¢do da memdria de medo condicionado ao som. Em
fémeas ovariectomizadas (OVX) por 12 semanas, em (que ocorre prejuizo no
condicionamento, a desinibicdo desta estrutura previamente ao treino (bicuculina
100ng/lado) restabeleceu a memdria de medo, sugerindo um aumento da inibigao tonica
na CeA de fémeas OVX. Esta hipotese foi sustentada pela identificacdo de uma maior
imunorreatividade as enzimas da maquinaria GABAérgica (GAD65/67) em fémeas
ovariectomizadas. Para avaliar o efeito dos estrégenos na CeA em um cenario fisioldgico,
utilizamos antagonistas de receptores de estrogenos (ER) injetados intra-CeA antes do
treino em fémeas normociclantes. Identificamos que o antagonismo de ERa (TPBM
50ng/lado) prejudicou a aquisicdo de respostas condicionadas. Ndo houve efeito do
blogueio de ERB (PHTPP 0,2 ng/lado) e GPER (G15 7,4ng/lado) na CeA. Portanto,
demonstramos que a CeA é essencial para a aquisi¢cdo de memorias de medo condicionado
ao som em fémeas normociclantes e parece estar inibida em fémeas OV X (12 semanas).
Dentre os hormonios afetados pela ovariectomia, 0s estrdgenos mostraram-se necessarios
para a aquisicdo desta memoria por meio da ativacdo de ERa na CeA em situagdo
fisiol6gica. Sua caréncia pode estar relacionada aos prejuizos observados nas fémeas
OVX. Deste modo, o presente estudo explorou as particularidades do circuito de medo
feminino, auxiliando a esclarecer como 0s horménios sexuais interagem com a

emergéncia de comportamentos defensivos aprendidos.

Palavras-chave: Medo, amigdala central, estrégeno, estradiol, condicionamento.



ABSTRACT

Cued fear memory, whose main neural substrate is the amygdala, is hampered by the
chronic deprivation of ovarian hormones in mice. Here, we verified the role of the central
nucleus of the amygdala (CeA) and the influence of estrogens during the acquisition of
cued fear memories in female mice C57BL/6. Classical conditioning paradigm consisted
of pairing a tone (CS) to a footshock (US). Freezing behavior was evaluated 24 hours
later in test session, during the CS presentation, as a measure of cued fear memory. Our
results demonstrated that CeA inhibition (muscimol 30ng/side) during training session is
detrimental to the acquisition of fear memory in normocycling females. In ovariectomized
females (OVX 12 weeks), in which conditioning is impaired, the disinhibition of this
structure pre-training (bicuculline 100ng/side) restored fear memory, suggesting an
increase in CeA tonic inhibition of OV X mice. This hypothesis was supported by a greater
immunoreactivity to GAD65/67 enzymes, which are part of GABA synthesis machinery,
in response to OVX (12 weeks). Estrogen effects on the CeA was also evaluated in a
physiological scenario by employing estrogen receptors (ER) antagonists injected intra-
CeA prior to training session in normocycling females. We identified that the ERa
antagonism (TPBM 50ng/side) impaired the acquisition of conditioned responses. There
was no effect when ERB (PHTPP 0.2ng/side) and GPER (G15 7.4ng/side) were blocked
in CeA. Therefore, we demonstrated that CeA is essential for acquiring cued fear
memories in normocyling female mice and appears to be inhibited in OVX females (12
weeks). Among the hormones affected by ovariectomy, estrogens were necessary for the
acquisition of fear memory through the activation of ERa in CeA. Estrogen deficiency
may be related to the impairments observed in OVX females. Thus, the present study
explored the particularities of the female’s fear circuit, helping to clarify how sex

hormones interact with the emergence of acquired defensive behaviors.

Key words: Fear, central amygdala, estrogens, estradiol, conditioning.
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1.

INTRODUCAO

1.1. Medo condicionado

O medo é uma das emocdes basicas humanas dentre as sete definidas por Ekman
& Cordaro (2011). Emoc0es basicas consistem em respostas fisioldgicas discretas - que
possam ser diferenciadas de outras emogdes bésicas - a situa¢des fundamentais de nossas
vidas, que foram Uteis aos nossos ancestrais e selecionadas ao longo da evolucéo. Sendo
assim, sdo conjuntos de alteracdes rapidas (vocais, faciais, autonémicas, etc.) que se
desenvolveram e perpetuaram por um processo adaptativo e evolutivo, ndo dependente
da cultura, e que sdo compartilhadas por todos os seres humanos, caracterizando-se como
universais (Ekman & Cordaro, 2011). A universalidade das emoc¢des foi proposta
inicialmente por Charles Darwin em 1872, que conjecturou que as emog¢oes sdo universais
para nossa espécie ao passo que também compartilhada com outros seres vivos, dada sua
origem evolutiva.

O medo como o sentimos é também uma experiéncia subjetiva e consciente que
Se soma as respostas autonémicas e aos ajustes fisiologicos frente ao perigo (LeDoux &
Pine, 2016). Entretanto, é dificil extrapolar este estado mental para outros seres Vivos,
pois os estados subjetivos dos animais sdo dificeis de ser acessar, se ndo impossiveis
(LeDoux, 2000). O que podemos reconhecer facilmente em outras espécies, como fez
Charles Darwin, sdo alteracdes fisioldgicas. Desta forma, conceitua-se o medo,
objetivamente, como um mecanismo de defesa em resposta a estimulos sensoriais que
denotam perigo iminente e que promovem no organismo respostas comportamentais e
fisioldgicas de defesa, com enorme valor para a sobrevivéncia (LeDoux & Pine, 2016).

Tanto as respostas de medo quanto os estimulos capazes de elicia-las variam
conforme a espécie, visto que sdo dependentes de uma histéria evolutiva que abrange o
nicho ocupado pela espécie e as ameacas nele presentes, principalmente levando-se em
conta relacGes de predacdo. Assim, o sistema nervoso foi diferencialmente moldado pela
experiéncia e por eventos genéticos de modo a identificar e responder a tais estimulos.
Respostas de medo podem ser do tipo ativas, “fight or flight” (do inglés, “Iuta ou fuga”)
ou passivas (freezing, do inglés “congelamento”). Ao enfrentar uma situacdo aversiva o
cérebro modifica-se, favorecendo a posterior identificacdo de ameacas semelhantes
(Pellman & Kim, 2016). A essas alteragdes plasticas atribuimos o conceito de memorias

de medo, ou mem©rias aversivas.



O medo pode ser dividido em medo inato e medo condicionado. Modalidades
variadas de estimulos s&o capazes de gerar medo inato. Como exemplos, pode-se citar:
co-especificos agressivos; predadores; aspectos do ambiente, como distancia do solo; ou
estimulos sensorios internos, como dor. Ainda que esses estimulos possam ser complexos
e polissensoriais, alguns de seus componentes discretos também sdo capazes de evocar
medo inato, tais como uma sombra vinda de cima (pista visual) ou o odor de um predador
(pista olfatdria), que representam a ameagca (Silva et al., 2016).

Ja 0 medo condicionado provém da experiéncia, que da origem a uma memoria
associativa entre estimulo aversivo/nocivo e um estimulo ambiental neutro (um contexto
ou uma pista). O condicionamento de animais foi operacionalizado em laboratério por
Ivan Pavlov (1927). Ele observou que, em cdes, um estimulo inicialmente neutro (ex. um
som; estimulo condicionado - CS) pode adquirir uma relevancia emocional quando
pareado temporalmente a um estimulo de relevancia bioldgica (ex. comida; estimulo
incondicionado - US), deste modo, fazendo emergir respostas condicionadas (ex.
salivacdo) mediante a ocorréncia do CS somente (Duvarci & Pare, 2014; Janak & Tye,
2015; LeDoux, 2000). Para esta formulacao, deu-se 0 nome de condicionamento classico
Pavloviano.

O condicionamento cléassico € aplicado no estudo do medo condicionado em
modelos animais de laboratério como roedores, em que usualmente utiliza-se o choque
nas patas do animal como US, e a este é pareado um som neutro (CS). Quando a
associacdo é aprendida, o que ocorre apds poucos (ou apenas um) pareamentos, 0 som
passa a eliciar respostas comportamentais e fisiolégicas de medo, tais como o freezing
(episodios de cessacdo de todos 0s movimentos, exceto 0s respiratorios), aumento da
pressdo arterial, analgesia, liberacdo de hormonios de estresse, facilitacdo de reflexos e
alteracdes respiratorias (Ehrlich et al., 2009; Janak & Tye, 2015; LeDoux, 2000). No
entanto, somente a variavel “pareamento” CS+US néo ¢é suficiente para gerar este tipo de
memoria. E preciso que se estabeleca uma relagio de condicionalidade entre ambos, ou
seja, 0 CS deve ser um preditor confiavel do US (Fanselow & Wassum, 2016). O
aprendizado associativo de medo é altamente conservado evolutivamente ja que pode ser
observado em uma gama grande de animais, de vermes, moscas e caramujos a peixes,
aves e humanos (LeDoux, 2000).

De forma interessante, a apresentacdo repetida do CS, na auséncia do US,
promove um fendmeno denominado extingdo do medo (fear extinction). Este se

caracteriza pela diminuicdo das respostas condicionadas ap6s o protocolo de
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condicionamento ao medo descrito anteriormente, deste modo, diminuindo o valor
preditivo do CS (Rescorla, 1996). Trata-se de um processo ativo que gera um novo
aprendizado que suprime o traco de memoria de medo original, sem apagé-lo (Kong et
al., 2014; Myers & Davis, 2007). O modelo de extin¢cdo do medo condicionado tem sido
bastante utilizado em laboratério, bem como a investigacdo do circuito da extingéo,
devido a sua importancia na etiologia de disturbios psicolégicos, tais como a ansiedade e
a sindrome do estresse pés-traumatico (PTSD) (Cover et al., 2014). Pacientes com PTSD
possuem prejuizos na capacidade de inibir ou extinguir medos adquiridos em situacdes
traumaticas e ha disfuncéo no circuito de extingdo nessa populacdo (Graham & Milad,
2011).

1.2. Memoria de medo condicionado: um tipo de memaria associativa

Memorias podem ser classificadas pela sua duracédo e contetdo. Quanto a duracao,
as memorias podem ser de curta duragdo, longa duracéo ou classificadas como memorias
de trabalho. As memorias de trabalho duram de segundos a minutos; as de curta duragédo
sdo instaveis, durando de minutos a horas; j& a memoria de longa duracdo € mais
persistente, inclui alteracdes na sintese de proteinas e pode perdurar por anos (Kandel et
al., 2014).

l ‘ Long-term Y ‘ l
{ Declarative memory]' [ Nond:clarative memory
— { ¥ )
Episodic memoq“ | Semnantic memoryi Procedural memory: | Simple classical Conditionhgl Habituation,
l l skills, habits l l sensitization

m&ﬂex pathwa

3

Medial temporal
| lobe, diencephalon

Amygdala, cerebellum

Figura 1. Classificagdo de memorias quanto ao conteldo, salientando as regifes cerebrais
preferencialmente envolvidas. O condicionamento classico é uma memoria ndo-declarativa de longa
duracdo, mediada principalmente pela amigdala (Fonte: Henke et al. 2010).
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Quanto ao conteudo, as memdrias de longa duracao podem ser classificadas como
memorias declarativas (explicitas) ou ndo-declarativas (implicitas) (Figura 1). Dentre as
declarativas, existem as memodrias episddicas, que consistem em memorias
autobiograficas e pessoais; e memdrias semanticas, compostas por fatos e conhecimento
geral, de maneira impessoal. J& as ndo-declarativas consistem no aprendizado
sensoriomotor, habituacao e sensibilizacdo. Exemplos de memarias implicitas podem ser
também a aquisicdo de habitos, priming (aumento da probabilidade de identificar um
objeto/palavra ao qual foi exposto previamente) e memorias associativas formadas pelo
condicionamento classico e o operante (Henke, 2010; Tulving & Schacter, 1990).

O estabelecimento de uma memoria passa pelos estigios de aquisicdo e
consolidacéo, para posteriormente ser evocada durante a evocacao (Figura 2). A aquisigéo
se refere ao processo em que o aprendizado inicial ocorre, mediante a percepc¢do dos
estimulos sensoriais durante a sessdo de condicionamento (treino de aquisi¢do), formando
a representacdo da associacdo CS+US (Abel & Lattal, 2001). A consolidacdo é um
estagio posterior e mais longo, que converte a memoria de um estado l&bil para um estado
mais estavel, para que seja armazenada. As novas informac@es provenientes da aquisicao
sdo fixadas em nivel celular e sisttmico. Ao manipular a consolidacdo, memaorias podem
tornar-se mais acentuadas ou mais fracas (Abel & Lattal, 2001; Dudai et al., 2015). Na
fase da evocacdo, um estimulo é capaz de reativar o traco de memoria (fase de teste),
fazendo emergir comportamentos ou representacfes mentais. Nesse estagio, a memoria
ja consolidada estd sujeita a modificacBes por interferéncias e novas experiéncias,
caracterizando a reconsolidacdo (McKenzie & Eichenbaum, 2011).

Estudos em memoria utilizam de ferramentas e periodos determinados para
manipular cada uma dessas fases. Por exemplo, o uso de fArmacos pode ser aplicado ap6s
a aquisicdo, ou seja, apds pareamento CS+US, de modo a interferir somente na
consolidagdo, como mostrado na Figura 2. Atualmente, novas metodologias, como a
optogenética, permitem uma delimitacdo temporal precisa na manipulacdo neuronal, o
que consiste numa de suas grandes vantagens. No presente estudo, utilizamos ferramentas
farmacologicas aplicadas antes do treino, por exemplo, de modo a interferir na aquisi¢éo

e fases iniciais da consolidacdo da memoria.
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Figura 2. Estagios da memoria e tipos de manipulagdes experimentais. A. Aquisicdo, consolidagio e
evocagdo de uma memdria de medo contextual. Na aquisi¢do, o animal é colocado em uma caixa, onde
associa o contexto, 0 som e o choque. Durante a consolidagéo, o animal retorna a sua habitacdo (homecage).
Na evocagdo, o animal é colocado no contexto condicionado e a meméria é acessada pela quantificagdo do
comportamento de congelamento (freezing). B. Diferentes manipula¢@es sobre os estagios da memoria. As
areas coloridas denotam o curso temporal da manipulacdo sobre as fases da memdria. Manipulagdes
farmacoldgicas apresentam, dentre as mostradas na figura, aquela de maior especificidade temporal.
ManipulagBes genéticas classicas resultam no gene de interesse estando presente ou ausente em todas as
etapas da memoria. LesOes estdo presentes durante o estagio de interesse e 0s estagios subsequentes (Fonte:
Abel and Lattal 2001).

1.3. Bases neurofisioldgicas da memoria de medo condicionado ao som

As memorias de medo condicionado podem ser classificadas em duas categorias,
a depender do conteido do estimulo condicionado (CS). Quando este é composto pelo
contexto (polimodal), que retne os variados aspectos de um ambiente, como
componentes visuais, olfatorios, auditivos, dentre outros, a memoria € denominada de
memoria de medo contextual. Esta é predominantemente dependente do hipocampo,
regido onde se estabelece inicialmente a representacdo do contexto (Smith & Bulkin,
2014). Quando ¢é formado por uma pista discreta (unimodal), como um som, denomina-
se memoria de medo condicionado “a pista” (cued fear memory). Esta ultima é

relativamente independente do hipocampo, visto que estudos classicos usando lesdes
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hipocampais mostraram prejuizo seletivo somente as respostas ao contexto, e ndo ao som
(Kim & Fanselow, 1992). Neste estudo, utilizamos o medo condicionado ao som (CS),
que é uma pista discreta.

Substratos neurais do medo condicionado ao som

Considerado o principal substrato neural da memdria de medo condicionado ao
som, aamigdala (ou complexo amigdaloide) € uma estrutura localizada no lobo temporal,
cuja interacdo funcional com areas do sistema limbico Ihe conferem uma relagéo estreita
com respostas emocionais. A amigdala participa tanto da aquisicdo quanto do
armazenamento das memorias de medo condicionado (Medina et al., 2002). Lesdes nesta
regido, em roedores (LeDoux et al., 1990) e humanos (Adolphs et al., 1994), demonstram
sua importancia no reconhecimento de estimulos ameacadores, bem como na
aprendizagem de aspectos relacionados & emogéo.

A amigdala é uma regido cerebral heterogénea composta por ndcleos com
anatomia, fisiologia e composicdo neuronal diferenciadas. Sdo eles: o ndcleo basolateral
(BLA), nucleo central (CeA), nucleo medial (MeA) e as células intercalares (ITCs)
(Figura 3). Os nacleos BLA, CeA e ITCs estdo intimamente relacionados ao medo
condicionado, enquanto que o ndcleo MeA assume um papel no medo inato induzido por
pistas olfatorias do predador ou de co-especificos (Keifer et al., 2015; Silva et al., 2016).

A amigdala basolateral (BLA) é considerada uma estrutura semelhante ao cértex,
apresentando em sua maioria neurdnios glutamatérgicos, enquanto as comunicagdes
neuronais na CeA (semelhante ao estriado) sdo predominantemente inibitdrias, por meio
do neurotransmissor GABA (Ehrlich et al., 2009). A BLA é subdivida em amigdala
lateral (LA) e basal (BA). Conexdes reciprocas com o hipocampo ventral estdo implicadas
no medo contextual e ansiedade (Felix-Ortiz et al., 2014). Além disso, BLA projeta-se
para estriado, tdlamo, cortex cerebral, hipotdlamo e BNST. A porcdo pré-limbica do
mPFC projeta-se para a BLA, sustentando as respostas defensivas apds o
condicionamento ao medo (Burgos-Rables et al., 2009).

A porcéo central (CeA) é funcionalmente dividida em nucleo central lateral (CeL)
e medial (CeM). A CeL é composta primariamente por circuitos inibitérios locais. Ela
recebe informagdes sensoriais do talamo, cortex e nucleo parabraquial (PBN) e regula as
projecdes de longo alcance da CeM. Além disso, recebe regulacdo indireta do cortex pré-

limbico (mPFC-PL), importante para a inibicdo adaptativa da expressdo do medo. J& a

14



CeM constitui a principal saida da amigdala. Recebe projecdes da CeL, do BNST e cortex
infralimbico (IL) (Keifer et al., 2015). Como um todo, a amigdala central conecta-se a
regides efetoras que fardo emergir comportamentos de medo e adaptaces fisiologicas,
tais como o hipotalamo lateral (LH), nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN),
hipotdlamo dorsomedial (DMH), area pre-optica medial (mPOA) e substancia cinzenta
periaquedutal (PAG), além de nucleo de trato solitario (NTS) e &rea ventrolateral rostral
do bulbo (RVLM) (Keifer et al., 2015).

Figura 3. Divisbes da amigdala. A principal divisdo anatdmica e funcional se d4 em nucleo basolateral
(BLA) e central (CeA). A BLA é composta pelo nucleo lateral (LA) e basal (BA) e a CeA é composta pelo
nlcleo central lateral (CeL) e medial (CeM). Massas de células intercalares formam trés clusters dispostos
ao redor da BLA (ITCI, ITCd e ITCv). Fonte: (Keifer et al., 2015)

Circundando a BLA e na fronteira desta com a CeA, existem as massas de células
intercalares (intercalated cells, 1TCs), que sdo clusters densos de células GABAérgicas
que participam do microcircuito da amigdala e recebem projecdes de areas sensoriais e
regulatérias (Lee et al., 2013). Consistem em trés clusters, sendo dois menores proximos
a LA, ITC dorsal (ITCd) e lateral (ITCI), e um proximo a BA, sendo ele o maior e
considerado principal, denominado ITCv (ventral) ou main ITC (Busti et al., 2011). Os
ITCs sdo alvos de regulacdo pelo cortex pré-frontal infralimbico, que esta envolvido na
extincdo do medo por meio da inibicdo dos outputs amigdalares da CeM pela acdo dos
neurdnios inibitérios do ITCv (Duvarci & Pare, 2014).
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O circuito neural do medo condicionado

No modelo simplificado do circuito de medo, que consiste numa representacéo
seriada, as informacbes do CS e US convergem e se integram na amigdala lateral (LA)
(J. LeDoux et al., 1990; Romanski et al., 1993). A apresentacdo posterior do estimulo
condicionado recruta neurdnios cujas sinapses foram facilitadas pelo condicionamento,
fazendo com o que CS consiga, por si s0, eliciar comportamentos de medo, pela ativagao
da via de saida da amigdala (LeDoux, 2000; Medina et al., 2002) (Figura 4A).

As vias aferentes que transportam as informacoes a respeito do estimulo auditivo
sdo bem elucidadas. O tlamo e o cortex contatam células piramidais da LA e fornecem
o0 input do CS (Kim & Cho, 2017; Kwon et al., 2014), porém o tdlamo, na auséncia do
cortex, é suficiente para mediar o condicionamento ao medo auditivo (Romanski &
LeDoux, 1992) (Figura 4A). As informagdes do CS também alcancam neur6nios
inibitorios locais e do ITCI, que modulam processos de plasticidade na LA em resposta
aos estimulos sonoro (Ehrlich et al., 2009).

Quanto a informacdo sensorial do choque, ha evidéncias consistentes para afirmar
que a convergéncia CS-US ocorre na LA, visto que esta responde a estimulos nocivos, e
que algumas dessas mesmas células também respondem ao estimulo auditivo (Romanski
et al., 1993). Entretanto, a Unica via de nocicep¢do que foi demonstrada em detalhes
envolve as projecdes do nucleo parabraquial (PBN) para a CeA, cujas aferéncias sdo
oriundas da via espino-parabraquial (Palmiter, 2018). O PBN e a CeA sdo essenciais para
o0 processamento central da dor (Han et al., 2015) (Figura 4C). Sugere-se também que as
informacdes sensoriais relacionadas a dor sejam enviadas a LA pelo talamo e cortex
(LeDoux, 2000).

Quando os estimulos convergem na LA, fenbmenos de plasticidade, como
potenciacdo de longa duracdo (LTP), se estabelecem seletivamente nas vias que
receberam estimulos auditivos, de maneira CS-especifica (Kim & Cho, 2017; Rogan et
al., 1997). Tais modificacBes sdo duradouras e dependentes da relacdo de causalidade
entre CS e US, e fazem paralelo com as mudangas no comportamento derivadas da
associacao aprendida. Como mencionado, esses fenémenos plasticos estdo sob controle
de interneurdnios locais e células dos ITCs. Quando o CS é reapresentado, tendo
estabelecido a associagdo CS-US, ele passa a ser capaz de ativar neurdnios na LA, que se
conectam a CeA diretamente, ou via amigdala basal (BA) ou indiretamente pelos

neurdnios GABAérgicos do ITC, ativando as vias de saida do circuito do medo. As
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projecdes para areas efetoras partem da CeA (Figura 4). LeDoux et al. identificaram as
areas cerebrais contatadas pela CeA responsaveis por esta expressdo: inativando regides
efetoras, os autores demonstraram que o tronco cerebral (PAG) e hipotdlamo séo
responsaveis pela supressdo de comportamentos motores (freezing) e pela alteracdo da
pressdo arterial, respectivamente (LeDoux et al., 1988). A inativacdo da CeA como um
todo, ou somente da CeM, impede a expressdo do medo, porém 0 mesmo ndo ocorre
quando somente a CeL é inativada (Ciocchi et al., 2010). Desta forma, o principal output

do complexo amigdaldide é a CeM.
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Figura 4. Macro- e microcircuito do medo condicionado ao som. A. Modelo simplificado do
macrocircuito do medo, em que as informacfes sensoriais provenientes do talamo e cortex alcancam a LA.
A ativagdo da CeA pela LA provoca alteragcbes comportamentais e endécrinas defensivas (Medina et al.
2002). B. Microcircuito da amigdala. InformagGes sensoriais chegam a LA e CeA. Redes inibitorias
regulam o output comportamental (Ehrlich et al.2009). C. Areas envolvidas na percepcdo da dor (PBN,
PAG e talamo) e na percepgdo do som (tdlamo) enviam proje¢des diretas e indiretas para a amigdala. O
freezing é controlado pela rede local inibitérias da amigdala, pelo cértex pré-frontal medial e neocértex. O
hipocampo prové informagdes sobre o contexto, regulando 0 mPFC na extingdo da memoria de medo
condicionado (Pellman et al. 2016).
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Realocando a CeA dentro do circuito do medo condicionado

Estudos que relacionam a inibigcdo da CeA com déficit na aprendizagem do medo
condicionado desafiaram a visdo tradicional que se tinha sobre o circuito do medo
(Ciocchi et al., 2010; Wilensky et al., 2006). Hoje, a CeA é reconhecida: 1) pela
heterogeneidade de tipos celulares, funcionalmente e geneticamente definidos, 2) pelo
importante papel na plasticidade subjacente a memaria de medo, 3) pela capacidade de
regulacao de subnucleos do préprio complexo amigdaloide, e 4) por receber regulacéo de
areas extra-amigdala, como mPFC, e intra-amigdalares, como ITC, por meio de conexdes
diretas ou indiretas ou por neuromoduladores, que dao forma a esta memoria (Keifer et
al., 2015).

Ciocchi e colaboradores (2010), utilizando inativacao das sub-regies da amigdala
central, demonstraram que o papel da CeL e CeM séo dissociaveis, estando a CeL mais
relacionada aos processos de aquisicdo da memdria, e a CeM engajada na expressdo do
medo, regulada pela CeL (Ciocchi et al., 2010). Por isso, a CeL tem recebido enorme
atencdo e sua fisiologia vem sendo dissecada em detalhes, buscando encontrar
marcadores celulares que definam subpopula¢des neuronais cujas contribuicdes para o
circuito diferem entre si.

Encontrou-se que, ap6s o condicionamento ao medo, as populacfes GABAérgicas
da CeA podem ser divididas em neurdnios que respondem ao CS (CeL-ON), neurénios
que sdo inibidos pela apresentacdo do CS (CeL-OFF) e aqueles cuja atividade neuronal
ndo se altera (Duvarci et al., 2011). Observou-se que uma subpopulagéo distinta e bem
conhecida, composta pelos neurdnios que expressam somatostatina (SOM+), sdo
responsivas ao CS e sua ativacdo é necessaria para a expressao do medo, configurando-a
como as células CeL-ON (Li et al., 2013). Constatou-se também que a maioria das CeL-
OFF compdem um segundo grupo neuronal, que expressa a proteina kinase C (PKC-6+),
composto pelos neurdnios que desinibem a CeM (Haubensak et al., 2010). O modelo atual
assume que as CeL-ON (SOM+) inibem as CeL-OFF (PKC-6+), resultando em
desinibicdo dos neurdnios de projecdo da CeM, de maneira CS-especifica. Outra
subpopulacdo descrita € composta por neurénios que expressam CRF (fator liberador de
corticotrofina). Fadok e colaboradores (2017) discriminaram as subpopulac6es engajadas
na resposta ativa e na resposta passiva, sendo elas os neurdnios CRF+ e SOM+,

respectivamente, que se inibem de forma reciproca (Fadok et al., 2017). Portanto, a CeL

18



€ um subnucleo cuja diversidade reflete uma complexidade funcional ainda maior quando
levamos em conta a identidade molecular dos seus neurénios (Figura 4B).

A atividade neuronal diferenciada em resposta ao CS ndo é somente uma
consequéncia dos processos plasticos que ocorrem upstream a CeA. Evidéncias apontam
a ocorréncia de plasticidade sindptica em resposta ao condicionamento ao medo na
propria CeA, havendo mudangas persistentes na atividade neural pds-pareamento.
Duvarci e colaboradores (2011) demonstraram que, 24h apos a sessdo de treino, as Cel-
OFF triplicaram em numero, sem alteracdo na quantidade de CeL-ON. Tais dados
sugerem um processo plastico na CeL overnight capaz de fortalecer a inibicdo mediada
pelas células CeL-ON e possivelmente pelo ITCd, inibindo, no dia seguinte, um maior
namero de células (transformando-as em CeL-OFF) e facilitando a desinibi¢do da CeM
(Duvarci et al., 2011). Adicionalmente, viu-se que a inibicdo da potenciacao sindptica nas
células SOM+ da CeL impede a aquisicdo da memoria de medo condicionado,
demonstrando ocorréncia de plasticidade local (Li et al., 2013). Por fim, o bloqueio da
sintese proteica na CeA no momento da consolidacdo prejudica a formagdo da memaria
de medo (Wilensky et al., 2006). Esses achados colocam a CeA como sitio de alteracédo
plasticas envolvidas na aquisicao e consolidacdo da memaria de medo.

Além de sofrer modificacdes em nivel de microcircuito, a CeA também interage
com outros subnicleos da amigdala, como a BLA. Ao contrério do que se esperava numa
visdo em série do circuito, as projecoes BLA-CeA sdo bidirecionais. Recentemente, Yu
et al. mostraram que a LA recebe aferéncias da CeA contendo informacdes sobre o US
(via PBN), contribuindo assim para a plasticidade na LA durante o condicionamento (Yu
et al., 2017). De maneira interessante, os novos dados demonstrados nesse estudo
contrariam o modelo tradicional unidirecional, no qual a informacéo fluia sempre da BLA
para CeA.

Por fim, a CeA é modulada por vérias outras regides cerebrais bem como por
neuropeptideos diversos. O cortex pré-frontal medial pré-limbico (mPFC-PL) esta
envolvido na expressdo do medo e a porc¢do infra-limbica (IL), na extin¢cdo do medo. Suas
projecdes atingem a CeA de modo a regular a expressédo dos comportamentos defensivos.
Neuropeptideos como ocitocina, vasopressina, fator de liberacéo de corticotrofina (CRF),
dentre outros, também agem na CeA, modulando as respostas de medo (Keifer et al.,
2015).

Antes vista como apenas uma estacdo de retransmissdo, modelos mais recentes

tém atribuido a CeA funcdes ativas em comportamentos adaptativos. Novas evidéncias
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apontam até mesmo para um papel ainda mais complexo: funcionar como unidade
integradora, que exerce todas as fungdes descritas acima combinando os inputs sensoriais
com informagBes sobre o estado interno do individuo, gerando respostas adaptativas
escalonaveis (Fadok et al., 2018). Deste modo, a visdo contemporanea do circuito do
medo condicionado realoca a CeA, posicionando-a como um componente importante
para aquisicéo e regulacdo do medo condicionado, para coordenacdo de emocdes e para
selecdo de respostas adequadas e adaptativas.

1.4. O circuito do medo pode apresentar diferencas sexuais

Do ponto de vista clinico, o estudo das diferencas sexuais no circuito do medo é
de enorme relevancia. Estudos epidemiol6gicos apontam uma maior susceptibilidade em
mulheres de apresentar distlrbios psiquiatricos relacionados a ansiedade e estresse pds
traumatico (PTSD), comparado a homens (Cover et al., 2014; Kessler et al., 2005). Logo,
as mulheres tendem a sofrer com os sintomas de ansiedade e de PTSD por mais tempo,
impactando negativamente em suas vidas. Tanto nos transtornos de ansiedade quanto no
PTSD ocorre a incapacidade de inibir o medo aprendido (Cover et al., 2014), o que torna
a aplicacdo do protocolo de condicionamento ao medo em modelos animais uma boa
ferramenta de estudo em laboratdrio.

Identificar os fatores bioldgicos atrelados a diferenca sexual na incidéncia de
doencas psiquiatricas é indispensavel para o desenvolvimento de terapias e farmacos
devidamente direcionados aos sexos e as suas particularidades. No entanto, ainda sao
poucos os trabalhos que incluem fémeas como sujeitos experimentais. Numa busca
realizada por Beery e Zucker (2012), dentre os artigos publicados em 2009 utilizando
modelos animais no campo das neurociéncias, fisiologia e farmacologia, 50-60% foram
realizados apenas em machos. Ainda mais impressionante foi a porcentagem (10-25%)
dos estudos que sequer retrataram o sexo do animal utilizado. Isto demonstra um viés
expressivo na producdo cientifica, que negligencia o organismo feminino (Beery &
Zucker, 2012).

Dentre os estudos em memoria aversiva em roedores, a busca por diferencas entre
machos e fémeas no aprendizado e expressdo do medo produziu dados conflitantes. Em
estudos que utilizaram condicionamento do tipo cued, alguns apontam para uma pior
performance em ratos (Maren et al., 1994) e camundongos (Rivas-Arancibia & Vazquez-

Pereyra, 1994) fémeas. Em outro estudo, ratas fémeas apresentaram mais freezing apés
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condicionamento e mais dificuldade em extingui-lo (Fenton et al., 2014). Ainda, Cossio
e colaboradores ndo encontraram qualquer diferenca entre os sexos (Cossio et al., 2016).

Portanto, se existe diferenca na aquisicdo ou fases posteriores da memoria de
medo entre 0s sexos, esta ndo é consistente entre os estudos. Quando as diferencas sexuais
aparecem, a diferenca observada pode ser um efeito indireto de outros aspectos, como
alocacdo dos animais e manipulacdo. No entanto, a auséncia de diferencas sexuais pode
n&o retratar a realidade caso as flutuagcdes hormonais em fémeas sejam desconsideradas.
E possivel que as diferencas em relacdo aos machos emerjam somente em comparacao a
um status hormonal especifico em fémeas. E possivel, ainda, que diferencas robustas
emerjam entre esses status. Desta forma, é de suma importancia considerar as flutuacoes
hormonais nos estudos comportamentais e nos delineamentos que pretendem avaliar o
papel dos hormdnios femininos nas tarefas de medo. Ainda, € importante avaliar o efeito
da privacdo de tais hormonios, em decorréncia da menopausa, caracteristico das

mulheres.

1.5. Flutuacdes hormonais e menopausa em mulheres e roedores

Flutuagcdes hormonais em mulheres

Em mulheres em fase reprodutiva, o ciclo menstrual é dividido em trés fases que
ocorrem em média a cada 28 dias. S&o elas a fase folicular, ovulatoria e latea (Figura 5).
Juntamente ao inicio do sangramento menstrual, inicia-se a fase folicular. Durante a
primeira metade desta fase, os niveis do horménio foliculo estimulante (FSH) e hormonio
luteinizante (LH) comecam a subir. A estimulacdo pelo FSH estimula o foliculo
dominante no ovario a secretar estradiol (E2). Progesterona e andrégenos mantém-se
baixos. Durante a segunda metade, a razdo LH/FSH comeca a subir e esta alteracdo é
acompanhada por niveis crescentes de E2, que atingem seu pico pouco antes da fase
ovulatéria. O horménio luteinizante é o sinal fisiologico para a ovulacdo. Na fase
ovulatoria, que pode durar de 1 a 3 dias, os niveis de estradiol caem abruptamente, mas
voltam a subir na fase l0tea. A progesterona (P) comega a ser secretada pelo corpo Iuteo,
aumentando em dez vezes seus niveis plasmaticos. Esta € a principal caracteristica da fase
lutea, que se inicia apos a ovulacdo e se encerra com a menstruacdo. Ao longo de toda a
fase ldtea, prevalece o feedback negativo pelos horménios estradiol, progesterona e

inibina A sobre o hipolatamo, suprimindo a secre¢do de FSH e LH. Na auséncia de
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fertilizacdo, os niveis de estradiol e progesterona decaem e o FSH comeca a ser
novamente produzido pela hip6fise. Como resultado, ocorre a menstruacéo, e outro ciclo
de inicia (Berne & Levy, 2009).

Embora na linguagem popular muitos utilizem o termo “menopausa” para
designar toda a fase de alteracdes no corpo da mulher decorrente da senescéncia ovariana,
a menopausa conceitua-se como a cessacao da menstruagdo, comprovada por amenorréia
pelos 12 meses consecutivos (Freitas et al., 2004). A fase de transi¢do entre o periodo
reprodutivo para o ndo-reprodutivo € denominada climatério e inicia-se ainda antes desta
ultima menstruacdo, podendo delongar-se por anos (Valenca & Germano, 2010).

O climatério pode ser dividido em pré-menopausa, perimenopausa e pés-
menopausa. A pré-menopausa caracteriza-se pela diminuicdo na fertilidade e geralmente
inicia-se ap6s os 40 anos de idade. A perimenopausa inicia-se dois anos antes da
menopausa (ocorre entre 45-55 anos) e a ultrapassa em um ano. Nesta fase, os foliculos
tornam-se menos sensiveis as gonadotropinas, e em consequéncia os niveis de FSH e LH
comegam a aumentar de forma compensatéria. A fase de pés-menopausa inicia-se um ano
apos a menopausa (Valenca & Germano, 2010). Uma vez que os foliculos ndo mais séo
recrutados, a secrecdo de estradiol pelos ovarios € interrompida e o feedback negativo
sobre as gonadotropinas cessa, aumentando ainda mais seus niveis. Baixas concentracdes
plasméticas de estradiol sdo mantidas pela conversdo periférica de precursores de
androgenos adrenais e ovarianos. Também ocorre a conversao de androgenos a estrona
(E1) pelo tecido adiposo, que se torna o estrdgeno predominante em mulheres pré-

menopausa (Suzuki et al., 1995)

Flutuacbes hormonais em roedores

Roedores possuem um ciclo reprodutivo denominado ciclo estral que se repete,
em média, a cada 4-5 dias. Este ciclo consiste em quatro fases, as quais refletem os niveis
séricos dos hormonios ovarianos (estrégenos e progesterona): proestro, estro, metaestro
(ou diestro 1) e diestro (ou diestro Il) (Figura 5). O termo “estro” utilizado para nomear
as fases do ciclo foi adaptado da palavra grega oistros, que significa “frenesi” ou
“loucura”, para denotar a fase de receptividade sexual das fémeas (Cora et al., 2015).

AlteracGes comportamentais e hormonais ocorrem em paralelo. O proestro é uma
fase curta de aproximadamente 14h, na qual os niveis séricos de E2 se elevam e atingem

o pico. Ao final do dia, ocorre o pico pré-ovulatorio de LH e FSH. A ovulacao ocorre na
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noite do proestro e é acompanhada por alterages no comportamento sexual, promovendo
receptividade. Na manha do dia seguinte (estro), o nivel de LH retorna a seus valores
basais. O FSH possui dois picos, sendo um juntamente ao LH e outro no estro, e em
seguida decai. Apos a ovulacdo, o E2 cai gradativamente e retorna ao seu nivel basal
também na fase de estro. Um pico similar ao do LH ocorre na curva de progesterona, com
um primeiro aumento na tarde do proestro. Um segundo aumento ocorre no metaestro (ou
diestro 1) em decorréncia da secrecdo pelo corpo luteo, e gradativamente atinge altas
concentracdes no diestro (diestro 1), até que o corpo lGteo regride e a progesterona decai
rapidamente. Os niveis de estradiol sanguineo permanecem baixos no metaestro. O
diestro € a fase mais extensa do ciclo, podendo durar de 48-72h em camundongos e ratos.
Ao final do diestro, os niveis de estradiol voltam a subir e favorecem o pico de
gonadotropinas. Os niveis de LH e FSH mostram-se quase inalterados durante o ciclo,
exceto na fase ovulatéria (Caligioni, 2010; Cora et al., 2015; M. S. Smith et al., 1975).

Roedores também apresentam senescéncia ovariana que leva ao aparecimento de
sintomas semelhantes ao da perimenopausa em mulheres. Camundongos experimentam
este declinio entre 13-14 meses de idade e exaustdo folicular aos 24 meses (Nelson et al.,
1995). Naturalmente, apresentam, assim como humanos, o declinio dos foliculos,
aparecimento de ciclos irregulares, secrecdo hormonal alterada e perda da fertilidade,
tornando-se um bom modelo de estudo da pos-menopausa (Brinton, 2012). Fémeas
podem exibir dois fendtipos endocrinos na perimenopausa, 0 anestro ou estro constante.
O primeiro € o modelo que mais mimetiza a pds-menopausa humana devido a queda
acentuada e consistente tanto de estradiol quanto progesterona. No estro constante, 0s
niveis de estradiol sdo sustentados por um periodo transitério. Aqueles que passam por
estro constante eventualmente apresentardo anestro, mas a fase de estro causa alteragdes
cerebrais durante a transicdo (Yin et al., 2016). Este modelo ndo permite dissociar 0s
efeitos do envelhecimento aos efeitos da menopausa, o que pode ser positivo a depender
do que se deseja investigar.

Com uma estratégia cirurgica, é possivel mimetizar a senescéncia ovariana pela
retirada bilateral dos ovarios, chamada de ovariectomia (OVX). Os niveis de estradiol no
plasma decrescem dentro de 1-2 semanas. Essa intervencdo geralmente € realizada em
animais jovens, portanto as alteragfes causadas pelo envelhecimento, concomitantes as
flutuagBes hormonais da peri-menopausa, ndo sdo consideradas neste modelo. E
importante salientar que as alteracdes percebidas apds poucas semanas de ovariectomia

ndo refletem necessariamente as mesmas alteragdes a longo prazo, visto que 0s 6rgaos
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tentam compensar a auséncia crénica dos hormonios. Portanto, as conclusdes retiradas de
estudos com ovariectomia devem levar em conta 0 tempo poOs-cirurgia em que as

observacdes foram realizadas (Brinton, 2012).
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Figura 5. Variacéo plasmética dos hormonios estradiol, progesterona, LH e FSH ao longo da fase
reprodutiva de roedores e humanos. A. Ciclo estral de roedores dividido em diestro, proestro, estro e
metaestro. B. Ciclo menstrual humano dividido em menstuagdo, fase folicular e fase lUtea.

1.6. Estrdgenos: sintese e receptores

Atuando como horménios, estrégenos (E) sdo moléculas sinalizadoras com
funcdo enddcrina classica: realizam transmisséo de sinais da célula de origem as células-
alvo distantes pela circulacdo sanguinea. Estrogenos sdao produzidos principalmente nos
ovarios com acentuado efeito sobre proliferacdo celular e crescimento de tecidos ligados
a reproducdo (Berne & Levy, 2009). Porém, outros 6rgdos, como a glandula adrenal,
tecido adiposo e até mesmo o cérebro sdo capazes de sintetiza-los. Desta forma, além dos
efeitos sobre a reproducdo feminina, os estrogénios também desempenham papel na
regulacdo da homeostase esquelética, metabolismo lipidico e de carboidratos, equilibrio

eletrolitico, fisiologia da pele, sistema cardiovascular e sistema nervoso central. Assim,
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estrogenos assumem um papel muito mais abrangente, com funcbes paracrinas e
autocrinas (Vrtacnik et al., 2014).

Ao longo da vida reprodutiva da mulher e apds a menopausa, 0s estrdgenos
presentes no organismo variam seus niveis plasmaticos relativos dentre suas trés formas:
estrona (E1), estradiol (E2), estriol (E3). O estradiol (17p-estradiol) é a forma mais
potente do hormdnio e caracteriza a fase reprodutiva da mulher. A estrona € o estrégeno
prevalente apds a menopausa. J& o estriol é sintetizado durante a gravidez.

Situados na classe dos horménios esteroides, a sintese dos estrégenos inicia-se
pela molécula precursora colesterol. O passo inicial é a sintese de pregnenolona, que pode
ser convertida em progesterona, testosterona e finalmente, pela enzima aromatase
(P450Arom), em estradiol (Rossetti et al., 2016) (Figura 6). Todas as enzimas
esterodoigénicas envolvidas nessa conversdo foram demonstradas no cérebro de
mamiferos, particularmente em neurénios do hipocampo (Hojo et al., 2004; Hojo et al.,
2008) e amigdala (Bender et al., 2017).

Cholesterol
StAR
v
P450scc
M p450c17
Pregnenolone — — Dehydroepiandrosterone
3B-HsSD 3p-HSD
P450c17 N P450arom
Progesterone —  — Androstenedione ——Destrone
~ 1
SuR 17B-HsD | | 17B-HSD H
L
5o-dihydroprogesterone Testosterone ——+17p-Oestradiol
30-HSD P450arom

Allopregnanoclone

Figura 6. Sintese de neuroesteroides. Neuronios expressam P450scc, P450c17, 3b-HSD, 5a-reductase e
P450arom e produzem Preg, DHEA, androstenediona, AlloP e E2. Steroidogenic acute regulatory protein
(StAR); cytochrome P450 side chain cleavage (P450scc); 3b-hydroxysteroid dehydrogenase/D5-D4-
isomerase (3b-HSD); cytochrome P450 17a-hydroxylase/c17,20-lyase (P450c17); steroid 5a-reductase
(5aR); 3a-hydroxysteroid dehydrogenase (3a-HSD), 17b-hydroxysteroid dehydrogenase (17b-HSD) e
cytochrome P450arom (P450arom).

O estradiol exerce seus efeitos sobre a célula alvo através da ligacdo com
receptores de estrogenos (ER). Atualmente, sdo descritos trés tipos: ERa, ERB e GPER
(G-coupled protein receptor). Os efeitos do E2 podem ser gendémicos, ocorrendo apos a

interacdo entre E2 - que atravessa livremente a membrana plasmatica - e receptores
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classicos (ERa e ERP), nucleares ou citoplasmaticos, que atuam como fatores de
transcrigdo. Na forma de um complexo, o E2 ligado ao receptor é translocado até o nucleo
celular e juntos exercem controle sobre a expressdo de genes que contém o elemento
responsivo ao estrogeno (ERE) (Woolley, 2007). O GPER foi descrito mais recentemente
e é encontrado exclusivamente em sitios extranucleares (dendritos, axonios, terminais
sinpticos e corpo celular) intimamente relacionado aos efeitos ndo gendmicos do
estradiol (Akama et al., 2013; Brailoiu et al., 2006). Os receptores ERa ¢ ERP também
exercem efeitos ndo gendmicos por intermédio de alteracGes em cascatas de sinalizacédo
intracelular, quando localizados associados a face interna da membrana plasmatica ou no
citoplasma (Fernandez et al., 2008; Woolley, 2007).

Nos neurdnios, os ERs podem ocupar sitios extranucleares, ao longo dos axénios,
dendritos e sinapses. ERa, ERp e GPER foram detectados em dendritos e axdnios de
neurdnios hipocampais (Akama et al., 2013; Milner et al., 2005). Ainda, ERs foram
identificados nos botdes pré-sinapticos e nas espinhas dendriticas pds-sinapticas na regido
CAL1 do hipocampo e associados a vesiculas pré-sinapticas contendo glutamato ou GABA
(Hart et al., 2007; Tabatadze et al., 2013). A distribuicdo esparsa dos ERs nos neurénios
ajuda a explicar seus variados efeitos agudos, ndo-gendmicos, e efeitos a longo prazo,
gendmicos.

Os receptores de estrégenos sdo amplamente expressos em diversas regides do
cérebro, tanto de humanos (Osterlund et al., 2000; Osterlund et al., 2000) quanto de
roedores (Merchenthaler et al., 2004). Os primeiros estudos que identificaram
precisamente as regides alvo desses hormdnios empregaram a autorradiografia com 3H-
estradiol. Entdo vieram os estudos com técnicas mais precisas e especificas para cada tipo
de receptor, com uso de anticorpos e hibridizacdo in situ de mRNA. Os locais mais
explorados foram os ndcleos hipotalamicos previamente associadas ao comportamento
sexual e sintese de gonadotrofinas (Merchenthaler et al., 2004; Mitra et al., 2003;
Osterlund et al., 1998; Stumpf & Sar, 1971; Weiland et al., 1997). Encontrou-se também
ligacdo do E2 e a presenca de seus receptores em regides associadas ao aprendizados e
memodria, incluindo o nucleo central da amigdala (CeA) (Stumpf & Sar, 1971). Weiland
e colaboradores mostraram que o hipocampo e cértex de ratos, fémeas e machos, também
contétm ERs (Weiland et al., 1997). Estudos mais recentes passaram a discernir a
localizagéo especifica dos tipos de receptores de estrogeno no cerebro, mostrando que a
amigdala, por exemplo, concentra mais receptores do tipo ERa, e em menor nimero ERf

e GPER (Osterlund et al., 1998; Tian et al., 2013). J& no hipocampo, a maior densidade €
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do receptor tipo B (Weiser et al., 2009), embora também apresente os outros dois (Brailoiu
et al., 2006; Mitra et al., 2003).

O estradiol regula a expressdo de seus receptores em diversas areas cerebrais,
podendo ter efeito positivo ou negativo a depender da regido cerebral e da espécie. No
hipotdlamo, a OV X causa upregulation dos ERs (Shughrue & Dorsa, 1992) e o tratamento
com E2, em concentracdo fisiologica, em animais OVX (2 semanas) resulta em
downregulation dos niveis de ER mRNA (Lauber et al., 1991; Liu & Shi, 2015; Simerly
& Young, 1991). Os niveis de ER também flutuam ao longo do ciclo estral, mas o sentido
da regulacéo foi nucleo especifico num estudo com o hipotdlamo (Shughrue & Dorsa,
1992) e variou conforme o tipo de ER no hipocampo (Mendoza-Garcés et al., 2011).
Utilizando imunohistoquimica para detec¢do do ERa, dados coletados pelo nosso grupo
demonstram alterac¢do quantitativa de ERa nos subndcleos do complexo amigdaléide em
resposta a privacdo cronica de hormonios ovarianos (OVX 12 semanas), com

upregulation em todos os subnucleos, exceto o CeM.

1.7. Efeitos do estradiol (E2) sobre plasticidade e memdria

Os estrégenos (E) produzem no cérebro alteracdes fisioldgicas que se refletem na
aprendizagem (Frick, 2015), expresséo de comportamentos (Estrada et al., 2018),
neuroprotecdo (Garcia-Segura et al., 2000), interagdo com a atividade epiléptica (Taubgll
et al., 2015), dentre outros. No estudo dos efeitos e mecanismos dos estrogenos na
memoria e aprendizagem, o hipocampo € a regido que recebe maior foco.

Ac0es do estradiol sdo mediadas por alteraces na morfologia e atividade elétrica
de neurdnios. Woolley e McEwen conduziram, em 1992, um estudo que foi essencial para
demonstrar a acdo do estradiol sobre tecidos ndo ligados a reproducdo. Neste estudo,
células piramidais do hipocampo dobraram o nimero de espinhas dendriticas em resposta
ao tratamento de ratas com E2 em uma escala de tempo de dias (Woolley & McEwen,
1992). O mesmo foi confirmado mais tarde in vitro, com células hipocampais dissociadas
(Segal & Murphy, 2001). Esse achado impulsionou uma extensa linha de pesquisa sobre
0 papel dos estrogenos na cognicdo. Mais tarde, os mesmos achados foram reproduzidos
na CeA (Ferri et al., 2014)

Estudos em eletrofisiologia também emergiram concomitantemente e
demonstraram que o estradiol altera propriedades eletrofisioldgicas da membrana em

varias regides cerebrais, incluindo o hipotdlamo, amigdala e hipocampo. De forma geral,
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os estudos mostram que o estradiol aumenta a excitabilidade celular. Por exemplo, na
regido CAl do hipocampo, o estradiol tem efeito facilitador na despolarizacdo da
membrana neuronal e nos disparos de potencial de agdo (Teyler et al., 1980; Wong &
Moss, 1991, 1992). Ainda, facilita a plasticidade sindptica, aumentando a amplitude do
potencial pos-sinaptico excitatério (EPSP) e reduzindo o limiar de disparo do potencial
de acdo em questdo de minutos, apontando para um mecanismo de agdo rapida do
horménio, ndo gendmico (Wong & Moss, 1992). A LTP (potenciacdo de longa duracéo),
importante modelo de inducdo de plasticidade sinaptica, é amplificada de forma
proeminente quando fatias hipocampais s@o banhadas com E2 (Foy et al., 1999).

Com o estradiol modulando a atividade neuronal em questdo de minutos,
questionou-se como a velocidade das flutuacGes sistémicas e as baixas concentragdes
plasmaticas, comparadas as necessarias para esses efeitos, seriam capazes de produzi-los
fisiologicamente. Ocorre que a sintese local dos estrogenos pelos proprios neurdnios se
da de forma rapida e é capaz de gerar concentra¢gdes hormonais supra-plasmaticas (Hojo
et al., 2008). Impossibilitando a sintese local no hipocampo pelo tratamento com o
antagonista de aromatase (letrozole) por sete dias, Bender et al. verificaram reducéo da
densidade de espinhas dendriticas e aboli¢do da LTP em fémeas (Bender et al., 2017).

Vérias cascatas de sinalizagdo celular e processos epigenéticos foram implicados
nas acoes do estradiol sobre a melhora cognitiva (Fernandez et al., 2008; Zhao et al.,
2010). No hipocampo dorsal, 0 E2 aumenta fosforilacdo da ERK, que ativa sinalizacdo
pela mTOR (Fortress et al., 2015) e fosforila CREB (Boulware et al., 2005; Boulware et
al., 2013). A melhora na memaria também depende da acetilacdo e da metilacdo de genes
dependentes de E2 (A. M. F. and K. M. Frick, 2015), aumentando a expressao génica de

fatores promnésicos e inibindo a expressao de genes que atuam na direcao oposta.

Os efeitos do estradiol em testes de memoéria

Diversas sdo as maneiras de acessar a contribuicdo dos estrégenos para a
aprendizagem e memorias em modelos animais e as consequéncias de sua diminuicao.
Para simular as flutuac@es fisioldgicas ou a senescéncia ovariana, pode-se utilizar fémeas
normociclantes ou ovariectomizadas (OVX, jovens ou envelhecidas), respectivamente. E
possivel administrar o E2 em diferentes doses, periodos de administracdo (agudo ou
cronico) e diferentes vias (sistémica ou centralmente) para avaliar sua contribui¢cdo aos

processos cognitivos. O uso de agonistas ou antagonistas seletivos dos tipos de ERs ou
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de knock-out para ERs permite identificar a contribuicdo de cada receptor aos efeitos
encontrados. Ainda, é possivel modular a atividade da aromatase combinada, ou ndo, a
retirada dos ovarios. Além disso, a determinacdo da fase do ciclo estral (em fémeas
normociclantes ou SHAM) ou as manipulacbes farmacoldgicas podem ser feitas sobre
diferentes fases do teste de memoria.

Em roedores, o hipocampo dorsal é fundamental para memorias episddicas e o
efeito promnésico do E2 estd bem demonstrado. Com apenas uma dose aguda de E2 pds-
treino, animais mostram melhora na performance no teste de memaria de reconhecimento
do objeto (Fernandez et al., 2008; Pereira et al., 2014). Seu efeito promnésico ocorre em
machos e fémeas e limita-se a fase de aquisicdo ou as fases iniciais da consolidag&o, visto
que ndo ocorre quando injetado 2h ap6s o treino. Nosso grupo encontrou efeito da
privacao hormonal por OV X na mesma tarefa, com prejuizo da memoria, recuperado pela
terapia de reposicdo hormonal crénica com E2 (Fonseca et al., 2013). Também
demonstrou a participacdo de ambos os receptores ERa ¢ ERB na facilitacdo desta
memdria (Pereira et al., 2014).

Quanto ao efeito dos estrogenos sobre tarefas dependentes da amigdala, com foco
para as tarefas utilizando pistas discretas como o condicionamento ao medo pelo som, o
efeito do estradiol é bastante evidenciado sobre a extingdo do medo condicionado, mas
poucas sdo conclusdes a respeito de seu efeito na aquisicdo das memdrias de medo.
Conduzindo experimentos de condicionamento ao medo com pistas visuais (CS) em
humanos sadios, Milad et al. ndo constataram diferencas entre as fases do ciclo em
mulheres, nem entre sexos na aquisicdo de medo (Milad et al., 2011). Entretanto, num
estudo conduzido por (Wegerer et al., 2014), em que mulheres foram condicionadas a
associar um som neutro (CS) a uma cena de filme com valéncia negativa (US), uma
correlacdo negativa foi encontrada entre niveis de estradiol e respostas condicionadas
(condutancia da pele). Esse estudo aponta para uma facilitacdo do condicionamento em
mulheres com niveis plasmaticos de estrogenos baixos. Em concordancia com a potencial
modulacdo dos substratos de medo pelo E2, na analise da atividade cerebral do circuito
de medo durante a aquisi¢do, mulheres em alta hormonal apresentaram maior ativagédo
amigdalar e correlagéo positiva foi vista entre ativacdo da amigdala e estradiol (Hwang
et al., 2015). Ainda, o reconhecimento de expressdes faciais especificamente de medo foi
facilitado em fases do ciclo em que os estrégenos estdo em alta (fase pré-ovulatoria)
(Pearson & Lewis, 2005).
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Em relagdo a fase do ciclo, roedores parecem néo exibir diferencas, comportando-
se de maneira similar durante teste da memaria de medo condicionado (Chen et al., 2014;
Cossio et al., 2016; Milad et al., 2009). Chen et al. ndo observaram alteracfes de
plasticidade (LTP) comparando fémeas normociclantes em diferentes estagios do ciclo.
Entretanto, o mesmo estudo observou que a OV X por 3 semanas prejudicou a plasticidade
sinptica na LA, revertida pelo tratamento com E2. Também em um modelo de pés-
menopausa, nosso grupo demonstrou, pela primeira vez, que a OVX prolongada (12
semanas) produz prejuizos severos a memoria de medo condicionada ao som (Tese de
doutorado de Cristiane Bastos 2015), com animais OVX apresentando dificuldade de
atribuir valéncia negativa ao som (Figura 7). Em uma privagdo mais curta (OVX 2
semanas), dois estudos relataram que o tratamento sisttmico de camundongos fémeas
com E2 por 10 dias aumentou significativamente o congelamento frente ao CS,
demonstrando que o circuito de medo é sensivel ao estradiol exdgeno (Jasnow et al., 2006;
Morgan & Pfaff, 2001).
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Figura 7. Efeito de 1, 6 e 12 semanas de OV X na memdria de condicionamento ao medo. A. Os grupos
foram condicionados ao medo pelo som 1 (Sham n=5, OV X n=5), 6 (Sham n= 10, OVX n=7) e 12 (Sham
n=6, OVX n=10) semanas apds as cirurgias SHAM e OV X. B. Condicionamento ao medo pelo contexto 1
(Sham n=5, OV X n=5), 6 (Sham n=10, OVX n=7) e 12 (Sham n=6, OV X n=10) semanas apds as cirurgias
SHAM e OVX. *** (P<0.001) indica diferenca entre 0s grupos no mesmo tempo analisado. Fonte: Tese de
Doutorado de Cristiane Bastos (2015).

Curiosamente, em relacdo a extingdo da memdria de medo, observa-se que a
magnitude do aprendizado de extingdo varia conforme o ciclo estral de roedores, visto
que animais em proestro apresentam melhores indices de extingdo (M R Milad et al.,
2009). Observa-se também o efeito promnésico do E2 na consolidacdo dessa memoria
em ratas em metaestro (Zeidan et al., 2011). Entretanto, Milad et al. encontraram que
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niveis baixos de estradiol parecem facilitar a extingdo em mulheres (Mohammed R Milad
et al., 2011; Zeidan et al., 2011) enquanto que outro estudo constatou que mulheres
utilizando contraceptivos (baixo E) comparadas a mulheres em fase lutea (E e P mais
altos comparativamente) apresentaram pior aprendizado de extin¢do (Merz et al., 2012).
Logo, sdo necessarios mais estudos para concluir como 0s estrogenos atuam sobre a
extingdo do medo em mulheres.

Portanto, os dados indicam a participacdo dos estrégenos na formacao, expressao
e extincdo da memdria de medo, por uma acdo direta e/ou indireta sobre a atividade
amigdalar. Nao se sabe, entretanto, de que maneira o estradiol atua especificamente na
amigdala, se todos os subnucleos séo alvos de seus efeitos e quais mecanismos estéo

envolvidos.

1.8. Interacdo entre estradiol e o neurotransmissor GABA

A CeA ¢é um nlcleo majoritariamente composto por neurdnios inibitérios e a
literatura relata a interacdo entre os estrégenos e o sistema GABAEérgico em regides
cerebrais tais como o hipocampo e hipotdlamo (Handa et al., 2012). Outras regides, como
a amigdala, podem ser um cenério de interago entre os dois sistemas.

O GABA ¢ o principal neurotransmissor inibitorio do sistema nervoso central
(SNC) de mamiferos. Consiste em um aminoacido que exerce inibicdo pela ligacdo a
receptores de GABA que podem ser ionotropicos (GABA-A e GABA-C) ou
metabotrépicos (GABA-B). Os receptores ionotrépicos sdo proteinas de membrana que
formam um canal idnico permeavel ao cloreto. Quando ligados ao neurotransmissor,
correntes de saida sdo elevadas, gerando hiperpolarizacdo. O principal receptor de acédo
réapida no SNC é o GABA-A, majoritariamente formado por duas subunidades a, duas 8
e uma y, mas inclui outras possibilidades de combinagdo com subunidades diferentes. A
distribuicdo dessas combinagdes varia conforma o tecido e a populagdo celular. Por
exemplo, dendritos, axdnios e corpos celulares neuronais sdo sitios extrassinapticos que
podem conter este receptor, mas frequentemente apresentam 6 e € no lugar de y. Em
baixas concentragcdes, GABA é capaz de produzir correntes inibitorias basais em muitos
neurdnios por meio desses receptores GABA-A extra-sinapticos, difundindo-se no
liquido cefalorraquidiano e nos espacos intersticiais e produzindo inibic¢éo tonica (Forman
et al., 2009).

31



A sintese do GABA se da pela descarboxilagdo do glutamato pela enzima
descarboxilase do &cido glutdmico (GAD), que existe em duas formas GAD65 e GAD67.
O transportador VGAT acondiciona o0 GABA em vesiculas pré-sindpticas, que sao
liberadas mediante despolarizacdo do terminal pré-sinaptico. Apos liberacdo, 0 GABA é
recaptado por transportadores de GABA (GAT) e reconvertido a glutamato ap6s reacoes
na mitocéndria (Forman et al., 2009).

As duas isoformas de GAD sintetizam GABA e coexistem na maioria dos
neurdnios GABAérgicos. Porém, diferem em nivel celular quanto a localizacéo e destino
do produto e em nivel tecidual quanto as proporcdes em que sdo expressas. A localizacdo
da GADG65 preferencialmente nos terminais nervosos sugere sua participagdo na sintese
do neurotransmissor associado a vesiculas, logo destinado a demanda sinaptica (Tian et
al., 1999). Ja a forma GAD67, encontrada mais uniformemente tanto no corpo celular
qguanto nos terminais, fornece GABA para transmissao sinaptica, aparentemente por
liberacdo ndo-vesicular, e para suprir o metabolismo celular no ciclo de Krebs. GAD67 é
responsavel por suprir a maior parte da sintese de GABA no organismo, visto que animais
GADG67-/- possuem 10% dos niveis normais de GABA, enquanto em animais GAD65-/-
as alteracGes nos niveis de GABA sdo sutis (Asada et al., 1997; Asada et al., 1996). O
circuito de medo é afetado pelos niveis de GAD (Bergado-Acosta et al., 2008; Heldt et
al., 2012). Na BLA, animais knockdown para GADG67 apresentaram prejuizos a extin¢ao
da memdria de medo (Heldt et al., 2012). Quanto ao GADG65, sua delecdo em animais
mutantes (GADG65 -/-) resulta em generalizacdo do medo aprendido (Bergado-Acosta et
al., 2008).

Existe uma relagéo direta entre a expressao das enzimas GAD e a sinalizagéo por
estrdgenos: os niveis de MRNA GAD respondem ao estradiol (Hudgens et al., 2009;
McCarthy et al., 1995). O estradiol também pode interagir com o sistema GABAérgico
de outras maneiras. Por exemplo, a neurotransmissao GABAGérgica sobre 0s neurdnios
piramidais do hipocampo foi reduzida pelo tratamento com E2 por 2 dias consecutivos,
auxiliando o incremento de espinhas dendriticas (Murphy et al., 1998). Dado que a maior
parte das células ERa no hipocampo sdo GABAGérgicas (Hart et al., 2001), é possivel que
o efeito do E2 sobre a excitabilidade hipocampal seja mediada por interneurdnios
responsivos aos estrégenos.

Na amigdala, pouco se sabe a respeito da atuacao dos estrégenos sobre a aquisi¢cao
das memorias de medo e se esses horménios interagem com 0s neurdnios GABAEérgicos.

Encontramos que fémeas C57/BL6 ovariectomizadas por 12 semanas possuem prejuizo
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no condicionamento ao medo pelo som, sem alteracdo no condicionamento ao medo
contextual (Figura 7). Esse dado aponta para uma regulacdo pelos estrogenos da memaria
de medo dependente de amigdala, mas os mecanismos envolvidos ainda precisam ser
desvendados.

Portanto, esta dissertagdo investigou a participacdo da CeA na aquisicdo da
memoria de medo em fémeas, levando em consideracdo o papel dos estrogenos. Testamos
o efeito dessa classe de hormonios sobre a amigdala em modelo de p6s-menopausa (OVX
12 semanas) e em fémeas normociclantes, além de utilizar manipula¢6es farmacologicas
para ativar e inibir a CeA nesses animais. Para verificar o efeito direto do horménio sobre
a amigdala, administramos intra-CeA estradiol sintético e antagonistas, a depender do
modelo animal. Ainda, investigamos a interacdo da sinalizagcdo pelo estradiol com o
sistema GABAérgico na CeA por meio da andlise de imunorreatividade ao GAD65/67

em tecidos de fémeas OV X e normociclantes.
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2. JUSTIFICATIVA

O medo é uma das emocdes primarias e universais e esta intimamente ligado a
sobrevivéncia. Entretanto, quando o medo se torna excessivo, esta emoc¢do passa a
caracterizar quadros patologicos, como desordens de ansiedade e a sindrome do estresse
pos-traumatico. Sabe-se ainda que os disturbios psicologicos apresentam dimorfismo
sexual, estando as mulheres mais susceptiveis as patologias de ansiedade, que podem
refletir alteracdes no circuito de medo. Desta forma, faz-se necessario o estudo
aprofundado dos circuitos de medo, bem como os efeitos exercidos pelos horménios
sexuais, a fim de compreender as bases desses distUrbios e suas diferentes prevaléncias e
expressoes entre homens e mulheres, objetivando alcancar maneiras mais eficazes de
reduzir e tratar desordens associadas ao medo.

Ainda, o cérebro feminino é pouco estudado no campo das neurociéncias.
Modelos animais machos séo frequentemente empregados, e muitas vezes, ignoram-se as
peculiaridades do sistema nervoso feminino e dos potenciais efeitos dos horménios
sexuais sobre ele. Para que tenhamos uma representacdo igualitaria de ambos os sexos
nas pesquisas cientificas, é preciso expandir os conhecimentos adquiridos em machos e
obter novos dados em fémeas, de modo que ndo se negligencie uma parcela substancial
da populacéo.

Este estudo se propds a reproduzir e ampliar, em fémeas, achados obtidos em
roedores machos em relacdo a um substrato neural que vem ganhando destaque nos
estudos sobre a circuitaria do medo, aquisicdo e expressdao dos comportamentos
defensivos, o nucleo central da amigdala (CeA).
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3. OBJETIVOS

3.1.

3.2.

Objetivo Geral

Investigar a participacdo do nucleo central da amigdala (CeA) e a influéncia dos
estrogenos na aquisicdo da memdria de medo condicionado ao som em camundongos

fémeas C57BL/6 ovariectomizadas e normociclantes.

Objetivos Especificos

e Investigar o efeito da inibicdo e desinibicdo farmacoldgica do ndcleo central da
amigdala (CeA), utilizando agonista e antagonista GABA-A, na formagdo de
memorias de medo condicionado ao som em camundongos fémeas normociclantes
C57BL/S6;

e Verificar se a desinibicdo da amigdala central em fémeas ovariectomizadas (12
semanas) recupera o déficit de memoria de medo condicionado ao som em fémeas
ovariectomizadas (OVX), descrito previamente por nosso grupo de pesquisa;

e Verificar a marcacdo das enzimas da maquinaria GABAérgica, GAD65/67, por
imunofluorescéncia na CeA de fémeas OV X (12 semanas) e fémeas normociclantes
SHAM (em proestro e metaestro);

e Verificar se a administracdo aguda intra-CeA de estradiol exerce efeito sobre a
memdria de medo condicionado ao som em fémeas OV X 12 semanas;

e Investigar a participacdo da sinalizacdo de estrogenos enddgenos sobre 0s
receptores ERa, ERB ¢ GPER na CeA na formagdo de memdrias de medo em

camundongos fémeas normociclantes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos fémeas C57BL/6 com idade entre 8 e 12 semanas
obtidos do Biotério Central da UFMG. Os animais foram alocados em gaiolas (com, no
maximo, cinco animais) e mantidos em uma estante ventilada em temperatura ambiente
de 22 £1°C, umidade entre 40-70%, ciclo claro-escuro de 12/12 horas e livre acesso a
racdo e agua. Todos os procedimentos utilizando animais foram aprovados pelo CEUA
sob o protocolo 121/2016 e 45/2017.

4.2. Avaliacéo do ciclo estral por citologia vaginal

As fases do ciclo estral de roedores foram definidas por Stockard e Papanicolaou
(1917) conforme as alterages no comportamento sexual, histologia e morfologia do trato
reprodutivo de roedores. Esses autores cunharam a técnica da andlise da citologia vaginal,
que até hoje € um método ndo invasivo bastante confiavel e usado extensivamente. Ele
baseia-se na andlise da auséncia/presenca de tipos celulares e a proporcéo desses tipos
celulares encontrados no lavado vaginal (Cora et al., 2015).

O proestro é caracterizado por predominancia de células nucleadas (Figura 1A).
A fase seguinte, o estro, é caracterizada por células epiteliais queratinizadas anucleadas,
em formato de folha seca, que predominam no lavado (Figura 1B). No metaestro,
observa-se a presenca de todos os tipos celulares: células epiteliais nucleadas ocorrem em
menor numero, células queratinizadas e neutrofilos predominam (Figura 1C). Por fim, no
diestro, neutréfilos sdo extensivamente presentes (Figura 1D) e é possivel observar
secrecao vaginal com aspecto de muco. Ao final do diestro, quando os niveis de estradiol
voltam a subir, observam-se algumas células epiteliais nucleadas, mas os neutréfilos
ainda sdo predominantes (Caligioni, 2010; Cora et al., 2015).

O esfregaco vaginal foi realizado sempre no periodo da manhd, entre 8:00 e
11:00h. Os animais foram contidos manualmente e, sobre a grade de sua propria gaiola,
a cauda do animal foi levantada e uma ponteira contendo 10 pL de solugéo salina estéril
foi gentilmente introduzida na abertura do trato vaginal sem que ocorresse penetracdo. O
lavado obtido, contendo as células epiteliais da mucosa vaginal, foi colocado sobre uma

lamina e analisado a fresco no microscopio éptico AXIO IMAGER M2® na objetiva de
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10X. Apos a coleta do lavado, os animais submetidos aos testes comportamentais também
foram habituados ao procedimento de contencdo para a administragcdo de drogas. Os
animais eram contidos gentilmente sobre a grade por 5 segundos.

Neste estudo, as fémeas normociclantes foram submetidas a um periodo de
adaptacdo a técnica de esfregaco vaginal por 10 dias antes do inicio dos experimentos
comportamentais. O objetivo desta adaptacdo foi de minimizar o estresse causado pela
coleta do lavado vaginal no dia do ensaio comportamental.

Nos experimentos envolvendo ovariectomia, o lavado vaginal dos animais OVX
foi analisado por 3-5 dias para confirmacdo do estabelecimento do modelo de pos-
menopausa (auséncia de ciclagem). No grupo SHAM, utilizado para imunofluorescéncia,
0 ciclo dos animais foi acompanhado por 10 dias. Animais na fase proestro foram
sacrificados no periodo da tarde para compor o grupo SHAM-PE e aqueles na fase

metaestro foram sacrificados no periodo da manh& e compuseram o grupo SHAM-MET.

i C.Metaestro :

Figura 8. Citologia vaginal representando os quatro estagios do ciclo estral de camundongos
C57BL6 fémeas de 8-10 semanas de idade. O ciclo é composto pelas fases consecutivas de (A)
proestro, (B) estro, (C) metaestro e (D) diestro. Fotografias obtidas em microscopio dptico com objetiva
de 10X.
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4.3. Procedimentos Cirurgicos

A. Ovariectomia (OVX) e Controle (SHAM)

Para o estabelecimento de um modelo animal de pds-menopausa, utilizou-se a
ovariectomia bilateral, que consiste na retirada cirdrgica de ambos 0s ovarios. Os animais
receberam uma injecdo de tramadol (1mg/kg) 30 minutos antes do inicio da cirurgia de
ovariectomia. Logo apoés, eles foram anestesiados com isoflurano (indugdo a 3%,
manutencdo entre 1.5-2%). A regido lateral do abdémen foi tricotomizada e higienizada
com Polivinil Pirrolidona lodo (PVPI) e, bilateralmente, a pele e a musculatura foram
incisadas longitudinalmente na regido abaixo da Ultima vértebra lombar. Os ovarios
foram, entdo, expostos e removidos no grupo OVX (Figura 2). No grupo controle
(SHAM) o procedimento foi similar, porém, apos a identificacdo e exposicao, 0s ovarios
ndo foram removidos. Posteriormente, a pele foi suturada e os animais foram mantidos
no biotério por 12 semanas. Os animais utilizados nos ensaios comportamentais foram
submetidos a cirurgia estereotaxica para infusdo de drogas intra-CeA na 112 semana.
Aqueles usados na imunofluorescéncia foram submetidos a perfusdo cardiaca para

obtencdo dos cérebros na 122 semana.
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Figura 9. Cirurgia de ovariectomia bilateral em camundongos (Modificado de Sophocleous & Idris,
2014).
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B. Cirurgia Estereotaxica

A cirurgia estereotaxica foi utilizada para implantacdo de cénulas guia (24G,
10mm) tendo como alvo o nucleo central da amigdala (CeA). Esta técnica permite o
posicionamento preciso de canulas, seguindo coordenadas cartesianas tridimensionais.

Os animais receberam uma injecdo de tramadol (1mg/kg) 30 minutos antes do
inicio do procedimento cirurgico e foram entdo anestesiados com isoflurano (inducéo a
3%, manutencdo entre 1.5-2%) e posicionados ao aparelho estereotaxico. Os olhos dos
animais foram hidratados com solucdo salina para evitar ressecamento, ja que estes
animais ndo os fecham quando anestesiados. Ao detectar a auséncia de resposta reflexa
ao pingar das patas, a regido da cabeca foi tricotomizada e higienizada com 3 repeti¢oes
de iodopovidona (PVPI 10%), usando um cotonete. Em seguida, uma injecdo subcutanea
de lidocaina (2mg) foi administrada e ap6s alguns minutos o cranio foi exposto através
de uma incisdo com bisturi. O peridsteo foi removido, e o bregma e o lambda foram
alinhados. O bregma foi utilizado como a referéncia e as coordenadas, adaptadas de
Paxinos e Franklin (2001) e padronizadas no laboratorio, foram utilizadas para a
implantacdo das canulas guia na amigdala central. As coordenadas utilizadas, em mm,
foram: Antero-Posterior (AP): -1.0; Latero-Lateral (LL): £2.7; Dorso-Ventral (DV): -3.7.
As cénulas foram posicionadas 1mm acima da regido de interesse, de modo a evitar
qualquer tipo de dano ao tecido alvo.

Em seguida, foi realizada a trepanacdo bilateral utilizando uma broca
odontoldgica nos locais correspondentes as coordenadas AP e LL. As canulas-guia foram
colocadas num adaptador fixado a torre do estereotéxico e abaixadas lentamente atraves
dos orificios abertos anteriormente até atingirem a coordenada DV. As céanulas foram
fixadas com cimento de zinco ou cimento C&B Metabond e em seguida o adaptador foi
retirado. Uma canula oclusora de menor espessura foi colocada no interior de cada canula
guia para evitar o entupimento. A regido do cranio exposta foi coberta por acrilico
dentario formando o capacete (Figura 10). Os animais repousaram por no minimo 5 dias

apos o inicio dos ensaios comportamentais.
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Figura 10. Cirurgia estereotaxica. Implantacéo de canulas intra-CeA em camundongos C57BL6.

4.4. Histologia para confirmacao do posicionamento das canulas

Apos o término dos ensaios comportamentais, os animais foram anestesiados com
ketamina (100mg/kg) e xilazina (10mg/kg) i.p. e perfundidos com tampé&o fosfato salina
(PBS) 0,01M e paraformaldeido (PFA) a 4%. Os cérebros foram removidos e colocados
em PFA (paraformaldeido) 4% por 24h, seguidos de armazenamento em solugdo de
sacarose 30%, para posterior sec¢cdo em criostato (Leica CM 1860).

As fatias com espessura de 50um foram coradas com vermelho neutro. As
laminas foram mergulhadas na solucéo de vermelho neutro por 10 minutos e lavadas em
agua destilada por imersdo por 45s. Em seguida, foram mergulhadas sequencialmente por
45s em etanol 70%, etanol 80%, etanol 90% e, por fim, em xilol 100%. As laminas foram
montadas em Entelan e observadas em lupa. Apenas 0s animais com canulas posicionadas
no local desejado (1mm acima da CeA) foram incluidos nos grupos experimentais (Figura
11).

Figura 11. Corte histolédgico para verificagdo do posicionamento das canulas-guia, cujo alvo foi o
nucleo central da amigdala (CeA). * indica ao alvo da injecdo. BLA: amigdala basolateral.
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4.5. Tratamentos Farmacologicos

Todos os tratamentos farmacoldgicos foram realizados 15-20 minutos antes dos
ensaios comportamentais ou da sesséo de treino do condicionamento ao medo pelo som,
exceto o tratamento com bicuculina, que também foi administrada imediatamente apos a
sesséo de treino.

As drogas foram injetadas intra-CeA utilizando-se uma cénula injetora (30G,
I11mm) acoplada a um tubo de polietileno ¢ a uma seringa Hamilton de 10ul. Foi
administrado um volume de 200nl/lado, numa velocidade de 5ul/min. Para a
administracdo das drogas, os animais foram contidos gentilmente pelo experimentador
sem anestesia ou sedagéo para colocacdo da canula injetora, seguidos da injecéo, quando
0 animal permaneceu livre.

Cada animal foi submetido a dois protocolos comportamentais, sendo realizadas
duas administracGes de droga por animal, com intervalo de no minimo 3 dias. Apenas 0s
animais submetidos ao Experimento 3 receberam trés injegOes intra-CeA, pois foram
utilizados anteriormente no Experimento 5. No Experimento 7, os animais receberam
duas injecOes consecutivas, com intervalo de 3-5min, sendo a ultima injecao realizada 15-
20 minutos antes da sessdo de treino.

As respectivas doses, concentracdes e volumes encontram-se na Tabela 1.
Baseando-se em trabalhos encontrados na literatura ou realizados pelo nosso grupo,
selecionamos doses que foram efetivas em alterar comportamentos ou tarefas de memaria
em camundongos quando injetadas centralmente.

Para modulacdo da atividade GABAEérgica da CeA, foi utilizada a bicuculina
(1(S),9(R)-(—)-bicuculline methiodide), um antagonista competitivo que interage com 0s
sitios de ligacdo do GABA nos receptores GABA-A (Dong et al., 2017; Forman et al.,
2009). Em contrapartida, o muscimol (5-(aminomethyl)-isoxazol-3-ol) é uma molécula
capaz de ativar o receptor GABA-A, atuando como agonista através de sua ligacao direta
ao sitio de ligacdo do GABA (Forman et al., 2009; Sato et al., 2015). Para esses ensaios,
utilizamos DMSO 20% ou salina como veiculo.

Para verificar a sinalizagdo pelos estrégenos na CeA de fémeas OV X, foi utilizada
a forma sintética hidrossolivel do p-estradiol, encapsulada em hidroxipropil-p-
ciclodextrina (HBC), administrada numa dose de 5Sug/lado (Jaekyoon Kim et al., 2016).

A molécula HBC diluida em salina fo1 utilizada como veiculo.
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Para o bloqueio da acéo dos estrogenos enddgenos, foram utilizados antagonistas
seletivos para os ERs. O TPBM [theophylline, 8 [(benzylthio)methyl]-(7CI,8CI)] é uma
molécula cujo principal mecanismo de a¢do é diminuir a interacdo entre 0 complexo E2-
ER no citoplasma, impedindo sua acdo sobre o elemento responsivo ao estrégeno (ERE)
no DNA, logo, bloqueando sua acdo genémica (Mao et al., 2008). A dose escolhida foi
aquela capaz de antagonizar o efeito promnésico do E2 no hipocampo dorsal na fase de
consolidacdo da memdria de reconhecimento de objeto (ORM) (Pereira et al., 2014). O
PHTPP (4-[2-Phenyl-5,7-bis (trifluoromethyl) pyrazolo[1,5-a]pyrimidin-3-yl]phenol) é
um antagonista competitivo dos ERp, altamente seletivo (36x) para este receptor em
comparacgdo ao ERa (Compton et al., 2004). A dose utilizada foi extraida dos trabalhos
de Pereira et al. (2014) Kim & Frick (2017), cujos alvos eram o hipocampo. O G15 (4-
(6-Bromo-benzo[1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H- cyclopenta[c]quinoline) ¢é
um antagonista competitivo altamente seletivo aos receptores de estrogeno acoplados a
proteina G (GPER/GPR30) (Dennis, 2004). A dose utilizada foi extraida de Kim et al.
(2016). Como veiculo, utilizamos DMSO 20%.

Tabela 1. Drogas administradas intra-CeA e suas respectivas doses, concentracgdo e volume.

Droga Fabricante e Propnec{ade Conc. Dose Volume
# Cat. farmacolégica
Sigma- antagonista do receptor
Bicuculina Aldrich; g P 0,5ug/uL 100ng/lado 200nL
GABA-A
14343
Sigma- agonista do receptor
Muscimol Aldrich; g P 0,15ug/uL 30ng/lado 200nL
GABA-A
M1523
. 17-B estradiol sintético
Sigma- hidrossoluvel
. e .
Estradiol A'\:_Igggg (encapsulado em 25ug/ul 5ug/lado 200nL
ciclodextrina - HBC)
Sigma- antagonista seletivo do
TPBM Aldrich; receptor de estrogeno 250ng/uL 50ng/lado 200nL
T5202 alfa (ERa)
Tocris; antagonista seletivo do
PHTPP receptor de estrogeno 1ng/uL 0,2ng/lado 200nL
2662 beta (ERB)
Tocris; antagonista seletivo do
G15 receptor de estrdgeno 37ng/uL 7,4ng/lado 200nL
2678 GPER

* Corresponde a aproximadamente 1,33ug/uL de E2 livre.
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4.6. Testes Comportamentais

Os ensaios comportamentais foram realizados entre 9:00 e 14:00. Fémeas
normociclantes foram submetidas a analise do ciclo estral por esfregaco vaginal pelo
menos 1 hora antes do inicio de cada sessdo, no inicio da manha. Todos os testes foram

filmados para analise posterior por um observador cego ao grupo experimental.

A. Condicionamento ao medo auditivo

Para a aquisicdo e evocacdo da memoria de medo condicionado pelo som, foi
utilizada uma caixa de condicionamento (Insight; 390 x 470 x 320mm), que possui um
assoalho acoplado a um estimulador elétrico e um emissor de som.

Na tarefa de condicionamento ao medo pelo som, o protocolo consistiu de uma
sesséo de treino e uma sessdo de teste, realizadas em dois dias consecutivos (Figura 12).
No primeiro dia, as paredes da caixa foram revestidas com listras na vertical e o alcool
70% foi utilizado como componente olfativo do contexto (contexto A). O assoalho foi
mantido como o original da caixa de condicionamento, composto por barras cilindricas
dispostas paralelamente, por onde a corrente elétrica € conduzida. Neste dia, o protocolo
seguiu as seguintes etapas: 120s de habituacgéo inicial seguidos por 30s de exposi¢ao ao
som de 1KHz (estimulo condicionado, CS) e nos Ultimos 2s de apresentacdo do som, este
foi pareado a um choque de 0.7mA (estimulo incondicionado, US). Em seguida, o animal
permaneceu na caixa por 30s (periodo pos-pareamento) e retornou para sua gaiola.

No segundo dia, 24h apds o treino, para testar se o animal condicionou 0 som ao
choque e excluir os elementos contextuais que poderiam evocar uma memoria contextual,
o animal foi colocado em um contexto diferente (contexto B). Neste novo contexto, as
pistas visuais, tateis e olfativas da caixa foram alteradas: as paredes foram revestidas com
papel liso, foi utilizado alcool acético 1% como componente olfativo e o assoalho foi
modificado de modo a encobrir as barras cilindricas com uma grade quadriculada de
arame. O teste da memdria de medo condicionado ao som consistiu em 180s de
habituacdo na caixa (Pré-CS), seguidos de 180s da apresentagdo do mesmo som usado na

sesséo de treino (CS) (Figura 12).

43



CONTEXTO A

TREINO
Habituacao Som Pds-pareamento
‘ 120s ‘ ‘]) 30s ‘ 30s
Cs+uUs
ool 70% Estimulo condicionado
(CS): Som 1kHz, 75dB
Estimulo incondicionado
(US): Choque 0.7mA
CONTEXTO B

TESTE (24h apos)

[ Precs B r

Acido acético 1%

Figura 1211. Protocolo de condicionamento ao medo pelo som (cued fear conditioning). O protocolo
consiste na sessao de treino (dia 1) e na sesséo de teste (dia 2) realizado apds 24h em diferentes contextos.

O comportamento de congelamento (freezing) foi contabilizado durante o treino e
o teste. Utilizamos uma frequéncia de amostragem de tempo de 5s em que foi assinalado,
para cada janela, se houve ou ndo a ocorréncia de freezing (Curz et al., 2009). O nimero
de janelas de tempo assinaladas foi expresso em forma de porcentagem do total de janelas
avaliadas. Na sessdo de treino, o freezing foi quantificado durante a habituacéo,
apresentacdo do som, e pds-pareamento. No teste, esse comportamento foi contabilizado
durante as sessdes pré-evocacdo (habituacdo na auséncia do som, pré-CS) e pds-evocacao
da memoria (apresentacdo do som, CS).

Durante a sessao de treino, também foi avaliada a reacdo dos animais ao choque.
Vaérios fatores podem afetar como o animal percebe o choque, dentre eles condicdes
emocionais e diferencas na sensibilidade periférica ou percepc¢do central, e desta forma,
podem afetar a formacéo da associa¢do choque-som. Neste estudo, pretendeu-se verificar
se a reacdo ao choque foi alterada pelo tratamento farmacoldgico, visto que este foi
realizado antes do pareamento. A reacdo observada apds a passagem da corrente, por um
periodo de 2s, foi classificada de acordo com o score apresentado na Tabela 2 (Nielsen
& Crnic, 2002).
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Tabela 2. Score de reacdo ao choque (US).

Score Comportamento  Descricdo

0 Auséncia de Atividade normal sem qualquer reacgéo perceptivel.
resposta
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 trds (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.

3 Corrida Movimento horizontal para a frente (maior que 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 elevacdo da resposta e do ‘salto horizontal” pela
elevacgdo vertical.

B. Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado é um aparato validado para avaliar comportamentos
do tipo-ansioso em roedores. O animal é colocado inicialmente no centro do aparato
(Figura 13), que consiste em um labirinto de acrilico elevado a 45 cm do solo formado
por quatro bragos, sendo dois abertos opostos entre si (30 x 5 cm) e dois fechados também
opostos entre si (30 X 5 x 15 cm). Os bragos abertos apresentam uma barra lateral de 0,25
cm como protecdo, evitando a queda dos animais. Este teste foi realizado sob luz
vermelha, visto que a luz branca pode ser ansiogénica.

Este paradigma baseia-se na tendéncia natural dos roedores em preferir espacgos
escuros e fechados somado a seu medo inato a alturas e espacos abertos. O uso de drogas
ansiogénicas reduzem o tempo gasto nos bragos abertos, enquanto que as ansioliticas o
aumentam. Sendo assim, ao testar novos farmacos ou delinear os substratos neurais
subjacentes a ansiedade, sdo quantificados parametros que acessam a permanéncia do
animal nos bracos abertos e fechados do aparato e comportamentos que séo engajados
durante a sesséo (Walf & Frye, 2007).

Para a realizacdo do teste, ap6s a limpeza do aparato utilizando-se alcool 70%, os

camundongos foram colocados individualmente no centro do aparato, com a cabeca
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voltada para um dos bragos abertos e seu comportamento foi avaliado durante os 5
minutos que permaneceram no aparato. Os parametros comportamentais avaliados neste
teste foram: a porcentagem do tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos em
relacdo ao tempo nos bragos fechados, a porcentagem de entradas nos bragos abertos, e a
frequéncia em que os animais efetuaram comportamentos de exploracdo/avaliacdo de

risco, como mergulhos de cabeca (dipping), e exploracéo vertical (rearing).

Centro

— Bracos abertos

Figura 123. Labirinto em cruz elevado. A. Aparato consistindo de dois bracos abertos e dois bragos
fechados elevados do solo. B. Delimitacdo das areas em bragos fechados, bracos abertos e area central
para analise.

C. Campo aberto

Este teste foi utilizado para verificar alteracbes na atividade locomotora dos
animais ap6s administracdo de drogas intra-CeA. A locomoc¢do é um parametro
importante, pois a alteracdo na integridade da atividade locomotora dos sujeitos
experimentais pode confundir a interpretagdo do comportamento de freezing.

O aparato utilizado consiste em uma arena em acrilico de dimensdes 50 x 50 x 50
cm (Figura 14A). Esta arena € dividida em 16 quadrantes, sendo eles divididos em area
central e periférica (Figura 14B). O animal foi colocado inicialmente no centro da arena
e permitiu-se a exploracdo livre por 5 minutos. Entre um animal e outro, a caixa foi
higienizada com alcool 70%. Este teste também foi realizado sob a luz vermelha.

Como medida de mobilidade, foram avaliados os cruzamentos totais, ou seja, 0
numero de vezes que o animal cruzou os quadrantes (Seibenhener & Wooten, 2015). O
segundo parametro extraido foi a porcentagem de cruzamentos no centro da arena,
utilizado como uma medida indireta do comportamento tipo-ansioso. A tigmotaxia -
tendéncia a permanecer proximo as paredes do campo aberto para reconhecer o ambiente

por meio de pistas tateis usando as vibrissas - € um pardmetro associado a ansiedade em
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roedores. Constatou-se que o0s niveis de tigmotaxia crescem conforme a ansiedade
aumenta, o que foi validado com drogas ansiogénicas versus ansioliticas (Simon et al.,
1994).

-. . .74> Periferia

— Centro

Figura 14. Campo aberto. A. Aparato consistindo de uma arena quadrada a qual o animal pode explorar
livremente. B. Delimitacéo das areas de periferia e centro para analise.

4.7. Imunofluorescéncia

Para analise quantitativa do contetdo da proteina GAD65/67 na amigdala de
fémeas OVX e SHAM, como medida do tonus inibitorio desta estrutura, foi realizada a
técnica de imunofluorescéncia pelo método free floating. As amostras foram obtidas de
16 animais, divididos nos grupos OV X, SHAM-PE (animais em proestro) e SHAM-MET
(animais em metaestro). Todos os animais foram submetidos & perfusdo intracardiaca,
conforme descrito no topico anterior, e seus cérebros foram armazenados em solucdo de
sacarose 30% apds fixacdo em PFA 4% por 24h. Cortes coronais de todo o cérebro, com
espessura de 40 um, foram obtidos por meio da secgé@o do tecido em criostato. As fatias
foram imersas em solucdo crioprotetora em placas contendo 96 pocos, sendo colocadas 3
fatias em cada poco, e armazenadas a -20°C.

Para selecdo das fatias que continham a amigdala (BLA e CeA), a morfologia do
hipocampo foi utilizada como referéncia. Foram selecionadas 6 fatias de cada animal,
iniciando-se quando o hipocampo dorsal ainda ndo estava presente até o aparecimento do
hipocampo ventral. Dentro desta faixa, um a cada dois pocos foi amostrado, de modo que
uma fatia era escolhida dentre as trés contidas em um po¢o, e 0 pogo seguinte foi saltado.

Os tecidos foram lavados em PBS 3 vezes por 5 minutos e mantidos em PBS-T
0.1% overnight a 4°C. No dia seguinte, as fatias tiveram seus sitios imunorreativos
inespecificos bloqueados por soro normal de cabra (NGS) diluido a 5% em PBS-T 0.3%
por 2h a temperatura ambiente. As sec¢des cerebrais foram incubadas por 48h a 4°C com
0 anticorpo primario anti-GAD65/67 produzido em coelho (Chemicon AB1511; 1:600)
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diluido em PBS-T + NGS 5%. Apo0s incubacéo, as fatias foram lavadas 3x em PBS e, em
seguida, os cortes foram incubados por 1h30 a temperatura ambiente com o anticorpo
secundario IgG anti-coelho produzido em cabra e conjugado ao Alexa Fluor 488 (1:400)
diluido em PBS-T + NGS 5%. Os cortes foram lavados 4x por 5 minutos em PBS,
mergulhados em d&gua destilada brevemente, para posterior etapa de reducdo da
autofluorescéncia derivada de lipofuscina, que consistiu no tratamento das fatias com uma
solugéo de CuSO4 1mM em acetato de amonio 50Mm (pH 5.0) por 1h (Spitzer et al.,
2012). Finalmente, ap6s mergulhadas em dH20 e lavadas 3x em PBS, os cortes foram
incubados com o marcador DAPI (1:2500) diluido em PBS por 5 min para evidenciar o
ndcleo celular. Todas as fatias incluidas neste estudo foram simultaneamente submetidas
aos passos citados, evitando possiveis perturbagdes ao método.

As laminas foram montadas para a analise em microscépio de fluorescéncia
utilizando-se o meio de montagem aquoso nao-fluorescente Hydromount (National

Diagnostics). Estas foram armazenadas fora do alcance da luz a 4°C.

4.8. Andlise das imagens de imunofluorescéncia

Para as analises da imunofluorescéncia para GADG65/67, as imagens foram
adquiridas no microscopio de fluorescéncia AXIO IMAGER M2®. O marcador DAPI
foi utilizado para auxiliar na delimitacdo das areas analisadas, BLA e CeA, nas fotos
obtidas na objetiva 5X.

Para obtencdo das imagens, os parametros de aquisi¢cdo (tempo de exposicao,
ganho digital, brilho e contraste) foram definidos e padronizados para obter uma faixa
ampla da intensidade do sinal. Tais parametros foram estabelecidos utilizando amostras
sobressalentes, ndo interferindo na aquisicdo do sinal nas amostras experimentais, e
mantidos ao longo da aquisi¢do de todas as imagens, realizada na objetiva de 20X. As
imagens capturadas foram salvas em formato TIF 8-bit.

As imagens foram remontadas utilizando o Photoshop, pela funcdo Photomerge,
que combina as fotos pelas areas que se sobrepdem entre elas. Esta fungdo ndo edita ou
modifica quaisquer parametros das imagens originais. Ap6s, no software ImageJ, a escala
das montagens foi ajustada igualmente para todas as fotos (1,952 um/pixel). As regides
correspondentes a BLA ou CeA foram delimitadas, recortadas de cada foto e salvas

separadamente (Figura 16).
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Para analise da fluorescéncia em cada regido, foi utilizada a funcéo Auto threshold
(limiar automatico) do tipo Triangle, contida no ImageJ. A funcdo Triangle define um
limiar conforme o histograma de intensidade de pixels. Para cada imagem (da regido
previamente remontada), esta funcdo desenha uma linha que liga 0 pico maximo de
intensidade do histograma a extremidade mais distante, proxima ao preto ou ao branco.
A funcdo busca o ponto de maior distancia entre a reta tracada e o grafico. O valor de
pixel correspondente a esse ponto é somado a uma constante, definindo o limiar (THR,
Figura 15). Neste caso, portanto, um valor diferente de limiar é definido para cada
imagem. Em poucos casos, a funcdo definiu um limiar muito proximo ao preto que nao
separou o background da marcagdo (proximo ao branco). Nesses casos, as imagens nao

foram utilizadas nas anélises.

INTENSITY HISTOGRAM

Figura 13. Determinacao do limiar para cada imagem pela funcdo de limiar automatico Triangle. O
limiar é definido tracando uma linha entre o pico de intensidade do histograma e o valor extremo do
histograma. A funcdo busca o ponto de maior distancia entre a reta tracada e o grafico. O valor de pixel
correspondente a esse ponto é somado a uma constante, definindo o limiar. Fonte: Zack, Rogers, and Latt
1977.

Ao verificar que o background entre as imagens do grupo OVX se diferia dos
demais grupos, aplicamos a funcdo Subtract background em todas as imagens e repetimos
as anélises conforme feito anteriormente (Figura 16).

A cada imagem analisada, foram extraidos os valores da area total, area marcada
fluorescente e raw integrated density (soma das intensidades dos pixels marcados). Para
cada animal, os valores de todas as imagens remontadas por regido (BLA ou CeA) foram
somados e normalizados pela area total. Os dados foram apresentados como porcentagem

da area fluorescente e intensidade dos pixels por area total.
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Limiar automatico
Triangle

Figura 14. Andlise das imagens de imunofluorescéncia para GAD65/67 na BLA e CeA utilizando o
software ImageJ.

4.9. Desenhos experimentais

Experimento 1: Fémeas normociclantes tiveram canulas implantadas na CeA. Receberam
bicuculina (n=9), muscimol (n=5) ou DMSO 50% (n=9) 15 minutos antes do treino e

foram testadas apos 24h.

15 min pré-TR
I' 3= { ‘ 7d 24h
‘ - M0 -
Fémeas C57BL/6 Implantacgo de TREINO TESTE
8-10 semanas canulas na CeA Condicionamento ao medo

Avaliaggo do ciclo estral

Experimento 2: Fémeas OV X (12 semanas) tiveram canulas implantadas na CeA e foram
divididas em quatro grupos conforme tratamento e periodo da injecdo: 1) bicuculina (n=5)
ou 2) salina (n=6) injetadas 15-20 minutos antes do treino e 3) bicuculina (n=11) ou 4)

salina (n=9) injetadas imediatamente apds o treino.
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24h
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Condicionamento ao medo

Experimento 3: Fémeas OV X (12 semanas) receberam bicuculina (n=9) ou DMSO 20%

(n=7) 15 minutos antes do labirinto em cruz elevado e, trés dias ap0s, receberam a mesma

droga antes do teste de campo aberto. Esses animais ja haviam passado pelo protocolo de

condicionamento ao medo.

. 11 semanas l " |
,“ .

Fémeas C57BL/6

8-10 semanas Implantagdo de

canulas na CeA

Ovariectomia
bilateral

Experimento 4: Fémeas OVX (n=5), SHAM-PE (Pro-estro; n=6) e SHAM-MET

(Metaestro; n=4) (12 semanas) foram sacrificadas para coleta de amostras da BLA e CeA

para deteccdo de GADG65/67 por imunofluorescéncia.

12 semanas —
- ovX
b = Ovariectomia
Bilateral (OVX) SR
Fémeas CS7BL/6 '
8-10 semanas .
11 semanas
_
SHAM-MET
Sham _
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Experimento 5: Fémeas OVX (12 semanas) tiveram canulas implantadas na CeA e
receberam p-estradiol (encapsulado em HBC; n=9) ou HBC (em salina; n=7) 15-20

minutos antes do treino. Os animais foram testados apos 24h.

15 min
pré-TR

“ ’ 11 semanas IV i i 7d 24h
e , -

Fémeas C57BL/6 Ovariectomia Implantag8o de TREINO TESTE

8-10 semanas bilateral canulas na CeA Condicionamento ao medo

Experimento 6: Fémeas normociclantes tiveram canulas implantadas na CeA e receberam
antagonistas de ERs (TPBM n=9; PHTPP n=10; ou G15 n=7) ou DMSO 20% (n=13) 15-
20 minutos antes do treino de condicionamento. Os animais foram submetidos ao teste de
campo aberto 15 min apds administracdo das mesmas drogas com um intervalo de no
minimo 3 dias (DMSO n=15; TPBM n=11; PHTPP n=7; G15 n=8). Dado o efeito do
TPBM no teste de memdria, outro grupo de animais foi submetido ao labirinto em cruz
elevado 15min apds injecdo das drogas intra-CeA (DMSO n=8; TPBM n=9). Animais
também foram testados 24h apo6s do tratamento no campo aberto e labirinto em cruz
elevado (DMSO n=8-9; TPBM n=9-10) no minimo 3 dias apos terem passado pelo

condicionamento ao medo.

15 min pré-TR 15 min antes

@ et ]

Fémeas CS7BL/6 Implantagiio de TREINO TESTE

8-10 cdnula o 4 a E 2
Semanas dnulas na Ced ondicionamente ac medo

Experimento 7: Fémeas normociclantes tiveram canulas implantadas na CeA e receberam
duas injecBes consecutivas, sendo a UGltima 15 minutos antes do treino. Foram
administradas as drogas nas seguintes combinag¢des: DMSO 20% + DMSO 20% (n=5),
DMSO 20% + BIC (n=6), TPBM + DMSO 20% (n=9) e TPBM + BIC (n=7).
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Avaliagdo do ciclo estral

4.10. Estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Anderson-Darling (o = 0,05)
no software MINITAB (Versao 14). Testes ndo-paramétricos foram aplicados as anélises
em que pelo menos um grupo apresentou distribuicdo fora da normalidade. Os dados
normais sdo mostrados como média + SEM (erro padrdo da média) e os dados ndo
normais como mediana x 11Q (intervalo interquartil). Todos os testes foram executados
pelo software GraphPad Prism 6, utilizando-se nivel de significancia a. = 0,05.

Para comparagdo dos comportamentos de freezing durante a sessdo de treino dos
experimentos de condicionamento ao medo pelo som, foi utilizado teste t de Student ou
ANOVA de 1 via dependendo do numero de grupos, e seus respectivos testes ndo-
paramétricos Mann-Whitney e Kruskall-Wallis. Foi utilizada correcdo de Dunn nas
comparag6es multiplas.

Para comparagdes durante o teste, utilizou-se ANOVA de 2 vias com medidas
repetidas, sendo analisados os fatores ‘tratamento’ ¢ ‘sessdo’ (Pré-CS vs. CS) e a interacéo
entre eles. Analises post-hoc foram executadas conforme a necessidade e estdo
explicitadas nos resultados. Aplicamos a correcdo de Sidak entre sessGes de um mesmo
grupo, e de Dunnett na comparacao dos tratamentos em relagdo ao grupo controle.

Nos experimentos de campo aberto, labirinto em cruz elevado e nas analises
referentes ao ensaio de imunofluorescéncia para GADG65/67, para os dados com
distribuicdo normal, as médias dos grupos foram comparadas por teste t de Student ou
ANOVA de 1 via, seguido do post-hoc adequado. Para os dados que ndo seguiram
distribuicdo normal, as medianas foram comparadas pelos testes ndo-paramétricos Mann-

Whitney (2 grupos) ou Kruskall-Wallis (3 grupos ou mais).
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5. RESULTADOS

5.1. Em fémeas normociclantes, a inibicdo do nucleo central da amigdala (CeA)
durante a sessdo de treino impede a aquisi¢do da memdria de medo condicionada

ao som.

A CeA é um ndcleo amigdaloide tradicionalmente envolvido na expressao da
memoria de medo condicionado, em roedores machos. Recentemente, sua fungdo tem
ganhado novo significado devido a sua participacao também na aquisi¢do desta memoria.
Entretanto, a participacdo da CeA na memdria de medo condicionado em fémeas é
desconhecida.

Para testar a participacdo deste nicleo na aquisicdo da memoria de medo em
camundongos fémeas, selecionamos drogas capazes de modular neurbénios contendo
receptores GABA-A. Utilizamos a bicuculina (BIC) e o muscimol (MUS), um
antagonista e um agonista dos receptores GABA-A, respectivamente. Os grupos
experimentais foram compostos por fémeas normociclantes, contendo distribuicio
semelhante de animais em diferentes fases do ciclo estral.

As drogas foram injetadas 15 minutos antes da sessdo de treino. Desta forma, o
comportamento dos animais foi observado e quantificado durante o treino para verificar
se 0s tratamentos alteraram o freezing incondicionado ou a reagdo aos estimulos. Durante
a habituacdo (Figura 17A), o freezing incondicionado ndo diferiu entre o grupo controle
(DMS0O=0+0) e os grupos que receberam bicuculina (BIC=0+0) ou muscimol
(MUS=04+8,33) (H2= 3,96; p=0,14). Porém, durante a apresentacdo do som (Figura 17B),
0 grupo MUS (16,67+25,00) exibiu mais comportamento de freezing comparado ao
DMSO (0+£0) e BIC (0+0) com o valor de p proximo a significancia (H2=5,69; p=0,058).
Novamente se diferenciando dos demais, durante o pareamento CS+US, verificamos uma
diminuicdo da reacdo ao estimulo nocivo no grupo MUS (3+0) em relacdo ao controle
(4,0£0,5) utilizando o Score de Nielsen & Crnic (2002) (H2= 6,978; p=0,03; teste de
comparacdo multipla de Dunn; Figura 17C). Nao houve diferenca entre o grupo BIC
(3+1) e o grupo controle, embora os animais BIC tenham realizado “corridas” em maior
frequéncia. Apds o pareamento, periodo em que o animal permaneceu na caixa por 30s
adicionais, houve diferenca estatistica no freezing entre os animais que receberam MUS
(50+66,66) e aqueles que receberam BIC (0+16,67) (Figura 17D), mas nenhum deles foi
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significativamente diferente do grupo DMSO (0+33,34) (H.=7,91; p=0,019; teste de
comparagao multipla de Dunn).

Na sesséo de teste, espera-se que o animal que estabeleceu a associagédo CS-US
realize mais comportamentos de medo durante a apresentacdo do CS em relacdo ao
periodo pré-CS. Para esta analise, os grupos foram comparados por ANOVA de 2 vias
com medidas repetidas cujos fatores foram ‘sessdo’ (pré-CS vs. CS) e ‘tratamento’
(DMSO, BIC ou MUS). Foi encontrado efeito dos fatores ‘sessdo’ (F1,20=25,6; p<0,0001)
e ‘tratamento’ (F2,20=14,6; p=0,0001), uma interacdo entre os fatores (F2,20=4,75; p=0,02),
mas ndo houve efeito dos ‘sujeitos’ (F2020=1,75; p=0,11). O teste de comparacoes
maltiplas de Dunnett, usado para verificar diferenca dos tratamentos em reacdo ao
controle, revelou diferenca estatistica entre o grupo MUS-pré-CS (2,22+1,62) e 0 grupo
DMSO-pré-CS (17,89+2,18) (p<0,05) e entre MUS-CS (3,33+2,22) e DMSO-CS
(41,97+3,60) (p<0,0001). Nao houve diferenca entre as sessdes BIC-pré-CS (11,7+3,42)
e BIC-CS (31,46+6,33) comparadas as respectivas sessdes do grupo DMSO (Figura 17E).

Tendo em vista o efeito da ‘sessdo’, verificamos se houve aprendizado dentro de
cada grupo experimental, ou seja, se o0s valores pré-CS diferiram dos valores encontrados
na sessdo CS. Nos grupos DMSO e BIC, a associacdo foi estabelecida (teste de
comparagGes multiplas de Sidak, p<0,001). O grupo MUS mostrou-se mais uma vez
diferenciado dos demais grupos, ndo tendo ocorrido a aprendizagem (Figura 17E).

Esses resultados demonstram que a inibi¢do da CeA, resultante do aumento da
sinalizacdo GABAEérgica, impede a formacdo de memorias de medo condicionado ao som
em fémeas normociclantes. A inibicdo da CeA também diminui a reacdo ao choque nesses

animais.
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Figura 15. Efeito da inibi¢do e desinibicdo da CeA de fémeas normociclantes durante o treino de
aquisicdo da memoria de medo condicionado ao som. O agonista GABAérgico muscimol (MUS) e o
antagonista bicuculina (BIC) foram injetados intra-CeA 15 minutos antes do treino. A, Freezing durante a
habituagdo. B, Freezing durante a apresentacdo o som. C, Reacédo ao choque. D, Freezing apds pareamento
CS+US. E, Teste da memdria de medo condicionado realizado 24h apos treino. O freezing foi analisado na
sessdo pré-CS e CS. Os dados sdo mostrados como mediana + 11Q em A-D (Kruskal-Wallis) e média +
SEM em E (ANOVA de 2 vias; comparagoes multiplas de Dunnett em Pré-CS e de Sidak em CS). DMSO
n=9, BIC n=9, MUS n=5. * p<0,05; *** p<0,001 e **** p<0,0001.
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5.2. A desinibicdo da CeA durante a aquisicdo recupera a memoria de medo

condicionado ao som em fémeas ovariectomizadas (OVX) por 12 semanas.

A CeA expressa receptores de estrégenos (Mitra et al., 2003) e esses hormonios
regulam fendbmenos de plasticidade em outras regides cerebrais por alterar o balanco
excitacdo/inibicdo (Murphy et al., 1998). Logo, € plausivel que a privacdo crénica de
hormdnios ovarianos tenha efeitos sobre a CeA. Anteriormente, nosso grupo observou
que 12 semanas de OVX prejudica a memoria de medo condicionado ao som. Entao,
decidimos testar a hipotese de que fémeas OVX (12 semanas) apresentariam maior
inibicdo tbnica na CeA, comprometendo a memoria de medo e produzindo fendtipo
semelhante ao observado no grupo ‘muscimol’ (MUS, Figura 17).

Para avaliar se o0 prejuizo de memdria encontrado nas fémeas OV X na tese de
doutorado de Cristiane Bastos (2015) foi decorrente de um aumento do tonus inibitorio
na CeA, utilizamos a bicuculina (BIC) para reduzir a sinalizacdo deste neurotransmissor
mediada pelo receptor GABA-A. As drogas foram administradas 15 minutos (Figura
18A-E) antes ou imediatamente apé6s (Figura 18F-J) a sessdo de treino no
condicionamento ao medo pelo som intra-CeA em fémeas OV X (12 semanas) e salina foi
utilizada como controle também em animais OV X.

Ao reduzir a inibicdo da CeA no momento da aquisi¢do, observou-se que 0
comportamento de medo incondicionado foi alterado em alguns periodos do treino. Na
habituacdo, as fémeas OVX que receberam bicuculina (BIC) tiveram o freezing
incondicionado um reduzido (27,50+5,53) comparado aos animais que receberam salina
(SAL: 43,75£8,79), mas esta diferenca nédo atingiu significancia (te=1,49; p=0,17; Figura
18A). No periodo seguinte, na apresentacdo do som, o freezing aumentou em ambos 0s
grupos, mas a bicuculina amenizou este aumento. Os animais BIC realizaram freezing em
46,67+6,24% do tempo enquanto os animais SAL realizaram em 75,00+7,14% do tempo
(to=2,92; p=0,017; Figura 18B). N&o houve diferenca entre 0s grupos na rea¢ao ao choque
(SAL: 5%1,25; BIC:5+2,5; Ug=13,5, p=0,77; Figura 18C). Apds 0 pareamento, 0s animais
dos dois grupos realizaram comportamento de medo elevado, superior a 70% (SAL.:
70,8+30,0; BIC: 80,0+23,3; Us=13,0, p=0,76; Figura 18D).

No teste da memoria de medo (Figura 18E), observou-se efeito da ‘sessdo’
(F19=17,9; p=0,002) mas ndo do ‘tratamento’ (F1,9=0,54; p=0,48). A interacdo entre 0s
fatores (F19=5,1; p=0,051) assim como o fator ‘sujeito’ (Fg9=2,8; p=0,069) ndo foram

estatisticamente significativos. O teste de comparacfes multiplas de Sidak revelou
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auséncia de diferencas entre as sessdes dentro do grupo SAL (pré-CS: 21,8+6,7; CS:
33,8+6,2), reproduzindo os dados anteriores do grupo que mostravam prejuizo de
memoria, porém a bicuculina administrada antes do treino promoveu aumento no freezing
durante CS, acarretando diferenca estatistica entre as sessdes BIC pré-CS (15,6+4,8) e
BIC CS (55,0+14,1) (p<0,01). Esta diferenca observada dentro do grupo BIC pré-TR é
um indicativo da agdo da droga sobre a CeA, embora o fator tratamento na ANOVA nao
tenha sido significativo. E bastante provavel que a ampliacdo da amostra produziria
diferenca estatistica entre os periodos CS nos grupos BIC vs. SAL.

Para verificar se o prejuizo de memdria nas fémeas OVX se devia a prejuizos
restritos a consolidacdo da memaria de medo, injetamos a bicuculina imediatamente apds
o treino (Figura 2F-J). Como esperado, por néo ter havido tratamento farmacol6gico nos
animais previamente a sessdo de treino, 0 comportamento entre 0S grupos que
posteriormente receberiam SAL e BIC ndo mostrou diferencas durante treino (Figura
18F-I). Na habituacdo, animais SAL (8,33£18,75) e BIC (12,50+16,66) ndo diferiram
quanto ao comportamento de freezing (U19=44,5, p=0,48; Figura 18F). A apresentacao do
som (Figura 18G) também ndo alterou o comportamento dos animais divididos nos
diferentes grupos (SAL: 33,33+£9,94; BIC: 30,30£7,39; t19=0,25, p=0,81), embora tenha
aumentado o freezing incondicionado em ambos, comparado a habituacdo. Os grupos se
mostraram extremamente similares na reagdo ao choque (SAL: 5+2; BIC 5+2; U=45,0;
p>0,99) (Figura 18H). Apds o pareamento, 0s animais demonstraram niveis baixos e
semelhantes de freezing no grupo SAL (0+16,67) e no grupo BIC (16,67+16,67)
(U19=43,5; p=0,37; Figura 18l). Portanto, os animais utilizados para injecdo de BIC e
SAL pos-treino constituiam grupos bastante homogéneos.

No dia seguinte, 24h ap6s o treino, os animais foram testados (Figura 18J).
Novamente, houve efeito do fator ‘sessdo’ (F1,17=10,9; p=0,002) mas ndo do ‘tratamento’
(F1,17=0,01; p=0,88) e tampouco interacéo (F1,17=1,04; p=0,46). Foi observado efeito dos
‘sujeitos’ (F17,17=3,6; p=0,006). Dentro dos grupos, de maneira curiosa, 0s animais SAL
mostraram pequeno acréscimo na quantidade de freezing durante o CS (37,35+6,95) do
que no periodo pré-CS (19,45+5,11), apresentando significancia estatistica (p<0,05; teste
de comparagdes multiplas de Sidak). Pelos tracados individuais, percebe-se que uma
parcela dos animais OVX-SAL-pds-TR néo foi capaz de aprender a associacdo choque-
som, enquanto outra foi. A bicuculina injetada ap0s a aquisi¢do ndo foi capaz de alterar a
formacdo da memoria atuando na consolidagdo, visto que 0s animais continuaram

exibindo niveis semelhantes de freezing entre as fases pré-CS (BIC: 23,74+4,65) e CS
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(BIC: 35,35£7,56) (p>0,05) e novamente com animais incapazes de atribuir valéncia ao
som, semelhante ao encontrado no grupo SAL.

Portanto, verificamos que a bicuculina injetada previamente ao treino teve efeito
sobre o aprendizado de medo. Sugerimos a partir desses experimentos que a OVX
bilateral por 12 semanas aumenta a inibicdo tonica da CeA, prejudicando a formacéo da
memoria de medo ainda na fase de aquisicdo. Além disso, a bicuculina pré-treino

minimiza o freezing incondicionado durante alguns momentos do treino de aquisigé&o.
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Figura 16. Efeito da desinibigdo da CeA de fémeas OVX-12w no treino de aquisi¢do da memdria de
medo condicionado ao som. O antagonista bicuculina (BIC) foi injetado intra-CeA 15 minutos antes (A-
E) ou imediatamente apés (F-1) o treino. A, F. Freezing durante a habituacdo. B,G. Freezing durante a
apresentagdo o som. C, H. Reacdo ao choque. D, I. Freezing apds pareamento CS+US. E, I. Teste da
memoria de medo condicionado realizado 24h apés treino no grupo que recebeu bicuculina antes (E) e
imediatamente apos (1) o treino. Os dados sdo mostrados como média + SEM (A, B, E, F, H, I, J) ou mediana
£ 11Q (C, D, G). SAL-préTR n=6, BIC-préTR n=5, SAL-p6sTR n=9, BIC-p6sTR n=11. * p<0,05.
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5.3. A desinibicdo da CeA diminui o fenotipo tipo-ansioso em fémeas OVX (12

semanas), mas néo altera a atividade locomotora.

A desinibicdo da amigdala central melhorou a perfomance das fémeas OVX no
teste de memoria de medo condicionado ao som. Para avaliar se os efeitos encontrados
pelo tratamento com bicuculina, tanto no treino quanto no teste, se devem a alteragdes na
ansiedade ou no padrdo locomotor de fémeas, realizamos o mesmo tratamento
farmacologico anteriormente ao teste do labirinto em cruz elevado (Figura 19) e ao teste
de campo aberto (Figura 20) em fémeas OV X (12 semanas).

No labirinto em cruz elevado, a porcentagem de entradas nos bragos abertos
durante a livre exploracdo do aparato por 5 minutos mostrou-se levemente diminuida no
grupo BIC em comparacdo ao grupo DMSO, mas sem atingir significancia estatistica
(DMSO: 48,34+12,83; BIC: 32,1+21,7; U14=16,50, p=0,11; Figura 19A). No entanto,
quando avaliamos a porcentagem do tempo de permanéncia nos bragos abertos sobre o
tempo nos bragos fechados, verificamos que os animais do grupo BIC evitaram
permanecer nos bracos abertos (27,93+8,64) comparado ao grupo DMSO (64,07+£14,72)
com um valor de p marginalmente significativo (t14=2,12; p=0,053; Figura 19B). Os
comportamentos de rearing (Figura 19C) e dipping (Figura 19D) também ocorreram em
menor nimero no grupo BIC (rearing: 8,34+1,88; dipping: 8,75+1,71) comparado aos
animais controle (rearing: 14,0+1,2, t14=2,53, p=0,02; dipping: 14,5+1,4, t14=2,59,
p=0,02), sugerindo aumento de ansiedade no grupo BIC.

Ao avaliar a atividade locomotora ap6s a administracdo de bicuculina na CeA de
animais OVX, verificamos que esta droga ndo altera 0 nimero de cruzamentos totais
(DMSO: 118,3+7,56; BIC: 117,3+£13,72, t14=0,05, p= 0,95; Figura 20A) tampouco a
porcentagem de cruzamentos no centro da arena (DMSO: 11,19+46,23; BIC: 9,68+9,12;
U14=29,0, p=0,82; Figura 20B).

Portanto, a desinibicdo da CeA modifica parametros associados a ansiedade nos
animais OVX 12 semanas, diminuindo exploracdo dos bracos abertos e reducdo de
comportamentos exploratorios, o que sugere um fendtipo tipo-ansioso. Ndo houve

qualquer prejuizo a atividade locomotora dos animais.
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Figura 17. Efeito do antagonista GABA-A (bicuculina) administrado intra-CeA 15 minutos antes do
teste de labirinto em cruz elevado em fémeas OV X (12 semanas). A. Porcentagem de entradas nos bracos
abertos. B. Porcentagem de tempo nos bracos abertos. C. Nimero de exploracdes verticais (rearing). D.
Numero de mergulhos de cabeca (dipping). Dados mostrados como mediana + 11Q (Mann-Whitney) em A
e média £ SEM (teste t de Student) em B-D. DMSO n=7, BIC n=9. *p<0,05.
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Figura 18. Atividade locomotora 15 minutos ap6s administragdo de antagonista GABA-A
(bicuculina) intra-CeA em fémeas OVX (12 semanas) no teste de campo aberto. A. Cruzamento totais.
B. Porcentagem de cruzamentos no centro. Dados mostrados como mediana + 11Q (Mann-Whitney) em A
e média £ SEM (teste t de Student) em B. DMSO n= 7, BIC n=9.
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5.4. A quantidade das enzimas GAD65 e GAD67 aumenta apds privacado de hormonios

ovarianos por 12 semanas

Visto que as fémeas OV X possuem prejuizo de memoria e a reducdo do ténus
GABAEérgico da CeA antes do treino a recupera, 0 préximo passo foi buscar um correlato
molecular. Para isto, utilizamos a marcacgdo pelas enzimas GAD65/67 (Figura 21), que
fazem parte da maquinaria de sintese do neurotransmissor GABA e séo frequentemente
empregadas para identificacdo de neurdnios inibitorios GABAErgicos no sistema nervoso
central. Os niveis de GADG65/67 de fémeas OV X foram comparados aos niveis de animais
SHAM em duas fases opostas do ciclo estral em relacdo aos niveis sistémicos de
estrogenos: SHAM-PE em proestro (altos niveis de estrogeno) e SHAM-MET em
metaestro (baixos niveis de estrogeno).

Para a quantificacdo da marcacéo por fluorescéncia, foram aplicados dois tipos de
analise em que os pardmetros area marcada e intensidade da marcacdo foram extraidos
das imagens sem (Figura 22A-C, G-lI) e com (Figura 22D-F, J-L) remogédo do
background.

Nas analises sem remocdo de background na CeA, a area fluorescente
GADG65/67+ ndo diferiu entre os grupos (SHAM-PE: 2,92+0,30; SHAM-MET:
2,4610,44; OVX: 4,25+1,05; F»,12=1,80, p=0,21; Figura 22A) nem a intensidade por area
(SHAM-PE: 19,46+11,48; 14,57+12,33; 29,91+29,06, H,= 2,96, p=0,24; Figura 22B),
embora houve uma tendéncia no grupo OV X de apresentar valores maiores para 0s dois
parametros. Evidentemente os limiares calculados pelo método Triangle para o grupo
OVX (153+68,3) se mostraram mais elevados do que nos grupos SHAM-PE (106+86,5)
e SHAM-MET (104+98) (H.=10,38, p=0,006; teste de comparag¢es multiplas de Dunn;
Figura 22C), o que, juntamente a observacao das imagens, nos fez questionar se este valor
aumentado poderia retratar um background mais acentuado no grupo OV X.

A remocao do background em todos os grupos evidenciou diferencas (Figura 22D
e E), mantendo o mesmo padréo observado nas Figuras 22A e 22B. A area marcada no
grupo OV X foi superior ao grupo SHAM-MET, sem diferir do grupo SHAM-PE (SHAM-
PE: 2,85%0,22; SHAM-MET: 2,12+0,25; OVX: 3,49+0,39; F,,12=4,15, p=0,043; teste de
Holm-Sidak; Figura 22D). O mesmo ocorreu quanto as intensidades por area, visto que
as fémeas OV X apresentaram maior intensidade de pixels (15,02+2,23) do que fémeas
SHAM-MET (6,01+0,60), mas ndo houve diferenca em relacdo aos animais SHAM-PE
(10,67+1,43) (F212=6,56; p=0,012; teste de Holm-Sidak; Figura 22E). Os limiares
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tracados para o grupo OVX permaneceram altos e significativamente diferentes dos
demais (SHAM-PE:70,69+4,35; SHAM-MET: 66,38+6,37; OVX:. 87,48%4,20;
F2.81=4,90, p=0,0098; Figura 22F). Nesse caso, subtraido o background, possivelmente
0s maiores limiares atribuidos as fémeas ovariectomizadas reflitam a maior marcacéo por

GADG65/67, que modificaram o padrdo dos histogramas de pixels neste grupo.

SHAM-MET ovX

CeA

BLA

Figura 19. Marca¢do por GAD65/67 (1:600) na amigdala de fémeas C57BL/6. A. Marcagdo das
enzimas GAD65/67 (verde) e DAPI (ndcleos celulares, em azul) em cores digitais. B. Imunorreatividade
ao GADG65/67. C. Neurdnio GAD65/67+. D. Imagens representativas da CeA e BLA nos diferentes grupos
analisados (SHAM-PE, SHAM-MET e OVX). Na CeA, o grupo OVX mostrou aumento de
imunorreatividade ao GAD65/67.
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Visto que a BLA emite projecdes para a CeA a0 mesmo tempo que possui
interneurdnios inibitérios locais, também realizamos a quantificacdo da enzima
GADG65/67 na BLA. Nas analises sem remocéao do background, a area fluorescente no
grupo OVX foi ligeiramente maior do que nos demais grupos, porém ndo atingiu
significancia estatistica (SHAM-PE: 1,17£0,20; SHAM-MET: 1,03+0,18; OVX:
1,69+0,17, F2,10=3,34, p=0,074; Figura 22G). As intensidades da fluorescéncia ndo se
alteraram entre os grupos (SHAM-PE: 5,53+1,09; SHAM-MET: 5,29£1,81; OVX:
8,52+1,93; F»12=1,25, p=0,33; Figura 22H). Novamente, os limiares calculados para as
imagens do grupo OVX foram mais elevados (SHAM-PE: 104+7,89; SHAM-MET:
103,3+9,52; OVX: 132,6+6,02; F29=4,74, p=0,011; teste de Holm-Sidak, Figura 221).
Ap06s a remocdo do background, o grupo OV X exibiu porcentagem de area marcada mais
préxima aos demais grupos (SHAM-PE: 1,56+0,16; SHAM-MET: 1,37£0,20; OVX:
1,93+0,22; F21:1=1,99, p=0,18; Figura 22J). O padrdo dos dados de intensidade/area
tornou-se mais semelhante aquele visto na CeA, estando o grupo SHAM-MET menores
valores de intensidade (3,58+1,24) do que os animais SHAM-PE (5,76+1,93) e OVX
(6,44+0,87). No entanto, o teste estatistico ndo detectou diferenca entre 0s grupos
(F2,11=0,98, p=0,41, Figura 22K). Por fim, os limiares definidos ap6s a remocdo do
background tornaram-se mais uniformes, embora as fémeas OVX tenham apresentado
limiares sutilmente mais altos (SHAM-PE: 61,15+3,29; SHAM-MET: 59,27+4,51; OV X:
70,51+2,95; F2,89=2,97, p=0,057; Figura 22L).

Esses resultados corroboram os dados farmacoldgicos por demonstrarem um
maior contetdo das enzimas GADG65/67 especificamente na CeA de fémeas OVX,
sugerindo aumento do tdnus inibitério da CeA pela ovariectomia bilateral por 12

Semanas.
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Figura 22. Quantificacao da fluorescéncia GAD65/67 nas fatias de amigdala de fémeas contendo CeA
(A-F) e BLA (G-L). A, D, G J. Porcentagem da éarea fluorescente. B, E, H, K. Intensidade dos pixels
correspondentes a area fluorescente. C, F, I, L. Limiares calculados pelo método Triangle. As analises
foram realizadas sem (A-C, G-1) e com (D-F, J-L) remocdo do background. CEA: SHAM-PE n=6, SHAM-
MET n=4, OV X n= 5; Estruturas analisadas A-C: SHAM-PE n=30, SHAM-MET n=21, OVX n=24; D-F:
SHAM-PE n=36, SHAM-MET n=21, OVX n=27. BLA: SHAM-PE n= 5, SHAM-MET n=4, OVX n= 5,
Estruturas analisadas G-1: SHAM-PE n=28, SHAM-MET n=31, OVX: 34; J-L: SHAM-PE n=27, SHAM-
MET n=30, OVX n=35. *p<0,05; **p<0,01.
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5.5. A sinalizacdo aguda por estradiol na CeA durante a aquisicdo ndo altera a

formac&@o de memdrias de medo condicionado em fémeas OVX (12 semanas).

O estradiol € capaz de regular a inibicdo em tecidos cerebrais, tais como o
hipocampo (Murphy et al., 1998). Para testar se a sinalizacao aguda pelo estradiol na CeA
reverteria 0s prejuizos cognitivos causados pelo aumento de inibi¢cdo na CeA de fémeas
OVX, administramos E2 encapsulado na molécula HBC (grupo E2) ou HBC em salina
(grupo veiculo, VEH) intra-CeA em fémeas OV X (12 semanas).

Na fase de treino (Figura 23A-D), a presenca de estradiol na CeA provocou
reducdo dos niveis de freezing (E2: 0+0) comparado aos animais que receberam veiculo
(VEH: 8,33+12,5) (U15=10,50, p=0,019; Figura 23A). O estradiol atenuou levemente o
aumento da frequéncia de freezing (comparado a habituacédo), observado no grupo VEH,
tanto na apresentacdo do som quanto no pds-pareamento, porém a diferenca ndo foi
significativa em ambos o0s momentos analisados (Apresentacdo do som VEH:
16,67+33,33, E2: 0+16,67, U15=16,50, p=0,089; Figura 23B; Pds-pareamento VEH:
50+50, E2: 0£16,67, U15=15,50, p=0,078, Figura 23D). O estradiol administrado né&o
causou qualquer alteracdo na reacao ao choque das fémeas tratadas (4+2) em comparagédo
ao grupo controle (4+1) (U15=28,50, p=0,80; Figura 23C).

No teste de retencdo da memoria (Figura 23E), os dois grupos comportaram-se de
maneira similar, ndo havendo efeito do fator ‘tratamento’ (F1,14=0,06; p=0,80). Houve
efeito da sessdo (F114=27,4; p=0,0001) mas ndo houve interacdo entre os fatores
(F1,14=0,10; p=0,75). O efeito dos sujeitos foi significativo (F1414=4,85; p=0,003). No
grupo controle (VEH pré-CS: 12,7045,17; VEH CS: 35,71+10,10) e grupo tratado (E2
pré-CS: 16,36+5,77; E2 CS: 36,73%6,75), 0s animais apresentaram, em média, mais
freezing durante o CS em relacdo ao Pré-CS (p=0,0001; teste de comparacGes multiplas
de Sidak). Dessa forma, neste experimento ndo conseguimos reproduzir o prejuizo de
memdria que foi observado previamente em fémeas OVX-controles e por isso ndo €
possivel avaliar o efeito do estradiol sobre o prejuizo de memoria.

Os dados demonstram que a sinalizacdo aguda por estradiol nesses animais néo
amplifica a formacdo da memoria de medo, apesar de se mostrar eficaz em alterar

comportamentos imediatamente apds sua administragdo, na sesséo de treino.
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Figura 23. Efeito da administracdo de estradiol (E2) intra-CEA antes do treino de aquisicdo da
meméria de medo condicionado em fémeas OVX (12 semanas). A. Freezing durante a habituacéo. B.
Freezing durante a apresentacdo o som. C. Reacdo ao choque. D. Freezing ap6s pareamento CS+US. E.
Teste da memdria de medo condicionado realizado 24h ap6s treino. O freezing foi analisado na sesséo pré-
CS e CS. Dados sdo mostrados como mediana + 11Q (Mann-Whitney) em A-D, e mostrados como média +
SEM (ANOVA de 2 vias com medidas repetidas e comparagfes maltiplas Sidak) em E. VEH n=7, E2 n=9.

* p<0,05; **p<0,01.
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5.6. Em fémeas normociclantes, o antagonismo de receptores de estrogeno alfa (ERo)

na CeA durante o treino prejudica a aquisicdo da memoria de medo condicionado.

Para verificar se o estradiol tem papel fisiol6gico na aquisi¢do da memdria de
medo condicionado ao som e quais os receptores envolvidos nesta sinalizacéo, utilizamos
antagonistas seletivos de receptores de estrégenos intra-CeA em fémeas normociclantes
durante a aquisi¢do da memdria. Os animais foram divididos em quatro grupos de acordo
com o tratamento farmacologico: veiculo (DMSO 20%), antagonista de ERa (TPBM),
antagonista de ERB (PHTPP) e antagonista de GPER (G15). Os animais receberam o
tratamento farmacoldgico intra-CeA 15 minutos antes do treino do condicionamento ao
medo pelo som.

Durante a habituacdo (Figura 24A), os niveis de freezing ndo diferiram entre os
grupos (DMS0=1,92+1,01; TPBM=3,70£3,70; PHTPP=0£0; G15=0+0; H3=5,75,
p=0,125). Também ndo foi observada diferenca no comportamento dos animais durante
a apresentacdo do som (DMSO0=3,85+2,77; TPBM=12,96+8,69; PHTPP=0z0;
G15=4,76+3,07; H3=2,94, p=0,40; Figura 24B). Quanto a reacao ao choque (Figura 24C),
os tratamentos farmacoldgicos nao alteraram a reacdo dos animais ao US (TPBM=4+1,5;
PHTPP=3,5+1; G15=4+2) quando comparado aos controles (DMSO=4+1) (Hs3=0,91,
p=0,82). No periodo po6s-pareamento (Figura 24D), o teste detectou diferenca entre 0s
grupos TPBM (11,11+4,81) e PHTPP (0+0), mas esses grupos nem o grupo G15 (0+0)
diferiram do grupo controle (2,57+1,74) (H3=9,105; p=0,028).

Na fase de teste da memoria de medo, verificou-se efeito do tratamento
(F3,36=2,89; p=0,049) e da sesséo (F1,36=122,4; p<0,0001), mas ndo houve interagéo entre
os fatores (Fs36=1,28; p=0,312). Ao recorrer ao teste de compara¢des mdaltiplas de
Dunnett, verificou-se que apenas o tratamento com TPBM reduziu os niveis de freezing
durante o CS (30,93+7,40) comparado ao controle DMSO (50,64+5,32) (p<0.01). Dentro
dos grupos, comparando as sessoes, houve diferenca entre pré-CS e CS no grupo DMSO
(pré-CS: 16,02+3,36; CS: 50,64+5,32; p<0,0001), no grupo PHTPP (pré-CS: 11,39+2,67;
CS: 43,8946,80; p<0,0001) e G15 (pré-CS: 19,84+5,12; CS: 49,60+7,63; p<0,0001;
comparacdo maultipla de Sidak). Apesar da reducdo observada em relacdo ao controle na
sessdo CS, também houve diferenca significativa no grupo TPBM entre as sessoes (pré-
CS: 8,64£3,63; CS: 30,93+7,40; p<0,01) (Figura 24E).
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Figura 24. Efeito dos antagonistas de ER na CeA de fémeas normociclantes no treino de aquisicio da
memédria de medo condicionado ao som. O comportamento de medo freezing foi analisado na sessdo de
treino (A, B e D) e teste (E). O antagonista ERo causou redugéo no freezing no periodo CS em comparacéo
ao Pré-CS. A. Freezing durante a habituacdo. B. Freezing durante a apresentacdo do som. C. Reacdo ao
choque. D. Freezing ap6s pareamento CS+US. E. Teste da memdria de medo condicionado realizado 24h
apos treino. O freezing foi comparado entre a sessao pré-CS e CS. Dados sdo mostrados como mediana +
11Q (Kruskall-Wallis) em A-D e média + SEM (ANOVA de 2 vias com medidas repetidas; comparagdes
multiplas de Dunnett e Sidak) em E. DMSO n=13, TPBM n=9, PHTPP n=10, G15 n=7. *p<0,05, ** p<0,01.

70



Para verificar se os tratamentos farmacologicos afetaram a atividade locomotora
dos animais, podendo influenciar na aquisicdo da memoria de medo, o teste de campo
aberto foi conduzido 15 minutos apds a administracdo das drogas. N&o foi observada
diferenca nos cruzamentos totais entre grupos (DMSO: 170,2+15,01; TPBM:
154,0+11,11; PHTPP: 168,3+15,94; G15: 171,1+10,74; F337=0,33; p=0,80; Figura 25A).
Os tratamentos também ndo alteraram o comportamento de tigmotaxia, verificado pela
porcentagem de cruzamentos no centro na arena (DMSO: 14,74+1,17; TPBM:
17,12+2,57; PHTPP: 17,35+£2,08; G15: 17,61+1,02; F337=0,64; p=0,59; Figura 25B).
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Figura 25. Atividade locomotora e fendtipo tipo-ansioso 15 minutos apés administracdo de
antagonistas de ER intra-CeA no teste de campo aberto. A. Cruzamento totais. B. Porcentagem de
cruzamentos no centro. Dados mostrados como média £ SEM (One-way ANOVA). DMSO n= 15, TPBM
n=11, PHTPP n=7, G15 n=8.

A diminuicdo do comportamento de freezing no grupo TPBM no teste de memdria
de medo condicionado, em comparacdo ao grupo veiculo, sugere a participacdo do
receptor de estrogeno a na aquisicéo e fases inicias da consolida¢do da memaria de medo
auditiva, ndo havendo influéncia da droga sobre a atividade locomotora e comportamento

tipo-ansioso verificados no teste de campo aberto.
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5.7. Em fémeas normociclantes, o antagonismo de receptores de estrogeno oo na CeA
nao altera o comportamento locomotor nem o comportamento tipo-ansioso nas

fases de aquisicdo e evocacdo da memoria de medo.

Para testar se 0 TPBM poderia ter causado uma alteracdo persistente na CeA
responsavel por diminuir a expressdo do freezing na sessao de teste, verificamos se este
antagonista teria efeito na atividade locomotora e comportamento tipo-ansioso 24h ap6s
sua administracdo, intervalo que coincide com a evocagdo da memoria de medo.

Foi realizado o teste de campo aberto para verificacdo da atividade locomotora
nesta janela de tempo especifica (Figura 26). O tratamento com TPBM néo alterou a
quantidade de cruzamentos totais (DMSO: 203,4+16,20; TPBM: 171.1+12,09; t15=1.59;
p=0,13; Figura 26A), tampouco a porcentagem de cruzamentos no centro (DMSO:
21,57+2,21; TPBM: 21,94+3,12; U15=34,0; p=0,87; Figura 26B). Portanto, a droga nédo

foi capaz de alterar a locomocao dos animais no dia seguinte a sua injecéo.
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Figura 26. Atividade locomotora e fen6tipo tipo-ansioso 24h ap6s administracdo de TPBM intra-CeA
no teste de campo aberto. A. Cruzamento totais. B. Porcentagem de cruzamentos no centro. Dados sdo
mostrados como média + SEM (teste t Student) em A e mediana £ 11Q (Mann-Whitney) em B. DMSO n=
8, TPBM n=9.

Além disso, em vista da interacdo dos estrogenos com os fendtipos de ansiedade
(Borrow & Handa, 2017), foi de nosso interesse avaliar se 0 antagonismo de receptores
ERa na CeA poderia alterar o estado de ansiedade do animal no momento do treino de
aquisicdo (15 minutos apds injecdo) ou no periodo de evocacdo da memoria (24h apos
injecédo). Para responder a esta pergunta, utilizamos o teste do labirinto em cruz elevado

apos administragdo de TPBM nos tempos assinalados (Figura 27).
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Permitiu-se que os animais explorassem o labirinto por 5 minutos e foram
contabilizados a porcentagem de entradas e tempo nos bragos abertos e os
comportamentos de rearing e dipping. Na avaliacdo do efeito agudo da droga no fendtipo
ansioso, verificamos que ndo houve interferéncia na porcentagem de entradas nos bracos
abertos no grupo TPBM-15min (38,59+3,29) comparado aos controles (DMSO-15min:
37,88+3,69) (117=0,144; p=0,89; Figura 27A) assim como no tempo de permanéncia nesta parte
do aparato (DMSO-15min: 26,59+4,5; TPBM-15min: 24,35+3,16) (t17,=0,42, p=0,68; Figura
27B). Os animais que receberam o antagonista realizaram indices de exploracao vertical
(rearing) e mergulhos de cabeca (dipping) ligeiramente menores que 0 grupo controle,
porém a diferenca entre os grupos ndo atingiu significancia estatistica. No grupo TPBM,
0 numero de rearings foi 12,6+1,32, comparado a 16,0+£1,82 nos controles (t17=1,54;
p=0,14; Figura 27C). A quantidade de dippings realizados foi 9,00+4,75 no grupo TPBM
e 18,0+14,0 no grupo DMSO, mas ndo houve diferenca estatistica (U17=24,0; p=0,082;
Figura 27D). Observou-se grande variabilidade no grupo controle nesta tarefa em
contraste a maior homogeneidade no grupo que recebeu a droga.

Ao verificar se a droga poderia alterar o comportamento dos animais 24h ap6s sua
administracdo, momento em que esses estariam evocando a memaria no protocolo de
condicionamento ao medo, ndo detectamos diferencas nos parametros analisados.
Primeiramente, ndao houve diferenca na porcentagem de entradas nos bracos abertos
(DMSO-24h: 44,78+2,09; TPBM-24h: 42,24+3,62; t15=0,59; p=0,57; Figura 27E). A
droga também ndo alterou o tempo de permanéncia nos bragos abertos (DMSO-24h:
39,39+2,62; TPBM-24h: 36,97+3,99; t15=0,49; p=0,63; Figura 27F). Os comportamentos
analisados nédo foram alterados pela acdo do antagonismo de ERa. O rearing durante a
tarefa foi similar (DMSO-24h: 16,25+1,13; TPBM-24h: 15,78+1,50; t15=0,25; p=0,81,
Figura 27G) e o dipping foi, mais uma vez, sutilmente menor, mas estatisticamente ndo
houve diferenga significativa (DMSO-24h: 13,25+2,27; TPBM-24h: 9,89+1,37; t15=1,30;
p=0,21; Figura 27H).

Portanto, a acdo da droga na CeA durante a aquisicdo da memoria de medo ou sua
evocacao nao foi capaz de alterar o estado ansioso do animal, ndo sendo responsavel pelo

déficit de memoria encontrado no grupo TPBM.
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Figura 27. Efeito do antagonista de ER-a (TPBM) 15 minutos (A-D) ou 24h (E-H) apés administracao
intra-CeA em fémeas normociclantes no labirinto em cruz elevado. A, E: Porcentagem de entradas nos
bragos abertos. B, F: Porcentagem de tempo nos bracos abertos. C, G: Numero de exploracdes verticais
(rearing). D, H: NUmero mergulhos de cabeca (dipping). Dados sdo mostrado como média +SEM (teste t
de Student) em A-H exceto em D, em que sdo mostrados como mediana + 11Q (Mann-Whitney). DMSO-
15min n=9, TPBM-15min n=10, DMSO-24h n=8, TPBM-24h n=9.

5.8. Efeito do blogueio de receptores GABA-A na CeA sobre o prejuizo de memdaria

causado pelo antagonista de ERa (TPBM).

Constatamos que o bloqueio da sinalizacdo de estrogenos via ERa na CeA durante
o condicionamento ao medo implica em um prejuizo parcial de meméria em fémeas
normociclantes. Nos perguntamos se este prejuizo resulta de alteragcbes no ténus
inibitorio local induzidas pelo blogueio de sinalizacdo de E2. Pressupomos que, huma
situacdo fisiologica, o estradiol enddgeno regula o ténus GABAérgico da CeA,
propiciando a excitabilidade necessaria a aquisicdo da memoria de medo. O uso do
causando o déficit observado. Para testar esta hipotese, investigamos se 0 prejuizo
causado pelo bloqueio dos ERa é revertido na presenca do antagonista GABA-A em

fémeas normociclantes.
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Os animais foram divididos em quatro grupos de acordo com o tratamento
farmacoldgico, recebendo duas inje¢des consecutivas: DMSO+DMSO, DMSO+BIC,
TPBM+DMSO e TPBM+BIC. Durante a habituacao, ndo foram observados episddios de
freezing em nenhum animal (Figura 28A). Este comportamento também foi pouco
observado durante a apresentacdo do som (DMSO+BIC: 0£4,17; demais grupos: 0£0;
F323=0,85, p=0,84; Figura 28B). A reagédo ao choque ndo diferiu estatisticamente entre 0s
grupos (Fz23=4,99, p=0,17), porém a maior parte dos animais DMSO+DMSO (3+1,5) e
DMSO+BIC (3+0,25) realizaram corrida, ao passo que 0s demais grupos apresentaram
comportamentos variados, com mediana superior (TPBM+DMSQO: 4+2; TPBM+BIC:
4+2; Figura 28C). Ap0s o pareamento, 0s animais tambem realizaram pouco freezing, ndo
diferindo entre os grupos (DMSO+DMSO: 04£8,34; DMSO+BIC: 0+4,17;
TPBM+DMSO: 0£0; TPBM+BIC: 0+0; F323= 0,13, p=0,99; Figura 28D).

Vinte e quatro horas apos o treino, os animais foram testados para a memoria de
medo condicionado (Figura 28E). Nao houve efeito dos tratamentos sobre esta memdria
(Fs23=1,3; p=0,31) nem interacdo entre os fatores (Fs23=1,6; p=0,22), porém houve efeito
da sessdo (F1,23=22,6; p<0,0001) e do pareamento dos sujeitos (F2323=2,14; p=0,04). Nao
houve diferenca entre as sessdées no grupo DMSO+DMSO (Pré-CS: 15,6+5,4; CS:
29,4+9,9), sugerindo que a alteracdo do protocolo prejudicou o condicionamento nos
animais controle. O grupo DMSO+BIC também néo apresentou diferenca estatistica entre
Pré-CS e CS (Pré-CS: 18,1+5,2; CS: 27,3+£12,7), comportando-se de maneira semelhante
ao grupo controle. O teste de comparagdes multiplas de Dunnett apontou diferencas entre
as sessbes Pré-CS e CS nos grupos TPBM+DMSO (Pré-CS: 20,7+2,7; CS:47,5+8,7,
p<0,01) e TPBM+BIC (Pré-CS: 19,4+2,8; CS: 52,4+8,7; p<0,01), produzindo resultados
inesperados, uma vez que 0 grupo que recebeu TPBM+DMSO mostrou medo
condicionado superior ao grupo controle DMSO+DMSO (Figura 28E) e em 0posi¢do aos
dados encontrados com injecéo Unica de TPBM no experimento anterior (Figura 24E).

Este experimento, contudo, ndo nos permitiu concluir se ha interacéo do estradiol
com o sistema GABAérgico devido a auséncia de condicionamento no grupo controle

DMSO+DMSO e ao aparecimento de uma mem@ria robusta no grupo TPBM+DMSO.
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Figura 28. Efeito da co-administracdo do antagonista de ERa (TPBM) e antagonista GABA-A
(bicuculina) na CeA de fémeas normociclantes no treino de aquisicdo da memoria de medo
condicionado ao som. O comportamento de medo freezing foi analisado na sesséo de treino (A, B e D) e
teste (E). A, Freezing durante a habituacdo. B, Freezing durante a apresentacdo do som. C, Reacdo ao
choque. D, Freezing ap6s pareamento CS+US. E, Teste da meméria de medo condicionado realizado 24h
apos treino. O freezing foi analisado na sessdo pré-CS e CS. Dados mostrados como mediana + 11Q em A-
D (Kruskall-Wallis) e média £+ SEM em E (ANOVA de 2 vias com medidas repetidas; corre¢do de Dunnett
em Pré-CS e Sidak em CS). DMSO+DMSO n=5, DMSO+BIC n=6; TPBM+DMSO n=9, TPBM+BIC n=7.
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6. DISCUSSAO

A amigdala central (CeA) vem ganhando protagonismo nos processos
relacionados ao condicionamento ao medo pelo som. Ciocchi (2010), Wilensky (2006) e
colaboradores mostraram que a dissociacdo da CeA do restante da amigdala causou
enormes prejuizos para a aquisicdo da memoria de medo cued em roedores do sexo
masculino (Ciocchi et al., 2010; Wilensky et al., 2006). Entretanto, grande parte dos
trabalhos sdo realizados apenas em machos, negligenciando as particularidades do
cerebro feminino e os efeitos dos hormonios sexuais.

O presente estudo investigou o papel da CeA na aquisi¢do da memoria de medo
condicionado ao som em camundongos do sexo feminino e seu envolvimento com o0s
déficits observados em fémeas OVX (12 semanas), descritos na Tese de Doutorado de
Cristiane Bastos (Bastos, 2015). Neste estudo, Bastos mostrou que, comparados ao grupo
SHAM, animais fémeas OVX (12 semanas) possuiam prejuizo total ou parcial na
formagdo da memdria de medo condicionado ao som. A CeA mostrou-se uma boa
candidata a acdo de estrégenos e como sitio de alteracdes fisioldgicas causadas pela
privacdo hormonal crénica. Primeiro, por exibir receptores de estrégenos de ambos 0s
trés subtipos de ER (a, B ¢ GPER) (Osterlund et al., 1998; Tian et al., 2013). Segundo,
pela alta sensibilidade exibida durante o treino de uma tarefa de reconhecimento de objeto
apos a terapia de reposicdo hormonal em fémeas OV X (Fonseca et al., 2013). O terceiro
ponto baseia-se no conhecimento de que o estradiol exerce controle sobre a atividade de
interneurdnios, modula correntes inibitorias e regula a sintese de GABA (Hudgens et al.,
2009; Rudick & Woolley, 2000). Tendo em vista que a CeA é composta por uma rede de
neurdnios GABAérgicos, é possivel que os estrogenos atuem nesta estrutura.

Inicialmente, buscamos reproduzir em fémeas normociclantes o efeito encontrado
ao inibir a CeA de machos. A auséncia de acréscimo na resposta de medo durante o
periodo CS no grupo que recebeu muscimol (MUS) mostra que 0s animais ndo atribuiram
qualquer valéncia ao som. Esse resultado reproduz o efeito encontrado pela inibicdo da
CeA (Ciocchi et al., 2010; Wilensky et al., 2006). Se inibir a CeA no momento da
aquisicdo da memoria de medo resulta em prejuizo de memoria, devemos supor que ou
esta estrutura prové inputs para regides onde ocorre plasticidade ou eventos plasticos se
dao na propria CeA. De fato, recentemente ambos foram demonstrados. A inibicéo

optogenética de células PKC-6+ na CeA reduziu o fortalecimento sinaptico (razdo dos

77



receptores AMPA/NMDA) na LA, ao mesmo tempo que prejudicou o condicionamento,
demonstrando que a CeA regula a plasticidade na BLA (Yu et al., 2017).

Em comparagdo a BLA, sabe-se pouco dos eventos de plasticidade que ocorrem
na CeA para a formacdo da memoria de medo. A hiperpolarizacdo pelo muscimol e o
bloqueio de receptores NMDA durante o condicionamento provocam deficiéncias no
aprendizado de medo (Goosens & Maren, 2003). A plasticidade pode ocorrer em varios
locais dentro da rede inibitéria da CeA (Ehrlich et al., 2009). E possivel que ocorra
diretamente em inputs sensoriais sobre a CeM, visto que esta recebe projecdes do talamo.
Em fatias contendo amigdala, Samsons et al. demonstraram que as projecoes talamicas
exibem LTP pré-sinaptico dependente de NMDA nos contatos com as células da CeM
apos estimulacdo de alta frequéncia (Samson, 2005). Outra possibilidade seria a
potenciacdo dos inputs sobre a CeL, que € contatada pelo PBN e BLA, dentre outros. Foi
verificada a existéncia de LTP pré-sinaptico que resulta no aumento da probabilidade de
liberacdo de neurotransmissores entre PBN e CeL (Lopez De Armentia & Sah, 2007). Na
via BLA-CeA, sinapses excitatorias entre LA e células SOM+ da CeL séo fortalecidas
apos o condicionamento por mecanismos pré-sinapticos e o impedimento de plasticidade
nessa via prejudica a aquisicdo da memoria de medo condicionado (Li et al., 2013).
Portanto, as formas de potenciacdo envolvendo a CeA séo diversificadas e a manipulagdo
pelo muscimol, inibindo toda a estrutura, provavelmente impactou um ou varios desses
eventos.

A inibicao da CeA também alterou a percep¢ao ao choque nos animais, que ja foi
relatada em outros trabalhos. Neste estudo, todos os animais que receberam muscimol
reagiram ao estimulo nociceptivo com corrida (escore = 3), que representa uma reacao
qualitativamente mais amena que o salto horizontal observado em outros grupos. Por isso,
sugerimos que a inibicdo da CeA abrandou a reacdo ao choque. Han e colaboradores
(2015) atribuiram a CeA um papel importante na percepcao central da dor ao investigar
a transmissao do estimulo nociceptivo pela via espino-parabraquial a amigdala, inclusive
durante o pareamento CS+US. Neurdnios do nucleo parabraquial (PBN), que participam
do processamento central da dor e sdo essenciais para a percepc¢do do choque nas patas
(S. Han et al., 2015), sdo anatdmica e funcionalmente conectados a CeA (Bernard et al.,
1993; Han et al., 2010). A inativacdo de neurénios da subpopulacdo CGRP+ (calcitonin
gene-related protein) na CeA gerou auséncia de resposta ao choque no paradigma de
condicionamento classico. A ativagdo, por sua vez, substituiu 0 US no condicionamento

ao medo contextual e a pista (Han et al., 2015). Em concordancia, Yu et al. mostraram
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que outra subpopulacdo da CeA, PKC-6+, também é responsiva ao choque e prové
informacdo aversiva ao animal (Yu et al., 2017),

As conexdes entre PBN e CeA eram, no inicio dos estudos sobre circuito de medo,
interpretadas simplesmente como uma maneira adicional pela qual a informacéao sobre o
choque era integrada ao circuito apos a convergéncia dos estimulos CS e US na LA. Neste
contexto, a CeA era capaz somente de modificar o output por meio de sua atividade
dependente do US (LeDoux, 2000). Atualmente, a CeA tem sido colocada como estrutura
que propicia o aprendizado, e ndo apenas reguladora do output (Fadok et al., 2018).
Confirmamos, com dados coletados em fémeas, a participacdo, ainda que timida, da CeA
no processamento do choque, e sua participacdo fundamental na aquisi¢do da memdria
de medo condicionado.

De maneira curiosa, a inibicdo da CeA, principal output da amigdala, causou
aumento da resposta de freezing apds o pareamento. Os animais MUS, apesar de terem
reagido menos ao US, foram capazes de percebé-lo e atribuir valéncia negativa a ele
durante as fases finais do treino. A inibicdo da CeA pode ter causado desequilibrio na
funcdo de integracdo da resposta ansiogénica realizada pela amigdala, privilegiando o
efeito da projecéo da BLA para outros ndcleos, como 0 BNST. O BNST promove resposta
ansiogénica a situacdes de estresse (Christianson et al., 2011). A ativacdo da via BLA-
BNST pelo choque pode ter causado os efeitos observados, independentemente da CeA,
mas outros estudos devem ser conduzidos para esclarecer esse ponto.

A inibicdo da CeA foi prejudicial ao aprendizado assim como a privagdo cronica
ovariana (OVX 12 semanas) (Bastos, 2015). Para testar se o prejuizo de memoria das
fémeas OV X reportado previamente por nosso grupo estava relacionado a uma alteracéo
na fisiologia da CeA, nossa estratégia foi desinibir a CeA de fémeas OV X utilizando o
antagonista GABA-A, a bicuculina. Trabalhamos com a hipotese de que a CeA das
fémeas OVX encontrava-se mais inibida, e por isso ocorreu prejuizo na memoria
dependente de amigdala. A administracdo da droga foi realizada em dois momentos,
anterior e posteriormente ao treino de aquisicdo. Reproduzimos o prejuizo de memdria
no grupo controle que recebeu salina antes do treino (OVX SAL Pré-TR), e um prejuizo
parcial no grupo controle que foi tratado ap6s o treino (OVX SAL P6s-TR). Somente a
desinibicdo farmacologica da CeA anteriormente ao treino foi capaz de reverter o déficit
de memoria no grupo OVX. Observamos que a bicuculina pre-treino ampliou o
comportamento de medo durante a evocacdo da memoria quando comparado ao

respectivo grupo controle. Isto nos leva a confirmar nossa hipétese de que um desbalanco
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na funcao da CeA esta relacionado ao déficit observado nas fémeas OV X, provavelmente
envolvendo o blogueio da plasticidade sinéptica que leva a formacéo da memodria.

Para explorar o efeito da bicuculina sobre a CeA, avaliamos se o reparo da
memoria poderia ter ocorrido por fatores relacionados a ansiedade. Medo e ansiedade,
embora muitas vezes utilizados de maneira intercambidvel, sdo conceitos distintos. A
ansiedade é um estado de alta vigilancia e responsividade, com valéncia negativa, que
pode ocorrer normalmente, sendo adaptativa, ou pode acontecer de forma crénica, sendo
patoldgica. A ansiedade emerge como resposta a um estimulo ambiguo, que ndo impde
perigo imediato. Ja 0 medo € a emocdo que emerge quando a fonte da ameaca € eminente
e real (Calhoon & Tye, 2015; LeDoux & Pine, 2016). Sabemos, com base em estudos
realizados por nosso grupo, que a ovariectomia de 12 semanas aumenta a emergéncia de
comportamentos tipo-ansioso, expressos como a diminuicdo de entradas e da
permanéncia nos bracos abertos do labirinto em cruz elevado e indices mais baixos de
comportamentos exploratdrios neste aparato comparados aos animais SHAM (Bastos,
2015; Castro, 2017). Fémeas OVX (12 semanas) também apresentaram aversdo ao
compartimento claro no teste de transicdo claro-escuro (Castro, 2017). Neste estudo, a
desinibicdo da CeA em fémeas OV X resultou na reducdo significativa dos parametros de
exploracdo no labirinto em cruz elevado e na reducdo de tempo nos bragos abertos,
indicando aumento de ansiedade, sem qualquer efeito na locomogdo. Em machos, o
mesmo efeito foi observado apds administracdo sistémica de bicuculina (Dalvi &
Rodgers, 1996) e, na CeA, 0 aumento da transmissdo GABAérgica parece ser um dos
mecanismos ansioliticos do etanol (Roberto et al., 2003). O aumento de ansiedade
provocado pela bicuculina nos animais OVX pode ter sido um fator favoravel ao
aparecimento de uma memdria de medo condicionado ao som no grupo BIC-pré-TR.

Baseando-se no papel da CeA na circuitaria da ansiedade, o efeito ansiogénico da
bicuculina era esperado. Lesdes na CeA aumentam a exploracdo dos bragos abertos em
animais estressados cronicamente (Ventura-Silva et al., 2013). A ativagdo dos corpos
celulares da BLA provoca aumento da ansiedade, possivelmente pela ativacdo direta de
neurdnios da CeM, que projetam-se para a PAG. J& a fotoestimulagdo da via BLA-CeL ¢
ansiolitica, por estimular células na CeL que projetam-se diretamente para a CeM,
inibindo o output da amigdala com consequente reducéo da resposta de ansiedade (Tye
et al., 2011). A modulacdo farmacoldgica da CeA como um todo ndo nos permite

distinguir quais subpopulacGes estdo sendo mais afetadas, mas pelo resultado encontrado
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neste estudo, podemos concluir que nossa manipulacdo acarretou desinibi¢do da CeM,
fazendo emergir comportamentos tipo-ansioso no labirinto em cruz elevado.

Sugerimos que a CeA se encontrava mais inibida em termos basais e/ou os inputs
excitatorios sobre ela estavam enfraquecidos em fémeas OV X, dado que a restauracao do
balanco excitacdo/inibicdo, em dire¢do a excitacdo, recuperou a memoria. Um aumento
da inibicdo basal em fémeas OV X pode ser sugerido por dados do nosso grupo, coletados
Luciana Castro em sua dissertagédo de mestrado (2017), que mostraram maior expressao
de c-Fos em neurdnios da CeA nos animais OV X naive comparados aos SHAM naive
(Castro, 2017). Células c-Fos+ em maior nimero podem indicar uma maior atividade dos
neurdnios inibitdrios, que prevalecem nesta estrutura, resultando em aumento da inibicéo
basal. Ainda, observou-se ativagdo reduzida da BLA em animais OVX naive, sugerindo
uma reducdo no input excitatorio sobre a CeA.

No estudo de Bastos (2015), a mesma abordagem havia sido realizada em animais
OVX e SHAM treinados na tarefa de condicionamento ao medo com posterior contagem
de células c-Fos+ apés o teste de evocacdo. A amigdala dos animais OVX ndo
condicionados mostrou padrdo de ativacdo alterado em relacdo aos SHAM, mas em
contraste aos dados de Castro (2017), ja que, no grupo controle (ndo condicionado), CeL
e CeM expressaram menos c-Fos nos animais OVX do que SHAM. Nos grupos
condicionados, a ativagdo da BLA, CeL e CeM foi maior nos animais OVX do que
SHAM, contrastando com a auséncia de expressao de respostas de medo nas OVX. Ainda,
a CeA, como um todo, mostrou-se mais ativada nas OV X condicionadas em comparagédo
as OV X ndo condicionadas, sugerindo que o condicionamento alterou, de alguma forma,
a ativacdo da CeA, mas néo o suficiente para modificar o comportamento frente ao CS.
A administracdo local de bicuculina parece reestabelecer o desequilibrio funcional da
CeA, intimamente atrelado aos processos de aprendizagem.

Também observamos reacdo diferenciada ao som nas fémeas OVX, que
apresentaram aumento de respostas defensivas no periodo de apresentacdo do som,
quando este ainda era um estimulo neutro. Um pequeno aumento também foi observado
nos animais controle (OVX-VEH) do experimento com E2 intra-CeA. Essa reatividade
demonstra que a surdez ndo seria uma razdo para o déficit no condicionamento no grupo
OVX, embora um estudo utilizando fémeas OV X (3 semanas) identificou maior laténcia
de respostas auditivas no tronco encefalico a estimulacdo por 40kHz neste grupo,
indicando piora na performance auditiva (Coleman et al., 1994). Entretanto, 0 nosso

estudo se difere do de Coleman et al. pela duragdo da ovariectomia, que por ser mais
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longa pode ter causado outras alteraces no sistema auditivo. De fato, os hormonios
ovarianos atuam no sistema auditivo de mulheres e roedores. Durante o ciclo menstrual,
mulheres apresentam melhor performance auditiva (limiares auditivos mais baixos) nos
estagios tardios da fase folicular, em que os estrdgenos estdo elevados (Souza et al.,
2017). Em roedores, o sistema auditivo expressa receptores de estrogenos, que variam
conforme os niveis de E2 e flutuam ao longo do ciclo estral (Charitidi et al., 2012). Ainda
que a funcéo auditiva tenha sido comprometida pela OVX, nossos resultados mostram
que esses animais reagem de maneira exacerbada ao som. E possivel que essa percepgéo
disfuncional ocorra em um nivel posterior a percep¢do sensorial, ou seja, em areas
associativas como a amigdala, que recebe inputs sobre a informacéo sonora. No caso das
fémeas OVX, a resposta exacerbada ao som pode ser um reflexo da atividade alterada da
amigdala.

Em consonancia com essa hipdtese, as manipulacdes na CeA com a bicuculina em
fémeas OV X apontam para contribuicéo desta estrutura a modulacéo da resposta ao som.
Em fémeas OVX, a bicuculina pré-treino atenuou o freezing em resposta a0 som com
significancia estatistica. E plausivel que a administracdo intra-CeA de bicuculina exerca
efeitos neste substrato mediante a apresentacdo do estimulo sonoro, visto que a amigdala
é particularmente sensivel a estimulos auditivos, o que propicia seu papel fundamental no
condicionamento ao medo. A porcao lateral (LA) recebe informacao sensorial sonora do
talamo, e esses inputs também alcangcam a CeA diretamente (Samson, 2005). A amigdala
também exerce modulacdo sobre a resposta de ansiedade (Tye et al., 2011) e sobre
amplitude da resposta de sobressalto (Suzanne & Canlon, 2012), que € a reagdo a sons de
alta intensidade. Portanto, modular a atividade da amigdala foi eficaz em modificar
comportamentos de freezing durante o treino em fémeas OVX por seu papel sobre a
percepcao auditiva ou sobre o estado emocional dos animais.

Até entdo, observamos que manipulacdes em sentidos contréarios (agonista vs.
antagonista GABAérgico intra-CeA) em fémeas com status hormonal opostos
(normociclantes vs. OV X) produziram fenotipo semelhante: 1) o muscimol prejudicou a
memoaria em fémeas normociclantes, ja a bicuculina recuperou esta memoria em fémeas
OVX, 2) aumento de freezing ao som apds muscimol intra-CeA e este aumento em
fémeas OV X foi revertido pela bicuculina intra-CeA, e 3) o aumento de freezing apos
pareamento nas fémeas OV X BIC pré-treino foi visto também no grupo muscimol intra-
CeA. Isto aponta para uma desregulacéo da funcdo da CeA de fémeas OVX em direcdo

ao aumento de inibigdo, como ja sugerido. Baseado nos trabalhos que implicam a BLA
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na ansiedade, também é possivel que o fluxo de informacdo na via BLA-CeL esteja
enfraquecido nos animais privados hormonalmente, propiciando menor excitagdo a CeL.
Em consequéncia, esse quadro aumentaria a ansiedade a0 mesmo tempo que prejudicaria
a formacéo da associacao de medo.

Procuramos confirmar nossa hipotese de uma inibicdo basal aumentada nas OV X
por meio da analise quantitativa das enzimas GAD65 e GADG67, que poderiam estar mais
expressas, causando aumento da inibigdo ténica. De fato, encontramos um aumento da
marcacdo pelo anticorpo GADG65/67, tanto em é&rea quanto em intensidade,
especificamente na CeA de fémeas OVX naive, confirmando nossa hipotese. Em
contraste, fémeas SHAM em proestro (alto E e baixa P) mostraram niveis de inibi¢do
mais semelhantes as OV X do que as fémeas SHAM-MET (baixo E e alto P), mas nédo
houve diferenca estatistica entre este grupo comparado aos demais.

As enzimas GAD sdo fundamentais no sistema inibitério. Embora as duas enzimas
sejam classificadas e diferenciadas quanto ao tipo de liberacdo de GABA (tOnica vs.
fasica), evidéncias apontam para a agdo de ambas no controle do tonus inibitério (Walls
et al., 2010). Portanto, o aumento da expressdo de GAD65/67 nas fémeas OVX pode
significar o aumento do ténus inibitorio na CeA. E plausivel que a retirada horménios
ovarianos circulantes tenham causado tal efeito, visto que os estrégenos atuam sobre a
expressdo de mRNA das duas isoformas de GAD. A hibridizagdo in situ com sondas de
RNA em animais tratados sistemicamente com estradiol por dois dias consecutivos
detectou tanto um aumento quanto diminuicdo da expressdo de GAD65 e GADG67
dependendo da regido cerebral analisada, com padréo diferenciado para cada subtipo, em
trés regibes hipotalamicas (McCarthy et al., 1995). No hipocampo, Murphy et al.
observaram reducdo nos niveis de GAD 24h pds tratamento in vitro (Murphy et al., 1998).
Em animais OVX (3 dias), o tratamento com E2 subcutaneo por dois dias reduziu de
forma transiente a imunorreatividade ao GAD65 no hipocampo, mas foi observado
aumento da marcacdo 48h ap6s a Gltima injecdo, considerado uma compensacdo ao
aumento de excitabilidade local (Rudick & Woolley, 2001). Portanto, é possivel que o
estradiol atue de forma semelhante na amigdala e que sua auséncia cronica tenha resultado
em aumento da expressdo de GADG65/67, provocando aumento de inibi¢do na CeA.

Contraditoriamente ao papel do estradiol encontrado no hipocampo pelos estudos
citados, féemeas SHAM-MET, que apresentam niveis baixos de estrégenos, exibiram os
menores valores de marcacdo GAD65/67+ na CeA. De fato, ndo é possivel atribuir

somente aos estrogenos toda a modulacdo exercida sobre as enzimas GAD, uma vez que
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os efeitos dos estrdgenos e progesterona estdo mesclados durante o ciclo reprodutivo no
modelo utilizado. Os niveis elevados de progesterona durante o metaestro conjuntamente
aos baixos niveis de estrogenos podem ser responsaveis pelos resultados encontrados. Na
analise da expressdo de genes da maquinaria GABAérgica em macacos-rhesus, o
tratamento com E+P produziu resultados diferentes na regulacdo de GAD1, que codifica
GADG67, em comparacdo ao tratamento com E na amigdala (Noriega et al., 2010).

Em vista da potencial modulacdo do sistema GABAérgico pelos estrégenos e de
sua capacidade de auxiliar a formacéo de memarias quando administrado de forma aguda
no hipocampo (Bastos, 2015), verificamos se 0 hormonio injetado intra-CeA seria capaz
de recuperar a memoria de medo em fémeas OVX. A literatura relata um aumento de
respostas defensivas (freezing) no teste de condicionamento classico ao som apds
tratamento com E2 subcutaneo por 10-14 dias, utilizando modelo animal com apenas 2
semanas de OV X (Jasnow et al., 2006; Morgan & Pfaff, 2001). Porém, neste experimento
ndo encontramos um prejuizo de memaria robusto nas fémeas OVX (12 semanas; grupo
VEH). Nossos dados mostraram que uma Unica injecao intra-CeA ndo causou alteracbes
na formacéo de memarias de medo nas fémeas OV X (12 semanas; grupo E2) comparadas
ao grupo controle. Portanto, ndo fomos capazes de concluir se a administracdo aguda de
E2 seria capaz de reverter o déficit de memdria observado anteriormente em fémeas
OVX. Utilizamos uma dose hormonal de estradiol hidrossoltvel que consistentemente
tem efeito promnésico no hipocampo numa tarefa de memoria espacial (Fernandez et al.,
2008). A auséncia de efeito na CeA pode apontar para a necessidade de adequacédo da
dose utilizada. Para isto, seria necessario construir uma curva de concentracao-resposta
da droga injetada intra-CeA antes de descartar a possibilidade de o estradiol atuar sobre
a CeA de fémeas OVX. Ainda, a duracdo e inicio do tratamento tem contribuicdes
importantes, pois alguns efeitos sdo vistos somente com tratamentos cronicos ou em
janelas de tempo especificas ap6s OV X crénica (Fonseca et al., 2013; Sherwin, 2007).

Os dados do treino sugerem que o E2 atuou sobre a amigdala, reduzindo
comportamentos de freezing em algumas fases do treino, apesar de ndo ter sido eficaz
sobre a memdria de medo. A reducgéo do freezing pode ser reflexo da contribuicéo do E2
para a ansiedade, cujo efeito ansiolitico e ansiogénico foram atribuidos ao ERp e ERa,
respectivamente (Borrow & Handa, 2017). Na CeA, a dose administrada pareceu ter
efeito ansiolitico nas fémeas OVX, em contraste a auséncia de efeito do E2 injetado
perifericamente em fémeas OV X (12 semanas) submetidas ao labirinto em cruz elevado
(Bastos, 2015).
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Em seguida, verificamos se 0s estrogenos estdo fisiologicamente envolvidos na
aquisicdo do medo em fémeas normociclantes. Ainda que flutuacdes sistémicas
fisiol6gicas ndo alterem o aprendizado de medo auditivo e a retengdo da memdria, ndo
podemos descartar a participacdo dos estrégenos sintetizados localmente e as correlacfes
entre E2 e memoria de medo obtidas em mulheres. A concentracdo do estradiol no tecido
cerebral é regido-especifica e varia de forma independente dos niveis sistémicos (Barker
etal., 2009). A BLA e CeA s&o capazes de sintetizar estradiol localmente pela converséo
da testosterona (Saleh et al., 2005). Na BLA, esta sintese esta atrelada a densidade de
espinhas dendriticas, que é reduzida apds inibicdo da aromatase (Bender et al., 2017).
Portanto, somente é possivel desconsiderar a atuacdo dos estrogenos sobre a
aprendizagem de medo ao bloguear a sinalizacdo enddgena sobre seus receptores.
Nenhum estudo dentro de nossa busca na literatura empregou o bloqueio de receptores de
estrégenos na amigdala no paradigma de condicionamento classico. Por isso, nosso
trabalho foi pioneiro em administrar intra-CeA antagonistas dos trés ERs descritos:
TPBM para o ERa, PHTPP para o0 ERB e G15 para GPER.

De forma geral, o comportamento dos animais ndo se alterou devido as drogas
durante o treino, exceto no pos-pareamento, em que o0 TPBM causou aumento de freezing
comparado ao grupo PHTPP, mas ndo ao DMSO, lembrando o efeito do muscimol intra-
CeA em fémeas normociclantes e contrério ao efeito do E2 em fémeas OVX. No entanto,
percebe-se efeito do bloqueio de ERa sobre a porcentagem de congelamento realizado
durante o teste, 24h pos treino. Pelos tracados comparando o0 mesmo animal no periodo
Pré-CS e CS, é possivel observar que, exceto 2 dentre 9 animais, as fémeas possuem
pouco acréscimo de freezing mediante o som. Tracados como este ndo prevalecem nos
demais grupos, e comparando as médias entre eles no periodo CS, observamos diferenca
estatistica dos controles ao TPBM. Por isso, sugerimos que o E2 participa da aquisicdo
da memoria de medo por meio da ativagdo dos ERa na CeA.

O efeito do TPBM encontrado neste estudo pode resultar de alteracbes em
diversos mecanismos mediados pelo estradiol na formacédo e consolidacdo de memadrias,
incluindo efeitos genémicos e efeitos ndo-gendémicos (Cover et al., 2014). O bloqueio da
sinalizacdo via ERo pode ter prejudicado a iniciacdo da transcricdo génica associada a
plasticidade, visto que a expressédo de pelo menos 44 genes na amigdala de camundongos
estdo sob controle direto ou indireto do estradiol (Jasnow et al., 2007). Além disso,
estrégenos interagem com a expressdo génica de BDNF (brain derived neurotrophic

fator), uma neurotrofina associada positivamente ao LTP e remodelamento dendritico, e
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um aumento nos niveis de mRNA, pro-BDNF e BDNF no hipocampo dorsal foram
detectados 4h apds infusdo local de E2 (Fortress et al., 2013). Efeito ndo-genémicos
envolvidos na aprendizagem sd&o mediados por vias intracelulares incluindo PI3K,
MAPK/ERK e cAMP, que também sdo moduladas pelo E2 (Cover et al., 2014). Por meio
de ERs associados a membrana no hipocampo, o estradiol regula a fosforilacdo de CREB
(CAMP response element binding protein) por um mecanismos dependente de MAPK,
numa escala de tempo to curta quanto 5 minutos (Boulware et al., 2005). Efeitos rapidos
no balanco excitacdo/inibicdo também foram detectados. Células piramidais responsivas
aos estrogenos no hipocampo mostraram aumento de EPSC apds 2-3 minutos da infuséo
de E2 em whole-cell voltage clamp (Rudick & Woolley, 2003). Sobre o ténus inibitorio
no estriado, a administracdo subcutanea de E2 em animais OVX (7 semanas) provocou
reducdo de GABA extracelular evocada por K+, avaliada por microdialise, numa janela
de tempo de 30 minutos (Schultz et al., 2009). Portanto, o antagonista ERa administrado
15-20 minutos antes do treino pode ter afetado a atividade neuronal e a sinalizagdo
molecular necessarias para o aprendizado associativo.

Na amigdala central, a localizacdo dos ERs comecou a ser desvendada.
Recentemente, a colocalizacdo de receptores ERa ¢ ER e marcadores de interneurénios
na amigdala foi investigada na BLA e na CeA de porquinhos-da-india. Neur6nios
positivos para calbindina (CB) e somatostatina (SOM) na CeA quase nunca expressaram
ERa, mas houve pequena colocalizagdo CB+/ERB+ e auséncia de SOM+/ERB+
(Rowniak, 2017). Entretanto, ndo foi investigada a colocalizagdo entre SOM e ERa, que
poderia auxiliar a desvendar a interacdo dos estrogenos com o circuito de medo, visto que
as células CeL-ON sdo majoritariamente SOM+ e o0s inputs que recebem sao alvos de
plasticidade.

A modulacdo da memdria de medo pelo TPBM ndo aparenta estar ligada a
mudangas na ansiedade, ainda que nossos dados em fémeas OV X apontem para um efeito
do E2 sobre a CeA no que se refere ao comportamento tipo-ansioso. Nao verificamos
efeito significativo do TPBM em nenhum parametro no labirinto em cruz elevado,
realizado apds 15 minutos ou 24h apds injecdo da droga.

Quanto aos demais receptores testados, a inativacdo de ambos n&o prejudicou a
formacgé@o da memoria, embora dados da literatura apontem para suas contribuicdes nos
processos de formacgdo de memoria hipocampais e relacionados a emocéo. Por exemplo,
foi visto que o agonista de ERB tem efeito promnésico no hipocampo quando injetado

imediatamente apds o treino da memaria de reconhecimento de objeto em fémeas OVX
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(12 semanas) (Bastos, 2015). Ainda, este receptor parece ser importante para os efeitos
ansioliticos do E2 (Frye & Walf, 2004), mas a participacdo da CeA ndo foi estudada.
Quanto ao GPER, foi mostrado que este receptor também tem efeito sobre memorias
espaciais dependentes de hipocampo (Hammond et al., 2009). Na BLA, a ativacdo de
GPER aumenta a transmissao sinaptica inibitoria, regulando o balanco excitacdo-inibicédo
desta estrutura, e exerce efeito ansiolitico em fémeas OVX (15 dias) submetidas a
protocolos de estresse por nado forcado e contencdo (Tian et al., 2013). Diante disso, é
possivel que esses receptores atuem no circuito de medo, mas aparentemente nao
contribuem para a fase de aquisicao dependente da CeA.

A ativagdo dos ERa contribui para a aquisicdo da memoria de medo e a
ovariectomia por 12 semanas eleva o tonus inibitorio na CeA. Para integrar diretamente
a sinalizacdo do estradiol a regulacdo do tonus inibitdrio, realizamos um protocolo em
fémeas normociclantes em que o antagonista GABA-A (bicuculina) foi injetado
conjuntamente ao antagonista ERa (TPBM). Pressupomos que, num cenario em que a
inativagdo de ERo eleva o tdnus inibitdrio, o bloqueio de receptores GABA-A
contrabalancearia 0 aumento da inibicao, restaurando a fisiologia da CeA. Todos 0s
animais receberam duas injecOes consecutivas, mas aparentemente a mudanca no
protocolo experimental refletiu-se em resultados inesperados. Os animais controle
condicionaram-se pouco, ao passo que alguns dos animais TPBM apresentaram uma
memoria de medo robusta. Ndo foi possivel concluir, por meio deste experimento, a
interacdo entre E2 e sistema GABAEérgico.

Experimentos incluindo administragdes consecutivas sdo encontrados na
literatura. Inclusive, um estudo com foco na CeA identificou a interacdo entre o
neuromodulador ocitocina e o sistema GABAérgico na preferéncia social utilizando o
mesmo protocolo aqui empregado (Dong et al., 2017). Alguns fatores podem ter
contribuido para a ndo reproducdo de nosso experimento anterior, sendo eles o estresse
causado pela maior duracdo da administracdo das drogas, 0 aumento em volume dos
tratamentos que pode ter alterado a fisiologia da CeA, e a possivel dilui¢do da droga que
foi injetada primeiramente devido ao aumento do volume total injetado. Por exemplo, o
grupo TPBM+DMSO recebeu primeiramente uma injecdo de TPBM, na mesma
concentracdo utilizada no experimento anterior, e em seguida recebeu a dose do DMSO.
E possivel que a diminuigdo da concentraco da droga possa ter reduzido a interacéo desta
aos receptores. ModificagGes no protocolo experimental terdo que ser realizadas para

testar a hipotese da interacdo entre a sinalizacéo pelo estradiol e o sistema GABAérgico.
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Estudos futuros que verifiguem diretamente como o estradiol interage com 0s
neurbnios GABAEérgicos na CeA, por meio de medidas eletrofisioldgicas na CeA ou
comportamentais com ensaios farmacoldgicos, irdo contribuir para o entendimento da
acao dos estrogenos na CeA sobre a memoria de medo condicionado. Responder em quais
subpopulacdes GABAEérgicas residentes na amigdala encontram-se os receptores ERa
também auxiliardo a esclarecer os mecanismos por trds dessa acdo. Ainda, seria
interessante determinar a contribuicdo dos estrégenos, em especifico, para 0 aumento de

inibicdo observado nas fémeas OV X.
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7. CONCLUSAO

Este estudo identificou a participacdo da CeA na aquisi¢cdo da memoria de medo
condicionado ao som em fémeas normociclantes C57BL/6 e demonstrou que a auséncia
crénica dos horménios ovarianos perturba a aquisicdo de memorias de medo por alterar
a fisiologia da amigdala central. Identificamos que uma dessas perturbacées é 0 aumento
do tonus inibitdrio nesta estrutura em decorréncia da ovariectomia por 12 semanas. Em
fémeas normociclantes, verificamos pela primeira vez que os estrégenos endogenos,
atuando pelo receptor ERa, contribuem para a aquisicio de memorias de medo

condicionado ao som.
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