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RESUMO

O roflumilaste (ROF) é um inibidor seletivo da fosfodiesterase 4 (PDE4) que
potencializa a via de sinalizacdo intracelular que envolve o AMPc, segundo
mensageiro importante para a consolidacdo da memdéria de medo, a qual é o
componente central do estopim para o desenvolvimento do transtorno do estresse
pos-traumatico (TEPT). Sabendo que a consolidacdo e a reconsolidacédo partilham
vias comuns, mas séo processos distintos, e que a reconsolidacdo é um alvo para o
TEPT, ja que esta é um processo de reestabilizacdo de uma memoaria que pode ter
sofrido modificacdo, faz-se necessario entender o efeito da inibicdo da
fosfodiesterase na reconsolidacdo da memoaria condicionada de medo. Deste modo,
ratos Wistar machos (270-320g) foram submetidos ao protocolo de condicionamento
do medo ao contexto cujas sessdes (familiarizacdo — que consiste na exposi¢cao do
animal ao contexto apenas para a exploracédo; condicionamento do medo — no qual
se aplicam choques leves nas patas para a instalacdo do medo; evocacdo —
reinsercao do animal ao contexto sem o estimulo aversivo para analisar e modular o
medo, e teste A1 — no qual sdo verificadas as consequéncias da andlise e
modulac¢do do medo do dia anterior) aconteceram separadamente em uma janela de
24 h cada. O teste A2, no qual as consequéncias da sessdo de evocacdo sao
analisadas depois da metabolizacdo completa do farmaco, ocorreu dez dias depois.
O ROF (0,01, 0,03, 0,1 e 0,3 mg/kg) ou veiculo (VEI) foi administrado por via
intraperitomeal (i.p.) 5 min, 30 min e 3 h apds a evocacao dessa memoria por 3 min.
O comportamento de congelamento foi posteriormente analisado e expresso como
média £+ E.P.M. O protocolo experimental foi aprovado pelo CEUA#1161. Os
resultados mostraram que quando administrado 5 min apds a sessao de evocacéao, 0
ROF nas doses de 0,01, 0,03 e 0,1 mg/kg reduziu o percentual de congelamento no
teste A2, mas nao no teste Al. Tal efeito ndo foi encontrado nos resultados da
administracdo sistémica de ROF ou VEI 30 min e 3h apds a sessédo de evocacao.
Esses achados sugerem que a inibicdo da fosfodiesterase prejudica a persisténcia
de memdria de medo original quando inibida nos momentos iniciais da
reconsolidagao.

Palavras-chave: Transtorno do Estresse Pés-Traumatico; fosfodiesterase-4;
roflumilaste; condicionamento do medo ao contexto; reconsolidacdo; meméria de
medo.



ABSTRACT

Roflumilast (ROF) is a selective inhibitor of phosphodiesterase 4 (PDE4) that
enhances the intracellular signaling pathway involving cAMP, an important second
messenger for, which is a central component to fuse for development of
posttraumatic stress disorder (PTSD). Is known that consolidation and
reconsolidation share common pathways even though being distinct processes.
Furthermore, the reconsolidation is a target to treat the posttraumatic stress disorder,
therefore it is necessary to understand the effect of phosphodiesterase inhibition on
the reconsolidation of fear-conditioned memory. Thus, male Wistar rats (270-3209)
underwent the protocol of contextual fear conditioning whose sessions
((familiarization — animal exposure to the context just for exploration; fear
conditioning — to induce mild foot shocks to onset fear; evocation - reinsertion of the
animal into the context without the aversive stimulus to analyze and modulate fear,
and test A1 — to analyse modulation of fear from the previous day)) took place 24-h
apart. Test A2 occurred ten days later, wherein same parameters of test A1 was
analysed, but when the drug was completely metabolized. ROF (0.01, 0.03, 0.1 and
0.3 mg/kg) or vehicle (VEI) were administered intraperitoneally (i.p.) 5 min, 30 min
and 3 h after memory retrieval, a session that lasted 3 min. Freezing behavior was
analyzed and expressed as mean + E.P.M. The experimental protocol was approved
by CEUA # 1161. The results showed that when administered 5 min after the
retrieval session, the ROF at the doses of 0.01, 0.03 and0.1 mg/kg , reduced the
percentage of freezing behavior in the test A2, but not in test A1. Such effect wasn’t
observed in the results of systemic administration of ROF or VEI 30 min and 3 h after
the retrieval session. Together, these findings suggest that phosphodiesterase
inhibition impairs memory persistence when inhibited at the initial phase of memory
reconsolidation.

Keywords: Posttraumatic Stress Disorder; phosphodiesterase-4 (PDE4);
roflumilast; contextual fear conditioning; reconsolidation; fear memory.
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1 INTRODUCAO

A memoria € um processo biologico cujo objetivo € armazenar informacdes
obtidas a partir de algum aprendizado prévio para que estas entdo sejam evocadas
e retidas com o propoésito de aprimorar tal experiéncia. Esse processo requer as
etapas de aquisicdo (estagio inicial no qual se adquire primeiramente as
informacdes), trazendo como consequéncia a formacdo da memoria que em seguida
resultard na etapa de consolidagdo, a qual, a partir do processo de evocacdao,
garante a recapitulacdo posterior dessa experiéncia para rebuscar a tomada de
deciséo do individuo e ocasionar a possivel alteracdo de seu comportamento (POO
et al, 2016, BISAZ et al, 2014, REDISH e MIZUMORI, 2015, STERN e ALBERINI,
2013).

E de suma importancia mencionar que os mecanismos de memoria possuem
intima relacdo com o tempo de retencdo. Quando a memodria inicialmente se forma,
ela é ainda instavel e independe de sintese de proteinas, que é o que medeia a sua
retencdo. As memorias de curto prazo possuem baixo tempo de retencdo quando
comparadas a de longo prazo porque estas ultimas passam pelo processo de
consolidacdo, no qual, por conta de varios mecanismos e vias moleculares de
sintese proteica, garantem a potenciacdo de longo prazo (do inglés, LTP, “Long
Term Potentiation”), um processo de plasticidade sinaptica responsavel pelo
fortalecimento do traco de memoria, e, por conseguinte, pela sua estabilidade.

Além da classificacdo quanto ao tempo de retencéo, outra pertinente refere-se
a sua natureza, a qual inclui as memoérias de trabalho, as declarativas ou nao-
declarativas e a emocional — que aqui recebe destaque por estar relacionada com a
memoéria condicionada de medo, foco desta pesquisa (BREM et al, 2013).

Por mais que pareca intuitivo afirmar que uma memoria estavel ndo é um
processo dinamico, tal afirmacdo contém um erro crasso. De acordo com
Przybyslawski e Sara (1997), algumas memodrias, quando evocadas, podem se
tornar novamente instaveis, tornando-se labeis e suscetiveis a alteragcbes para
novamente serem estabilizadas, indicando a ocorréncia de outro processo
importantissimo para a manutencdo da memoria: a reconsolidagéo.

A reconsolidagéo atualiza as memorias de modo a modificar o que foi formado
na consolidacéo. Isso € importante quando se trata de doencas que necessitem da

modulacdo da memoria para 0 seu tratamento, especialmente quando se trata de
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situacdes de dificil intervencdo, como a dependéncia a drogas de abuso (que
envolve os sistemas de recompensa e prazer, dificultando principalmente a adesao
do individuo) ou no caso do Transtorno do Estresse Pés-Traumatico (TEPT) —
desencadeado pela formagdo de uma memoria de medo condicionada a um evento
traumatico, a qual, por sua vez, € bastante estavel e, portanto, dificil de ser
modulada.

Além disso, existe certa complexidade quando se trata de memoria e
medo, porque, primeiramente, isso se da por serem dois processos distintos que se
associam por vias neurofisiologicas capazes de garantir a responsividade do
individuo acerca de um determinado estimulo. Outro ponto é que existe diferenca
entre 0s componentes inatos e aprendidos que geram confusdo pelo fato de o medo
ser uma emocgao (portanto, inerente ao ser) com o de que ele pode ser inato (no
caso, nao aprendido; advindo de nascenca, como, por exemplo, 0 medo de um
animal feroz que se aproxima). Apesar do carater negativo, o medo € visto como
uma emocao necessaria, considerada um estado que intervém nos conjuntos de
estimulos, estes interpretados como ameacas reais ou potenciais, dependentes do
contexto e respostas comportamentais, funcionando, assim, como um estado de
alerta capaz de inibir e/ou alertar o individuo em situacdes perigosas que possam ou
nao oferecer risco a vida. (IZQUIERDO et al, 2016, ADOLPHS, 2014).

Em consonéncia com o que foi dito anteriormente, descreve-se o
aprendizado como um processo no qual se adquire novos conhecimentos, ideias ou
comportamentos, decorrente de vias conscientes ou ndo. Um dos métodos de
aprendizado inconsciente é o condicionamento classico, dito como um processo de
pareamento de uma resposta automatica a um determinado estimulo. Um dos
trabalhos mais conhecidos acerca do condicionamento classico é o de lvan Pavlov,
gue, ndo intencionalmente, estudando aspectos da fisiologia digestoria, descobriu a
relacdo entre a salivacdo do cado (resposta) ao prenuncio de comida (estimulo
condicionado) a partir de um som (estimulo incondicionado). Assim, o0
condicionamento classico também pdde ser chamado de condicionamento
pavioviano (REHMAN et al, 2019).

Cita-se como exemplo de condicionamento pavioviano realizado em
laboratorio, o condicionamento do medo ao contexto — técnica que tem por finalidade
colocar um roedor em uma caixa onde foram aplicados choques leves nas patas. O

animal naturalmente faz a associacdo entre os estimulos (choque e contexto, nesse
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caso) e aprende a prever 0os eventos adversos, passando a reagir com medo. Neste
caso, o estimulo condicionado é o contexto (a caixa) e o estimulo incondicionado é o
choque. Ainda quanto ao protocolo, 24 h ap6s o animal passar pela sessdo de
condicionamento, ele € submetido novamente a mesma caixa em que foram dados
0s choques, no mesmo ambiente (sessdo de exposi¢cdo ao contexto). Nesse caso, 0
animal é apenas reinserido na caixa durante a sessao exibindo como resposta de
medo o congelamento.

No decorrer de uma sesséo de exposi¢cdo ao contexto, quanto mais tempo o
animal permanecer na caixa, maior a tendéncia de diminuir o tempo de
congelamento. Isso acontece devido ao fendmeno da extincdo, que conceitualmente
se baseia em um novo aprendizado sobre um determinado contexto, e, ndo
necessariamente o esquecimento. Em outras palavras, o animal passa por uma
nova aquisicdo de memoria, agora jA ndo mais aversiva, a qual se sobrepde a
memoria aversiva, fazendo com que a resposta de medo deste animal diminua. Tal
processo € relevante em terapias como a Terapia de Exposi¢do Prolongada (TEP), a
qual é fundamentada a partir da exposi¢do do individuo a um contexto semelhante
capaz de remeter o individuo a experiéncia traumatica, e, assim, fazer com que a
memoria seja extinta. Dados do nosso grupo e ainda néo publicados mostraram que
o roflumilaste, um inibidor de fosfodiesterase 4, injetado sistemicamente ou infundida
na regiao do infralimbico, ap6s 3 h da sessédo de extin¢ao foi capaz de potencializar
a persisténcia da memdéria de extincdo. Contudo, existe alguns problemas que
envolvem este processo, COmo a recuperagdo espontanea, renovacao, reaquisicao
rapida e reintegracdo da memoria original, mostrando que mesmo apis esse
processo de novo aprendizado, a associacdo entre estimulo condicionado e
incondicionado ndo é rompida, remetendo a necessidade de utilizacdo de outros
procedimentos. A reconsolidacdo, entdo, aparece neste caso como uma alternativa
viavel justamente pela sua caracteristica de modulacdo e atualizagcdo do
aprendizado consolidado, facilitando, deste modo, a manutencdo da associacéo
entre os estimulos (SOHN et al, submetido para publicacdo, LINGAWI et al, 2018,
IZQUIERDO et al, 2016, SHECHNER et al, 2014).

Embora necesséario, muitas vezes o estado geral de medo pode ser
exacerbado, causando prejuizos para a vida do ser em questdo, como no TEPT,
desenvolvido em situagBes onde foi presenciado um evento traumatico tao

significativo emocionalmente a ponto de desencadear a sintomatologia da doencga
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que se caracteriza pelos flashbacks, pesadelos, o reviver da experiéncia traumatica,
problemas do sono, depressao, isolamento social, culpabilizacdo, incapacidade de
se recordar de eventos importantes, entre outros (BISSON et al, 2016; BISSON,
2010).

Apesar de ainda pouco eficazes, existem algumas terapias farmacolégicas
(associadas muitas vezes a psicoterapia) que auxiliam no tratamento do TEPT. A
metodologia deste processo, em pesquisas bésicas laboratoriais, envolve a
reexposicdo de um animal a um contexto por um curto periodo de tempo. Essa
reexposicdo curta desestabiliza a memoria ja consolidada, entdo capaz de ser
modificada por interferéncias na reconsolidacdo. Em humanos, tenta-se aplicar a
mesma légica para individuos com TEPT, onde o profissional, a partir do relato do
paciente, ativa estados afetivos a partir de emocdes positivas de modo a atualizar a
memoria de medo com informacdes seguras, permitindo, portanto, a substituicdo da
memoria de medo por uma série de outras memaorias sem medo (SMITH et al, 2017,
NADER; EINARSSON, 2010, KRYSTAL, 2017).

Em cada procedimento terapéutico utilizado, seja ele embasado na extingéo
ou reconsolidacdo, pode ser necessaria a utilizacdo de alguns farmacos. Um
exemplo citado por Smith et al (2017) engloba a utilizacdo de agonistas parciais de
receptores NMDA capazes reduzir ou melhorar a funcdo destes receptores que
estdo relacionados com a extingdo. Smith et al (2017) também citam que o
propranolol, um beta-bloqueador, pode ser uma alternativa promissora para
prejudicar a reconsolidacdo de memodrias traumaticas, e que, a rapamicina, um
inibidor do alvo da rapamicina quinase em mamiferos (MTOR), rompe a
reconsolidacéo de memoérias de medo mediadas pela amigdala e hipocampo.

Visto a utilizagdo de farmacos como facilitadores de terapias para o TEPT,
nota-se a relevancia dos estudos das vias neuroquimicas associadas, ja que estas
seriam o alvo do tratamento farmacolégico, nos levando a concluir, inclusive, que a
aquisicdo e a consolidacdo séo etapas fundamentais para o0s métodos
(reconsolidagéo e extingdo) que embasam as psicoterapias. Portanto, pelo fato de a
consolidagéo ser um processo dependente de LTP, e esta, por sua vez, decorrer da
atividade de componentes genéticos como o CREB [Elemento de Resposta ao
AMPc (Monofosfato de Adenosina Ciclico)], se faz necessario reforcar a importancia
de entender tais mecanismos moleculares, os componentes que deles participam e

os farmacos que podem ser promissores para modular a consolidagéo. Deste modo,
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destaca-se de modo muito importante a via do AMPc, levando em conta o seu papel
como segundo mensageiro responsavel por modular a cascata de sinalizacdo da
formacao de LTP — a qual garante a estabilizacdo da memdéria a longo prazo a partir
do CREB, que, como seu proprio nome sugere, responde as concentracdes de
AMPc. O CREB é um fator de transcricdo que se liga a um elemento de resposta do
DNA que esta em uma regido de controle génico, favorecendo a transcricdo e
determinando sua expressao que resultaria em aumento da producdo sindptica a
partir do crescimento dendritico. Sua regulacdo ocorre a partir da fosforilacdo pelas
enzimas Proteina Quinase A (PKA), Proteina Quinase Ativada por Mitégeno (MAPK)
e pela Proteina Quinase Calmodulina-dependente (CaMK), mais bem descritas na
secao 2.1.3. Enfatiza-se, assim, que o AMPc é um componente-chave no processo
de consolidagdo de memoria (KANDEL, 2012).

Sabe-se que a enzima fosfosfodiesterase 4 (PDE4) € responsavel por
hidrolisar o AMPc interrompendo a sinalizacao celular que guia esses processos de
consolidacdo. Farmacos da classe dos inibidores da PDE4 (iPDE4) sao capazes de
inibir tal enzima, favorecendo o aumento da concentracdo de AMPc e, como
consequéncia, o processo de plasticidade sinaptica (KANDEL 2012; BAILEY et al.,
1996; IMPEY et al., 1996). Desse modo, seria interessante a utilizacdo de um iPDE4
depois de induzir a labilizacdo da memodria de medo a partir do processo de
reconsolidagao.

No entanto, a maioria dos iPDE4 causam muitos efeitos colaterais, o que
poderia resultar em baixa adesdo do farmaco pelos pacientes. Dentre esses efeitos,
podemos citar principalmente os distlrbios gastrointestinais, como émese e diarreia.
Felizmente, foi lancado o roflumilaste, um farmaco da classe dos iPDE4 capaz de
diminuir esses efeitos ocasionados pela inibicdo mais seletiva da fosfodiesterase 4.
Sendo assim, formula-se a hipétese de que roflumilaste, ao inibir a fosfodiesterase 4
ap6s a labilizacdo da memoéria, ira prejudicar a reconsolidacdo, e,

consequentemente, atenuar a memaoria de medo.
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1.1 JUSTIFICATIVA

O Manual de Diagnéstico e Estatistica de Transtornos Mentais (2013), define
o TEPT como uma doenca psiquiatrica relacionada com a exposicdo de um
individuo a um evento traumatico extremo, como o estupro, combate ou acidentes
gue ameacem a vida. O estudo de Marmar et al. (2015) fortalece essa ideia por
revelar que, mesmo ap6s 40 anos, 11% dos veteranos da guerra do Vietna
permaneciam com prejuizos funcionais desencadeados pela persistente
sintomatologia. Entre civis, o abuso na infancia e o estupro sdo o0s maiores
causadores de TEPT (YEHUDA et al., 2015).

Um relatério publicado pela OMS (2018) afirma que o Brasil € o sétimo pais
com a maior taxa de homicidios das Américas, indicando 31,3 mortes a cada 100 mil
habitantes. Isso mostra que os indices de violéncia sdo altos e que muito
possivelmente a prevaléncia de TEPT ¢ alta, jA que a doenca tem forte associacéo
com a violéncia.

Vale dizer que essa pesquisa é de extrema relevancia, especialmente

porque apesar da vasta quantidade de informacdes que abordem sobre a
neurobiologia do TEPT, ainda ha limitagdes quanto a farmacoterapia relacionada ao
transtorno, especialmente também pelos modelos existentes e aceitos se mostrarem
um tanto quanto ineficazes (KRYSTAL et al., 2017).

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de diferentes doses e tempos de administracdo do inibidor de
PDE4, roflumilaste, no processo de reconsolidacdo da memoéria, avaliando os efeitos
sobre o comportamento dos animais submetidos ao protocolo de condicionamento
do medo ao contexto.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o efeito da inibicdo sistémica da PDE 4 na reconsolidagcdo, nos

cinco primeiros minutos.
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b) Avaliar o efeito da inibicdo sisttmica da PDE 4 na reconsolidacdo, nos
trinta primeiros minutos.

c) Avaliar o efeito da inibicdo sistémica da PDE4 na reconsolidacao, apos trés
horas da sesséo de evocacéo.

2 REVISAO DE LITERATURA

Como abordado na introducao, o transtorno do estresse pds-traumatico € um
distarbio psiquiatrico que decorre de uma experiéncia traumatica fazendo com que o
individuo acometido pela doenca expresse medo de forma exacerbada e a partir
disso tenha reducao da sua qualidade de vida ou até mesmo venha a desencadear
outros disturbios.

Portanto, ao falarmos de TEPT, vemos a forte associacdo da doenca com os
estudos relacionados a memoria de medo, e assim, se faz necessario saber sobre
0S mecanismos moleculares dos processos envolvidos para que se possa pensar
em uma abordagem terapéutica interessante. Dentre eles, podemos incluir a
consolidacéo e a reconsolidacdo, sendo este ultimo, em especial, o alvo principal do
trabalho, pensando especialmente na utilizacdo de um inibidor da fosfodiesterase
(roflumilaste) como uma alternativa farmacoldgica para o tratamento da doenca.

Sendo assim, na sequéncia seguem tépicos que explicam sobre a memoria
de medo (exemplos de condicionamento, aquisi¢do, consolidacéo, reconsolidacéo),
o proprio TEPT, terapias relacionadas, inibidores da fosfodiesterase 4 e sobre a
hip6tese que circunda o tema deste trabalho, que seria a utilizagdo deste farmaco na

reconsolidacdo da memoria de medo.



23

2.1 MEMORIA DE MEDO

A memoria de medo € uma ferramenta importante para o estudo do TEPT
que pode ser aplicada a partir das formas de condicionamento de medo cuja ideia €
induzir medo no animal e testar alguma abordagem terapéutica, via neuronal ou o
envolvimento de certas regibes do cérebro com os processos de consolidacéo,

reconsolidacéo ou extingdo da memadria de medo.

2.1.1 O protocolo de condicionamento do medo

O condicionamento do medo ao contexto envolve a inser¢do de um roedor
em uma caixa (estimulo condicionado — EC) que induz choque (estimulo
incondicionado — EI). O protocolo normalmente é realizado em cinco dias (STERN et
al., 2012). No primeiro, o animal é familiarizado com a caixa, de modo que apenas
seja inserido na caixa por trés minutos. No segundo, sdo aplicados consecutivos
choques leves nas patas que variam em namero e intensidade conforme o objetivo
do trabalho. No dia seguinte, o animal é reexposto a caixa sem a apresentacao do
estimulo e seu tempo de permanéncia na caixa também depende do objetivo do
trabalho. Sessdes curtas de evocacdo (2 — 5 minutos) induzem o processo de
reconsolidacdo, enquanto sessdes longas (15 — 30 minutos) promove a extingao
(STERN et al, 2018). Curiosamente, existe um periodo entre sete e quinze minutos
no qual ndo se obtém resultados independentemente da metodologia se relacionar
com reconsolidacdo ou com a extincdo (FRANZEN et al, 2019). Mais detalhes sobre

reconsolidacéo da memaria de medo seréo elucidados na sec¢édo 2.1.4.

2.1.2 Estruturas cerebrais relacionadas

A amigdala é um conjunto de ndcleos em formato de améndoa
responsavel por interpretar o estimulo aversivo e expressar o medo. O nucleo
basolateral (BLA) é dividido em basal e lateral, enquanto o central (CeA), divide-se
em lateral e medial. O lateral funciona como um “sistema de entrada” do estimulo
aversivo, e é responsavel por receber as informacdes de medo e processa-las para
regides corticais que irdo interpretar a informacéo. Posteriormente, essas regides

controlardo o nucleo CeA, regido que funciona como um “sistema de saida”,
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enviando as informacdes para regides especificas capazes de formular a resposta
de medo, como o congelamento, modulado também pela substancia cinzenta
periaquedutal (IZQUIERDO et al., 2016; PONNUSAMY e POULOQOS, 2007; CURZON
et al, 2009).

Além da amigdala, a memdria envolve especialmente a regido do hipocampo
dorsal. Os processos de aquisicdo e evocacdo (onde se faz a associacao entre o
estimulo condicionado e incondicionado) normalmente se relacionam com a CAS3,
enquanto os processos de consolidacdo estdo vinculados a CA1 (CURZON et al,
2009, DAUMAS et al, 2005). Aléem disso, Anagnostaras et al (2001) indicam que
lesBes no hipocampo dorsal causam deficiéncia severa na memaria recente, mesmo
gue alguns fatores enfraguecam esse argumento, como o fato de que apenas ocorre
a deficiéncia no congelamento contextual de animais lesionados e a perturbacao
dramatica e temporalmente estavel do medo ao contexto.

Outras estruturas importantes além da amigdala e hipocampo séo as regides
do cortex pré-frontal medial, como o cértex pré-limbico, cuja atividade na evocacao
da memodria induz a labilizacao, e, portanto, a reconsolidacdo da memoéria de medo
(STERN et al, 2014). Contudo, Tronson et al (2012) mostraram que o coértex pré-
frontal ndo é tao relevante para ativar a via do AMPc/PKA/CREB na reconsolidacéo,

mais bem descritos na secdo 2.1.3 e 2.1.4.

2.1.3 Formacdao e consolidacdo de memdria

Estudos mostraram a relacdo de catecolaminas com o TEPT, sendo a
noradrenalina a mais relevante para este trabalho porque este neurotransmissor se
liga aos receptores B-adrenérgicos, 0s quais, por conseguinte, ativam a adenilato
ciclase, responsavel pela sintese de AMPc. O consequente aumento deste segundo
mensageiro, ativa a PKA fazendo com que ocorra dissociacdo das subunidades
cataliticas das subunidades reguladoras da proteina. Para o armazenamento da
memoria, as subunidades cataliticas fosforilam diferentes substratos nos terminais
sinapticos, como canais de potassio e proteases responsaveis pela exocitose,
disponibilizando e liberando-as em maior quantidade. Repetidamente, essa
fosforilagcdo aumenta ainda mais a concentracdo de AMPc, levando a formas mais
duradouras de plasticidade sinaptica. Isso tudo faz com que a subunidade catalitica

recrute o p42 e a MAPK de modo que eles migrem ao nucleo onde eles fosforilam
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fatores de transcricdo e ativam a expressao génica necessaria para induzir a
memoria de longo prazo. A atividade local da PKA pode ser neutralizada por
proteinas fosfatases, como a PP1 e a calcineurina, que atuam como fatores que
restringem de modo inibitério a formacdo de memoria. Deste modo, existe um
equilibrio entre as atividades da quinase e da fosfatase em uma dada sinapse,
causando bloqueio de sinais sinapticos que atingem o nucleo e, portanto, pode
regular o armazenamento e a recuperacdo de memoédria (TRONSON e TAYLOR,
2007, KANDEL, 2012).

A PKA fosforila um fator de transcricdo importante para formar a memoaria de
longo prazo, o CREB, que, assim ativado, se liga a um elemento de resposta do
DNA contido na regido controle de um gene, favorecendo a atividade da RNA
polimerase e determinando, deste modo, quando e em que nivel um gene é
expresso. Isso promove um aumento da formacdo de novos botBes sinapticos
favorecendo a consolidacdo de memodria, como mostra a figura 1 (TRONSON e
TAYLOR, 2007, KANDEL, 2012).
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Figura 1. Formacao de novo botdo sinaptico a partir a fosforilacdo do CREB (BENITO e
BARCO, 2010).



26

2.1.4 Reconsolidacao

Como mencionado, 0s aumentos dos niveis do CREB promovem
fortalecimento sinptico e garantem a consolidacdo e o todo o processo ocorre de
maneira semelhante na reconsolidacdo. Tanto na reconsolidacdo quanto na
extincdo, quando os niveis de AMPc aumentam, a atividade do CREB também
aumenta. Os fatores de transcricdo sao fosforilados a partir de quinases a montante,
e, dentre elas, recebe destaque a PKA, devido as suas fun¢cbes bem estabelecidas
na consolidacéo por de fatores de transcricdo como o CREB. Além disso, a PKA é
importante para a reconsolidacéo, ja que estudos indicaram que a inibicdo de PKA
na BLA prejudica memorias de medo ao som ou de gosto, além de que a ativacédo
da enzima na mesma regido aumenta a consolidacdo dessas memoérias. Também foi
visto que a ativacdo da PKA apds a reativacio pode fortalecer memodrias. E
importante destacar que os aprimoramentos da reconsolidacdo que mantém ou
fortalecem a memoria apds a reativacdo suportam o papel crucial dos mecanismos
especificos implicados pelos estudos de perda de funcdo, apoiando a hipétese de
gue a reconsolidacdo € um processo de armazenamento (TRONSON e TAYLOR,
2007).

Uma memodéria consolidada, estavel, pode passar inicialmente por um processo
de desestabilizacao e reestabilizacdo dependente de sintese de proteinas, durante a
qual as memorias sao ativadas no estado labil, alteradas, e, assim, armazenadas. O
estimulo condicionado é apresentado na fase de evocacdo e em seguida podem
ocorrer modificacdes e manipulacdes da memaoria. Apos a apresentacdo do estimulo
condicionado, existe uma janela de reconsolidacdo de menos de seis horas, em que
ocorre a atualizagdo dessa memoria, assim como na consolidacdo. Essa
manipulacdo garante que possa acontecer melhora dos individuos com TEPT e é
uma ferramenta importante para o tratamento (TRONSON e TAYLOR, 2007).

O processo de reestabilizacédo requer a ativacdo da expressao génica mediada
por CREB, mas, apesar de ser regulada por mecanismos moleculares semelhantes,
ainda sdo parcialmente distintos dos envolvidos na consolidacdo. Até o momento, o
receptor NMDA contendo a subunidade GIuN2B, a degradagé&o proteica dependente
de proteassoma, os canais de calcio dependentes de voltagem tipo L, a proteina
quinase Il dependente de Ca?*/calmodulina (CaMKIl), os receptores canabindides

CB1, calcineurina, receptores muscarinicos e receptores dopaminérgicos D1/D5 se
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mostraram necessarios para a desestabilizar a memdria apés a evocacado. Os
receptores AMPA podem ser permeaveis ao calcio ou ndo. Estes, sdo responsaveis
por aspectos neuroquimicos da memoria de longo prazo. Estudos mostraram que a
endocitose dos receptores AMPA impermeaveis ao célcio que contém GIuA2 nas
membranas pos-sinapticas da amigdala lateral parece ser necessaria para a
desestabilizacdo da memoria de medo apos a recuperacdo, enquanto que a ativacao
dos receptores AMPA permeaveis ao calcio que ndo contém GIuA2 é necesséria
para a reconsolidacdo da memoéria (HONG et al, 2013). Outro fato importante é que
foi demonstrado que nem sempre a recuperacdo de memoéria leva a
desestabilizacdo e reconsolidacdo e que esses fatores dependem da forca e da
idade da memodria, assim como a duracdo da recuperacao da memoria. (SUZUKI et
al, 2004).
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2.2 ROFLUMILASTE

O roflumilaste € um inibidor da PDE4 que foi aprovado em 2011 como um
anti-inflamatoério auxiliar no tratamento da DPOC (doenca pulmonar obstrutiva
cronica). Em comparacdo com o rolipram, foi capaz de reduzir os efeitos eméticos
acentuados, especialmente por ser efetivo em baixa dose. Como efeitos colaterais,
podemos incluir diarreia, perda de peso, dor abdominal e cefaleia (PRICKAERTS et
al, 2017).

Inibidores da fosfodiesterase (iPDE) exercem efeito a jusante por meio da
modulacdo do monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) e AMPc, responsaveis por
transferir um sinal extracelular como resposta celular ndo estruturais (como a ligacéo
de um neurotransmissor ao seu receptor, mobilizacdo de receptores) ou estruturais
(geracao de receptores e/ou formacao de sinapses). O GMPc implica na ativacdo de
proteinas quinases e o AMPc, a ativacdo adicional de fatores de transcricao
especificos, como o CREB, por exemplo. Ambas as respostas aumentam a eficicia
da transducéo de sinal e podem ter papel na plasticidade neuronal, incluindo a LTP.
Dentre a classe das fosfodiesterases, pode-se destacar a PDE4, enzima bastante
expressa no cerebro, tanto de ratos como de humanos, especialmente no cortex
frontal e no hipocampo — regibes importantes para a memoria. A funcdo dessa
enzima seria degradar o segundo mensageiro AMPc — responsavel por ativar a PKA,
a qual, por conseguinte, fosforila a Proteina de Ligacdo ao Elemento de Resposta ao
AMPc (pCREB), induzindo a expressao de genes responsivos a CREB, os quais
estdo relacionados com a plasticidade sinaptica, memaria e cognicdo (VANMIERLO
et al, 2016, VAN DUINEN et al, 2018).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Os experimentos foram realizados em ratos Wistar machos (nhascidos e
criados no biotério da Universidade Federal do Parana (UFPR), Curitiba, Paran4,
Brasil) pesando 270-320 g e com idade aproximada de 14-16 semanas. Os animais
foram armazenados em caixas de acrilico (50 x 30 x 15 cm) em grupos de 5 animais,

mantidos em ciclo de claro-escuro de 12 horas e receberam comida e agua a
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vontade. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo comité de

ética de utilizacdo animal da UFPR sobre o numero de protocolo #1161.

3.2 DROGAS

O roflumilaste (doado pela Universidade de Maastricht, Holanda; 0,01, 0,03,

0,1 e 0,3 mg/kg) foi dissolvido em 90% de solucao salina e 10% de tween 80.

3.3 CONDICIONAMENTO DO MEDO AO CONTEXTO

O protocolo de condicionamento do medo ao contexto foi realizado em uma
caixa de aluminio, com a parede frontal e a tampa superior de acrilico transparente
(26 x 31.5 x 21 cm; Insight, Brasil), denominada Contexto A. O piso de barras de
metal inoxidavel (3 mm de didmetro e afastadas 0,9 mm centro a centro) esteve
conectado a uma fonte de choque. Todos os experimentos foram realizados no
periodo vespertino.

Primeiramente os animais foram submetidos a sessao de familiarizacao,
que garante a exploracéo livre durante 3 min. No dia seguinte, os animais foram
submetidos a sessao de condicionamento, onde receberam trés choques nas patas
de 0,7 mA, 60 Hz, por 3 s, com intervalo de 30 s entre os choques permanecendo
mais 30 s nesta caixa antes de retornar a sua caixa moradia.

No dia seguinte, os animais foram expostos a sessédo de evocacao, na qual
0S animais novamente permaneceram na caixa de condicionamento 3 min sem a
apresentacao do estimulo incondicionado (choque), com a finalidade de induzir a
reconsolidacdo da memoaria de medo. 24 horas depois, 0s animais foram submetidos
ao teste A1 com exposicao a caixa de condicionamento por 3 min novamente sem a
apresentacao de estimulo incondicionado.

Dez dias apo0s o teste A1, 0s animais foram submetidos ao teste no contexto
A pela segunda vez na mesma caixa por 3 min (teste Az). Depois de cada sesséo, as
caixas foram limpas com um lenco de papel embebido em solugédo aquosa de etanol
a 10%. O roflumilaste (0,01, 0,03, 0,1 ou 0,3 mg/kg) ou veiculo (VEI) foram
administrados i.p. no tempo de 5 minutos, 30 minutos e 3 h apdés a sessado de

evocagao.
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O parametro utilizado para avaliar o medo dos animais € o comportamento
de congelamento, definido como auséncia total de movimentos do corpo e da
cabeca, desconsiderando 0s que estejam relacionados com a respiracéo
(BLANCHARD E BLANCHARD, 1969). O comportamento foi continuamente
registrado durante a sessdo de evocagéao, teste A1 e 0 teste Az por meio de uma
camera de video. O tempo de congelamento em cada periodo foi quantificado (em

segundos) com o auxilio de um cronémetro.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. do percentual de
tempo de congelamento e submetidos ao teste de analise de variancia unidirecional
ou de medidas repetidas (ANOVA). Em seguida foi aplicado o teste post hoc de
Newman-Keuls. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em P <0,05. Os
calculos estatisticos foram realizados pelo programa Statistica 12 e a formulacao
grafica pelo programa Prisma 7.

4 RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO 1

Os efeitos da administracdo sistémica de roflumilaste nas doses de 0,01,
0,03, 0,1 e 0,3 mg/kg foram avaliados em trés etapas de tempo: cinco minutos, trinta
minutos e trés horas ap0s a sessdo de evocacdo. A partir do teste de variancia
unidirecional com medidas repetidas (ANOVA), péde-se observar efeito significativo
do fator do tratamento [F (4,42) = 6,0756; P = 0,0060] e da reexposicdo ao contexto
[F (2,84) = 45,715; P = 0,0000]. Além disso, ocorreu interagdo entre os fatores
tratamento e repeticdo [F (2,84) = 2,9452; P = 0,00596]. Pela analise do teste de
post hoc de Newman-Keuls, o tratamento com ROF nas doses de 0,01, 0,03 e 0,1
mg/kg, reduziu o percentual do tempo de congelamento em comparacao ao grupo
controle durante o teste A2, conforme evidenciado na figura 1. N&o houve diferenca

entre os grupos durante a evocacdo da memoéria ou durante o teste A2, sugerindo
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que o bloqueio da PDE 4 5 min apds a reativacdo da memodria prejudica a

persisténcia da memoria de medo.
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Figura 2. Efeitos da inibicdo da PDE4 5 min ap0s a sesséo de evocacdo. O esquema acima
do grafico representa o delineamento experimental, em que a seta vermelha, indica o
tratamento com o ROF. Os graficos representam o percentual do tempo de congelamento
apresentado pelos animais durante a sessdo de evocagao, teste A; e teste A,. A sesséo de
evocacdao indica ndo existir diferencas prévias entre os grupos. No teste Al, o tratamento,
em nenhuma das doses, foi capaz de apresentar efeito. Ja no teste A2, os tratamentos com
as doses de 0,01, 0,03 e 0,1 mg/kg reduziram o tempo de congelamento dos animais em
comparagdo ao grupo controle. As barras representam a média + EPM do percentual do
tempo de congelamento dos animais. Os pontos, indicam o percentual de congelamento
apresentado individualmente pelos animais durante o teste. O * indica P<0,05 em
comparacao ao controle do mesmo grupo, apoés o teste de post hoc de Newman-Keuls.

4. 2 EXPERIMENTO 2

O passo seguinte foi analisar o efeito do ROF administrado 30 min apés a
sessdo de evocagdao. A ANOVA de medidas repetidas mostrou que nao houve
diferenca significativa para a interagdo entre o fator tratamento e exposi¢do ao
contexto [F(4, 22) = 1,0457; P = 0,40640] e nem para o tratamento [F(4, 22) =
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0,52875; P = 0,7158)]. Contudo, na reexposicao, o efeito foi observado [F (1, 22) =
19,426; P = 0,00022]. O teste de post hoc apontou que ndo houve diferenca entre 0s

grupos controle e tratamento.
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Figura 3. Efeitos da inibicdo da PDE4 administrada sistemicamente 30 min apds a sessao
de evocacdo. O esquema representa o delineamento experimental, em que a seta vermelha
indica o tratamento com ROF. Os graficos representam o percentual do tempo de
congelamento apresentado pelos animais durante a sessdo de evocacao, teste A; e teste A,
A sessao de evocacgdo indica ndo existir diferencas prévias entre os grupos. Nenhuma das
doses avaliadas apresentaram efeito no teste A;, tampouco no teste A.. As barras
representam a média + EPM do percentual do tempo de congelamento dos animais e o
percentual de congelamento individual dos animais durante os testes estédo indicados pelos
pontos.

4. 3 EXPERIMENTO 3

A (ltima etapa envolveu a analise dos possiveis efeitos de ROF
administrado 3 horas apés a sesséo de evocacao (figura 3). A ANOVA de medidas
repetidas mostrou que ndo houve diferenca significativa para a interagcdo entre o
fator tratamento e exposi¢cdo ao contexto [F (8,60) = 0,205042; P = 0,98885] e, do
mesmo modo, ndo houve efeitos do tratamento [F (4,30) = 0,2790; P = 0,97113]. No
entanto, houve diferenca significativa da a reexposicdo ao contexto [F(2,60) =
39,851; P = 0,000001].
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Figura 4. Efeitos da inibicdo da PDE4 administrada sistemicamente 3 h apés a sesséo de
evocacdo. O esquema acima do grafico representa o delineamento experimental, em que a
seta vermelha indica o tratamento com ROF. Os gréaficos representam o percentual do
tempo de congelamento apresentado pelos animais durante a sessédo de evocacao, teste A;
e teste A,. A sessdo de evocagdo indica ndo existir diferengas prévias entre 0s grupos.
Nenhuma das doses avaliadas apresentaram efeito no teste Ai, tampouco no teste Ao.
Enquanto as barras representam a média + EPM do percentual do tempo de congelamento
dos animais, o percentual de congelamento individual dos animais durante os testes esta
indicado pelos pontos.

5 DISCUSSAO

Pouco esta descrito na literatura sobre o papel da fosfodiesterase 4 na
reconsolidacdo da memoria, especialmente quando se fala em condicionamento do
medo ao contexto. Do que foi buscado na literatura, muitas referéncias indicam que
a PKA é crucial para o processo de reconsolidacdo (KRAWCZYK et al, 2016,
TRONSON, 2012), contudo, nenhuma dessas fontes menciona a relacdo nesse
processo e a enzima PDE4, que € a molécula-alvo deste trabalho.

Os principais resultados encontrados nesse trabalho mostraram que as

doses de ROF 0,01, 0,03 e 0,1 mg/kg, quando administradas sistemicamente cinco
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minutos apos a evocacado, foram as que apresentaram reducdo do percentual de
congelamento dez dias depois do tratamento. Como esse efeito ndo foi observado
24 h ap06s a evocagdo, mas, sim, somente dez dias depois, pode-se sugerir um
efeito sobre a persisténcia de memdria e ndo sobre a reconsolidagéo.

Sabe-se que o AMPc medeia a sinalizacdo da PKA, a qual pode
diretamente ou indiretamente fosforilar o fator de transcricio CREB. Essa via é
descrita no trabalho de Waltereit e Weller (2003) e mostra que quando ativada, a
PKA atua ativando a Ras (que por sua vez ativa a Raf) e a Rap-1 (que ira ativar a B-
Raf). Quando ativadas, Raf e B-Raf ativam a MEK, que, assim, ir4 ativar a p44/42-
MAPK (também conhecida como ERK). Essa via indireta também favorece a
fosforilacdo do CREB.

Nossos dados se assemelham aos resultados de Krawczyk et al (2016),
gue utilizou a esquiva inibitéria como protocolo e concluiu que um inibidor da ERK
(PD098059) quando infundido no hipocampo dorsal 3 h depois da reativacdo nao
alterou a reconsolidacdo 24 h apés o teste, mas diminuiu o tempo de retencdo da
memoria, revelando alterac@o na persisténcia de memdria. Essa similaridade mostra
a possibilidade da inibicho da PDE4 na fase inicial da reconsolidacdo pode estar
relacionada com uma possivel inibicdo da ERK trés horas mais tarde e essa
condicdo gerar prejuizo na retencdo de memoria dez dias depois. Zhang et al (2004)
revelaram que a infusdo de um inibidor da fosfodiesterase (rolipram) na regidao CA1
do hipocampo de ratos reverte os déficits de memoéria causados pelo inibidor da
MEK. Isso se mostra contraditorio a primeira vista, mas as diferencas de detalhes
nos protocolos utilizados em cada um dos trabalhos [como, por exemplo, a utilizagéo
de camundongos no primeiro e ratos no segundo; o tipo de inibidor utilizado; o fato
de Zhang et al (2004) utilizarem a esquiva inibitdria como protocolo] e também o fato
de nao existir inibidores especificos para ERK1 ou ERK2, as quais exercem papéis
diferentes nos processos de memoéria (KRAWCZYC, 2019), pode ser a causa dessa
contradicdo. Outra hipétese é que a inibicdo da PDE4 nos cinco primeiros minutos
pode desencadear a inibicdo da ERK 3 h depois ja que, hipoteticamente, a PDE4
poderia regular outras moléculas envolvidas na regulacdo da ERK. No caso da
reconsolidacdo, uma diminuicdo da concentracédo de PDE4, ocasionaria aumento
inicial da concentracdo de AMPc nos primeiros minutos e faria com que a ERK
também fosse aumentada nesse tempo. Trés horas depois, a ERK, que ja atingiu o

seu pico maximo de atividade, comeca a ser inibida por outras moléculas, podendo,
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inclusive, ser inibida pela prépria PDE4. Como isso tudo € incerto, 0 mais correto
seria confirmar essas hipoteses futuramente com andlises moleculares ou até
mesmo utilizando o mesmo protocolo de Krawczyk (2016) que envolve inibicdo da
ERK.

Assim como o papel da PDE4 na reconsolidacdo ainda é um assunto
bastante inexplorado, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares que levam a
persisténcia de memoaria (KRAWCZYC, 2019). Sabe-se que a sinalizagdo da ERK,
de modo semelhante ao do PKA, aumenta a LTP, e, consequentemente, a memaria
de longo prazo. Estudos verificaram que a inibicdo da sinalizacdo de ERK no
hipocampo dorsal bloqueia a formacdo de memodria de longo prazo, mas nao
interfere na memoaria de curto prazo. Outro ponto é que os niveis de AMPc podem
estimular ou inibir a sinalizacdo de ERK, indicando que as vias se relacionam, além
de que, como foi mencionado anteriormente, a inibicio da PDE4 pode reverter os
efeitos decorrentes inibicdo da sinalizacdo da ERK (ZHANG et al, 2004). Portanto, o
nosso trabalho complementa os trabalhos de Krawczyc et al (2016), Krawczyc et al
(2019) e Zhang et al (2004) por mostrar que, quando inibida nos cinco primeiros
minutos da reconsolidacdo da memdria de medo, a PDE4 prejudica a persisténcia
da memoria de medo.

Outro achado interessante é que o percentual do tempo de congelamento
dos animais tratados com a dose de 0,3 mg/kg esta igual ao grupo controle,
reforcando a ideia de que a curva dose-efeito da PDE4 tem um padréo, que seria
expresso em formato de U, que concorda com os dados de Heckman et al (2018).

Quanto aos dados referentes a administragcdo de ROF 30 minutos depois
da sessdo evocacao, notou-se que apesar da inibicdo ter ocorrido em uma fase
inicial da reativagdo da memoéria, como em cinco minutos, os resultados se diferiram,
indicando que mecanismos distintos podem estar atuando na fase inicial da
reconsolidacao.

Sohn et al (2019, submetido para publicacéo), a partir do protocolo de
extingdo da memoria de medo condicionada ao contexto, mostrou que a
administracdo de ROF interfere com a persisténcia da extincdo quando administrado
3 h, mas ndo 5 minutos apds a sessdo de extingdo. A extingdo € um processo de
novo aprendizado e consequente formacdo de nova memoria, a qual ira competir
com a antiga a partir de uma exposicao longa ao contexto na sessao de evocacéao.

Os resultados de Sohn et al (2019, submetido para publicacdo) diferem dos
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encontrados neste trabalho, muito possivelmente devido aos processos de
aprendizados estabelecidos em cada um, ja que o tempo de exposi¢cdo ao contexto
na extingdo é mais longo do que o tempo de exposi¢cdo na reconsolidacdo (3 min).
De qualquer forma, ambos trabalhos enfatizam que o tempo de administragcdo do
ROF é um componente-chave para os efeitos da inibicdo da PDE4 nos processos de
memoria de medo, especialmente em termos de persisténcia de memaria. Ainda, em
conjunto esses resultados sugerem que o tempo de evocacdo é relevante para a
ativagdo de vias onde a PDE4 ira atuar, no entanto, esses mecanismos precisam ser
investigados.

Um trabalho de Roesler et al (2014), cujo protocolo envolve esquiva ativa,
mostrou que a administracdo de rolipram (outro inibidor da PDE4) diretamente no
hipocampo dorsal, imediatamente apds a extingdo, aumentou a resposta de medo
dos animais no dia seguinte e que esta interferéncia farmacologica poderia fortalecer
0 processo de reconsolidacdo e ndo de extincdo. Os autores sugerem que iSSO
ocorre porque de acordo com os experimentos de Kim et al (2014), neurbnios
amigdalares que apresentam alta expressdo de CREB (0s quais, neste experimento,
tiveram sua ativacdo induzida) — revelaram recuperar uma memodria de medo ja
estabelecida e desencadear um processo de reorganizacdo semelhante a
reconsolidacdo. Contudo, nossos dados mostraram que o ROF néo interferiu na
reconsolidacdo quando injetado sistemicamente na fase inicial deste processo, ou
seja, cinco minutos apds a sessdo de evocacdo. A explicacdo para isso pode ser a
relacdo com o tipo de inibidor de fosfodiesterase utilizado por eles, que se difere do
nosso. Além das diferencas como a via de administracdo (i.p. — em que a droga
seria menos seletiva a PDE4 cerebral, ja que esta molécula esta presente em outras
células e o inibidor se ligaria as moléculas de diferentes partes do corpo — vs intra-
hipocampal, que seria mais seletiva a PDE4 hipocampal) e o protocolo experimental
usado, condicionamento de medo vs esquiva. Comparado ao rolipram, o roflumilaste
se mostra muito mais seletivo para a PDEA4.

Alguns estudos podem explicar ainda mais a contradicdo dos nossos
dados com os verificados na literatura. Li et al (2009) utilizaram animais knockout
para B-arrestina-2, revelando que a interagdo entre esta proteina e a PDE4D séo
fundamentais para a consolidacdo de memdria, porque estes animais, quando
submetidos ao protocolo de condicionamento ao som, apresentaram menor

percentual de congelamento comparado ao grupo selvagem. O grupo sugere que a
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interacdo destas moléculas € importante para limitar a ativacdo da PKA e mostra
que 5 min e 30 min apds a sessao de condicionamento, a expressao da [3-arrestina-
2 e da PDE4D é aumentada.

O processo de reconsolidacdo pode tanto fortalecer a memdéria de medo
original quanto enfraquecé-la. Isso pode estar relacionado com o papel da -
arrestina-2, uma proteina citosoélica que medeia a dessensibilizacdo de receptores
acoplados a proteina G (GPCRs), classe a qual se incluem os receptores -
adrenérgicos, que, quando ativados, causam aumento intracelular de AMPc, e,
portanto, sao relevantes para este estudo (LIM et al, 2018, KIDA, 2009, DEWIRE et
al, 2007, TOHGO et al, 2001). Deste modo, estima-se que a interacdo do ROF com
a PDE4 prejudique a interacdo da PDE4 com a B-arrestina-2, e, portanto, explique
um provavel mecanismo envolvido com o prejuizo da memoéria ocasionado pela
administracdo de ROF. Outro ponto € que Li et al (2009) observou prejuizos de
mem©aria mais recente, e, assim se faz necessario estudar melhor o envolvimento
deste mecanismo com a persisténcia de memoria, descrita por Katche et al (2010) e
Bekinschtein et al (2008) como uma onda de sintese proteica que ocorre
tardiamente, necessaria para sustentar as memorias de longo prazo.

Em consonancia com o que descrevem alguns estudos, o fato de as
doses aqui utilizadas nado exibirem efeito 24 h apés a administracdo, mas, sim,
somente dez dias depois, também pode estar relacionado com a labilidade de
memoéria. Sabendo que o mecanismo de acdo do ROF tem como obijetivo indireto
aumentar a disponibilidade de AMPc intraneuronal e consequentemente aumentar a
atividade da PKA, Lim et al (2018) sugerem que essa enzima pode fosforilar canais
ibnicos aumentando o influxo de célcio mediado por receptores NMDA, causando
hiperexcitabilidade celular, em neurdnios da CAl, por exemplo, desencadeando a
desestabilizacdo da memoria de longo prazo. E importante lembrar que a evocacao
da memoria de medo causa liberacdo de noradrenalina hipocampal, estimulando os
receptores -adrenérgicos e, por conseguinte, aumentando a liberagcdo de AMPc na
célula (LIM et al, 2018). Portanto, quando administradas as doses de 0,01, 0,03 e
0,1 mg/kg passado cinco minutos da evocacéo (figura 1), o ROF favoreceria maior
disponibilidade de AMPc na reconsolidacdo fazendo com que a memoria fosse
desestabilizada e se tornasse novamente disponivel para alteracbes ou até mesmo
para serem descartadas. Esse exemplo citado refor¢a outros estudos que falam que

ndo necessariamente a inibicdo da PDE4 exerce efeito pro-cognitivo (LIM et al,
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2018). Richter et al (2013) descreve gque para que tal efeito ocorra, a sinalizacéo
fisiolégica deve ser relativamente curta para induzir as respostas celulares
apropriadas e que amplificar o AMPc transitorio pode ser util, de fato, para mediar
beneficios terapéuticos, mas, quando esse segundo mensageiro excede os limites
fisiolégicos, pode desregular toda a sinalizacdo levando a mecanismos
compensatorios, aléem de que até mesmo seu efeito per se pode revelar um efeito
deletério na memoria.

Quando administrado 30 min ou 3 horas apds a sessdo de evocacdo
(figura 2), as doses de ROF 0,01, 0,03, 0,1 e 0,3 mg/kg ndo modificaram o tempo de
congelamento dos animais em relacdo ao grupo controle em nenhum dos testes
subsequentes. Isso enfatiza a hiptese de que além do seu papel na estabilidade de
memoria na reconsolidagdo da memdria, a PKA exerce fungdo na labilidade dessa
memoria, corroborando para sua manutencdo ou descarte dependendo do tempo
em que se aplica o inibidor de PDE4: quando aplicado cinco minutos apds a sessao
de evocacdo, favorece a labilizacdo pelo processo estar no inicio e nao depender
tanto da CREB, enquanto que quando aplicado 3 h apds, esse processo de
desestabilizacdo poderia até ocorrer, mas com menos afinco, ja que a via estaria
mais voltada para a fosforilacdo da CREB pela PKA e os processos de plasticidade
sinaptica para a reestabilizacdo da memoria estariam acontecendo (LIM et al., 2018,
RICHTER et al, 2013).

Curiosamente, quando administrado 3 horas apds uma sessdo de
evocacdo mais longa, i. e., 20 minutos, o ROF potencializou a persisténcia da
memoria de extingdo (SOHN et al, 2019, submetido para publicacdo). Novamente,
esses dados sugerem que o tempo de evocagao parece ser importante na inducao
de mecanismos distintos, e que por consequéncia, fazem com que a inibicdo da
PDE4 gere efeitos semelhantes, i.e., reducdo do congelamento, mas em momentos
diferentes.

Assim, de modo geral sugere-se que dois mecanismos distintos podem
governar os dados aqui dados obtidos: (1) a interacdo da PDE4 com a [B-arrestina-2
e (2) a hiperexcitabilidade neuronal e consequente desestabilizacdo promovida pela
fosforilacdo de canais iGnicos pela PKA. Tais fatores indicam que a reconsolidacéo
se distingue da extincdo ndo somente pelo tempo de evocacdo da memoria, mas
pelas vias de sinalizacao intracelular envolvidas e que o tempo € o componente-

chave para entender os efeitos da inibicdo da fosfodiesterase independentemente do
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processo de memoéria a ser estudado. Em comum, tanto os resultados obtidos a
partir do protocolo de extincdo, como o de reconsolidacédo, sugerem um papel da
PDE4 na persisténcia da memoria de medo (Figura 4). No entanto, como e se de

fato, a PDE4 tem essa funcéo, ainda permanece por ser investigado.

ROF 0,03 mg/kg ROF 0,03 mg/kg
Evocagdo de 20 min * Reducéodo Persisténciada
Nio testado congelamento extingéo
\%i.p. 5 min 30 min 3horas  10dias Evocagio

Reducdodo Persisténciada
[ Evocagso de 3 min ] x x congelamento memoariade medo

ROF0,01,0,03e 0,1 mglkg

Legenda: \/ efeito significativo; ” sem efeito significativo;' melhora;l piora.

Figura 4. A fofosdiesterase 4 como molécula da persisténcia da memoria. A administragédo
sisttmica de ROF apoés diferentes tempos de evocagdo, 3 ou 20 min, e em diferentes
momentos, 5 min ou 3 horas, reduz o tempo de congelamento por interferir na persisténcia
da memoéria de medo original ou por melhorar a persisténcia da memoéria de extingao.

Certamente, ainda é necessario realizar estudos de cunho molecular para
confirmar as hip6teses postuladas ao longo desta discussdo. Mesmo assim, todos
os trabalhos utilizados para reforcar os dados deste estudo indicam que o
roflumilaste tem se mostrado como uma alternativa farmacoldgica viavel para o
tratamento do TEPT associado a interven¢des psicoterapéuticas, levando em
consideragcdo que a inibicio da PDE4 favorece a diminuicdo da retencdo da
memoéria de medo a longo prazo. Sua aplicacdo clinica em relacdo ao tempo de
evocacao deveria estar em consenso com a abordagem psicoterapéutica utilizada,
adaptando o tempo de exposicdo ao contexto de acordo com o protocolo utilizado
(no caso da reconsolidagéo, uma exposi¢cdo curta e na extingdo, exposicéo longa).
Isso é relevante pois indica a importancia de uma atuacdo multiprofissional entre
pesquisadores, psiquiatras e psicologos para esclarecer o tempo em que o farmaco

€ administrado e o paciente € exposto ao contexto.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Este trabalho traz um novo olhar para o entendimento da neurobiologia do
TEPT, ja que fornece um melhor entendimento do papel da PDE4 na reconsolidacao
da memdria de medo, um mecanismo que serve para sustentar as memorias ao
longo do tempo, mas que também pode ser usado como alvo terapéutico.
Considerando que o roflumilaste € uma droga ja usada clinicamente, ele apresenta
um bom perfil de seguranca clinica, apesar dos inUmeros efeitos colaterais (ndusea,
vomito, diarreia, perda de apetite, cefaleia e insénia). Apds ser confirmado que a
PDE4 participa da persisténcia da memoria de medo, possiveis testes em seres
humanos serdo muito mais rapidos e seguros.

Além do impacto no entendimento da neurobiologia do TEPT, esse trabalho
fortaleceu as relacdes de colaboracdo entre a UFPR e a Universidade de Maastricht,
na Holanda, ja que o roflumilaste é sintetizado na Holanda e fornecido através de
uma colaboragdo que existe com o Dr. Jos Prickaerts. Assim, a internacionalizagéo
da UFPR também é fortalecida através desse projeto.

Muito pode se concluir a partir dos resultados encontrados. Primeiro, que a
PDE4 tem se mostrado cada vez mais como uma proteina de persisténcia de
memoria, ja que além dos nossos dados, esse tipo de efeito foi encontrado no
trabalho de Sohn et al (2019, submetido para publicacdo). Em segundo lugar, o
efeito do farmaco esté intimamente ligado ao tempo de administracdo e do tempo de
exposicao ao contexto na sessao de evocacao. Isso também é enfatizado por Sohn
et al (2019, submetido para publicacao).

Em resumo, conclui-se que quando administrado na fase inicial da
reconsolidacdo, especificamente 5 minutos ap0s a sessdo de evocacdo, o ROF
prejudica a persisténcia de memoria nas doses de 0,01, 0,03 e 0,1 mg/kg, sendo a
mais eficaz a ultima. Contudo, esse efeito ndo é encontrado quando o ROF é
administrado 30 minutos, ainda na fase inicial da reconsolidacéo, além de tambéem
nao ser encontrado 3 horas apos a sessédo de evocacao, indicando que duas vias
diferentes podem estar relacionadas a esse processo.

Além disso, os achados deste trabalho sdo importantes para direcionar novas
pesquisas futuras acerca do papel da PDE4 na reconsolidacdo da memoéria de
medo, ja que se postulam muitas hipoteses sobre o papel da PDE4 como mediadora
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da B-arrestina e da ERK na persisténcia de memoria, algo inédito na literatura e
bastante relevante quando se fala em processos de memoria.

Deste modo, a confirmagdo dessas hipéteses por meio de técnicas
moleculares € vista como uma necessidade futura, ja que o conteddo acerca desse
assunto é escasso na literatura e os resultados comportamentais encontrados séo

importantes, mas ndo sao suficientes.
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