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“...Enquanto o tempo leva a vida embora como vento,
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O que a memória ama, fica eterno - Adélia Prado



RESUMO

A generalização da memória de medo é caracterizada pelo prejuízo da capacidade
de discriminar estímulos de perigo e de segurança, uma característica marcante de
transtornos psiquiátricos, como o transtorno do estresse pós-traumático. A
discriminação de contextos é facilitada pelo processo de separação de padrão, que
minimiza a sobreposição entre os traços de memória que representam experiências
semelhantes. A superconsolidação da memória de medo e o prejuízo na separação
de padrão são fatores associados à generalização do medo. Além disso, com o
tempo, as memórias tendem a se tornar mais generalizadas, um processo
dependente do córtex cingulado anterior (CCA). Interferências nos processos de
consolidação e reconsolidação da memória também influenciam a generalização do
medo. Entretanto, a reconsolidação, processo induzido pela evocação da memória,
ainda é pouco investigada neste sentido. Molecularmente, a via de sinalização do
óxido nítrico e do GMPc tem sido implicada na generalização, pois seu aumento
favorece respostas generalizadas de medo. A atividade da fosfodiesterase 5 (PDE5)
regula a via do GMPc, mas ainda não está claro se a atividade da PDE5 durante a
reconsolidação afeta a generalização da memória de medo. Esse trabalho teve
como objetivo investigar se a inibição da PDE5 durante a reconsolidação recente
afeta a generalização da memória de medo ao longo do tempo. Para isso, ratos
Wistar machos adultos foram submetidos ao condicionamento de medo ao contexto
e receberam veículo ou vardenafil (VAR; inibidor seletivo de PDE5) 0,3 ou 1 mg/kg
i.p. 5 minutos após a evocação da memória recente. Grupos independentes de
animais foram testados no contexto condicionado (Teste A) e, no dia seguinte, em
um contexto neutro (Teste B) nos pontos de tempo recente, intermediário ou remoto,
1, 12 ou 21 dias após a evocação, respectivamente. Três dias após o Teste B foi
realizado o teste de separação de padrão de objetos (SPO). A inibição da PDE5
durante a reconsolidação não alterou a expressão da memória de medo no Teste A,
mas induziu a generalização nos pontos de tempo intermediário e remoto, observada
pelo aumento do congelamento nos grupos VAR 1 durante o Teste B. Nenhum efeito
foi observado para os testes no ponto de tempo recente. Além disso, foi observado
um prejuízo no SPO no grupo VAR 1 quando avaliado no ponto de tempo remoto,
sugerindo um prejuízo na separação de padrão. Esses efeitos não foram observados
quando a evocação foi omitida ou a administração foi feita fora da janela de
reconsolidação (6 horas após a evocação). A inibição quimiogenética do CCA
durante a reconsolidação recente preveniu os efeitos da inibição da PDE5 no ponto
de tempo remoto, sugerindo que a atividade do CCA é necessária para que a
inibição da PDE5 durante a reconsolidação recente desencadeie a generalização da
memória de medo ao longo do tempo. Em conjunto, esses resultados sugerem que a
inibição da PDE5 durante a reconsolidação da memória recente recruta a atividade
do CCA, levando à generalização da memória de medo e ao prejuízo da separação
de padrão ao longo do tempo.

Palavras-chave: inibidores de fosfodiesterase; via nitrérgica; separação de padrão;

córtex cingulado anterior.



ABSTRACT

Fear memory generalization is characterized by the impaired ability to discriminate
between unsafe and safe stimuli, a feature of psychiatric disorders such as
post-traumatic stress disorder (PTSD). Context discrimination is facilitated by the
pattern separation process, which minimizes the overlap between memory traces that
represent similar experiences. Fear memory overconsolidation and impaired pattern
separation can contribute to fear generalization. Moreover, over time, memories tend
to become more generalized, a process dependent on the anterior cingulate cortex
(ACC). Interfering with consolidation and reconsolidation processes can also induce
fear generalization. However, reconsolidation, a process induced by memory recall, is
still less investigated in this context. The nitric oxide and cGMP signaling pathway
has been implicated in generalization, as increasing your signaling contributes to
generalized fear responses. The activity of phosphodiesterase 5 (PDE5) regulates
the cGMP pathway, but it is still unclear whether PDE5 activity during reconsolidation
is involved in fear memory generalization. This study aimed to investigate whether
the inhibition of PDE5 during recent reconsolidation affects the generalization of fear
memory over time. Thus, adult male Wistar rats were submitted to contextual fear
conditioning and received vehicle or vardenafil (VAR; a selective PDE5 inhibitor) at
0.3 or 1 mg/kg i.p. 5 minutes after recent memory retrieval. Independent groups of
animals were tested in the conditioned context (Test A) and, the following day, in a
neutral context (Test B) at recent, intermediate, or remote time points, 1, 12, or 21
days after retrieval, respectively. The object pattern separation (OPS) test was
performed three days after Test B. PDE5 inhibition during reconsolidation did not
change the fear memory expression in Test A, but induced generalization at
intermediate and remote time points, observed by increased freezing in the VAR 1
groups during Test B. No effect was observed in tests at the recent time point.
Additionally, impairment in OPS was observed in the VAR 1 group when evaluated at
the remote time point. These effects were not observed when retrieval was omitted or
administration was done outside the reconsolidation window (6 hours after retrieval).
Chemogenetic inhibition of the ACC during recent reconsolidation prevented the
effects of PDE5 inhibition at the remote time point, suggesting that ACC activity is
necessary for PDE5 inhibition during recent reconsolidation to trigger the
generalization of fear memory over time. These results suggest that PDE5 inhibition
during the reconsolidation of recent memory recruits ACC activity, triggering fear
memory generalization and impairing pattern separation over time.

Key-words: phosphodiesterase inhibitors; nitrergic pathway; pattern separation;

anterior cingulate cortex.
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1 INTRODUÇÃO

1.1 A MEMÓRIA: CONCEITOS, TIPOS E PROCESSOS

A memória é a capacidade de conservar informações aprendidas para serem

evocadas e utilizadas posteriormente (Kandel et al., 2014; Bear; Connors; Paradiso,

2017). Esse conjunto de informações aprendidas e armazenadas, ou seja, o acervo

de memórias, torna cada indivíduo único e determina sua personalidade (Izquierdo,

2018). Entretanto, a memória não é um fenômeno único. Existem diferentes tipos de

memória, que podem ser classificadas quanto à sua natureza ou à sua duração, em

declarativas ou não declarativas e de curta e longa duração, respectivamente

(Squire, 1986).

1.1.1 Os tipos de memória

Memórias declarativas são aquelas evocadas conscientemente (de maneira
explícita) e que armazenam fatos e eventos autobiográficos (memória episódica) e

conceitos (memória semântica), como representado na Figura 1. A memória

declarativa episódica pode ser avaliada em roedores por meio dos testes de

reconhecimento e localização de objetos, baseando-se em seu comportamento

inato de explorar mais objetos novos, objetos que mudaram de lugar ou que foram

conhecidos há mais tempo (Ennaceur; Delacour, 1988; Dix; Aggleton, 1999; Lent,

2023).

Por outro lado, memórias não declarativas são, em geral, evocadas

implicitamente, sem a necessidade de percepção consciente (Bear; Connors;

Paradiso, 2017; Izquierdo, 2018; Lent, 2023). Estão inclusas memórias não

associativas, como habituação e sensibilização, e memórias do tipo procedural, de

maior importância para o presente trabalho. A memória procedural abrange
habilidades motoras, hábitos e comportamentos (Bear; Connors; Paradiso, 2017). A

formação de memórias procedurais pode ocorrer através do aprendizado

associativo, que envolve a formação de associações entre eventos (Bear; Connors;

Paradiso, 2017; Izquierdo, 2018). Este processo é exemplificado pelo

condicionamento clássico, descoberto por Pavlov (1927), e pelo condicionamento

operante, desenvolvido inicialmente por Skinner (1938), como ilustrado na Figura 1.
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Figura 1. A memória classificada em declarativa e não declarativa, com seus subtipos. Os exemplos
abordados retratam protocolos para roedores que podem avaliar o subtipo de memória em questão.
FONTE: A autora (2024).

O condicionamento clássico (ou pavloviano) envolve a associação entre

dois estímulos: um neutro e outro biologicamente relevante (Pavlov, 1927). O

estímulo biologicamente relevante é chamado de estímulo incondicionado (EI) e é

interpretado de maneira inata como aversivo ou prazeroso. A resposta natural que

ele gera é conhecida como resposta incondicionada (RI). Durante o

condicionamento, ou sessão de aprendizado, o estímulo neutro é apresentado junto

com o EI, fazendo com que o estímulo neutro passe a provocar uma resposta

semelhante à do EI. Esta nova resposta é chamada de resposta condicionada (RC).

O estímulo neutro, após ser associado ao EI, passa a ser denominado estímulo

condicionado (EC). Em animais, um exemplo de protocolo de condicionamento

clássico é o condicionamento de medo ao contexto (CMC), que utiliza um EI

aversivo para estudar a memória associativa de medo. No CMC, um choque (EI) que

provoca a RI de congelamento é associado ao contexto (estímulo inicialmente

neutro), fazendo com que os animais expressem congelamento (RC) quando
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expostos novamente apenas ao contexto (EC), como ilustrado na Figura 2 (Bear;

Connors; Paradiso, 2017; Izquierdo, 2018).

Figura 2. O condicionamento de medo ao contexto. A) O contexto é um estímulo inicialmente neutro,
pois não leva a nenhuma resposta inata de medo. B) O choque é naturalmente aversivo, sendo
utilizado como estímulo incondicionado, por levar a uma resposta incondicionada de medo. C)
Durante o condicionamento, os dois estímulos são associados, fazendo com que o contexto (estímulo
condicionado) passe a remeter ao choque numa posterior exposição, levando a resposta
condicionada de medo. FONTE: A autora (2024).

O condicionamento operante (ou instrumental) envolve o aprendizado de
que um comportamento específico resulta em uma consequência (Skinner, 1938).

Mais precisamente, o indivíduo aprende a usar uma resposta condicionada como

instrumento para alcançar uma recompensa ou para evitar um estímulo aversivo. A

esquiva inibitória e a esquiva ativa são exemplos de protocolos de

condicionamento operante que envolvem estímulos incondicionados aversivos

(Izquierdo, 2018). Na esquiva inibitória, o animal aprende a inibir um comportamento

para evitar um choque como, por exemplo, não passar para o lado da caixa

associado ao choque. Já na esquiva ativa, o animal aprende a executar um

comportamento para evitar o estímulo aversivo, como subir em uma plataforma

(Lent, 2023).

As memórias também podem ser classificadas quanto à sua duração,

conforme esquematizado na Figura 3. A maior parte das informações que
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experimentamos diariamente é mantida apenas temporariamente, como memórias
de curta duração, que se formam logo após a aquisição e têm uma duração de até

6 horas (Izquierdo et al., 1999). No caso de informações com maior relevância, esse

período de duração coincide com o tempo necessário para que, paralelamente,

sejam consolidadas as memórias de longa duração, que serão mantidas por dias,
meses ou anos (Izquierdo et al., 1999; Mcgaugh, 2000; Izquierdo, 2018). As

memórias de longa duração que perduram por um curto período são chamadas de

memórias recentes, enquanto as que perduram por períodos extensos são

chamadas de memórias remotas. É importante ressaltar que as memórias de curta
e de longa duração requerem as mesmas estruturas, mas envolvem mecanismos

próprios e distintos (Izquierdo et al., 1998, 1999; Mcgaugh, 2000).

Além disso, um outro tipo de memória, completamente distinta, é a memória
de trabalho (ou memória operacional). Esse tipo de memória é utilizado para manter
a informação que está sendo processada no momento apenas por poucos segundos

e, sendo assim, não deixa traços e não exige uma base de sustentação bioquímica

(Baddeley, 1992; Goldman-Rakic, 1995; Cowan, 2008). Em um diálogo, por exemplo,

a memória de trabalho é necessária para armazenarmos temporariamente as

palavras faladas até que elas formem uma frase que faça sentido.

Figura 3. A memória classificada quanto à sua duração. As cores indicam o tempo de duração de
cada tipo de memória, com verde representando a menor duração e vermelho a maior duração. A
seta inferior especifica o tempo de duração. A memória de longa duração se forma 6 horas após a
aquisição, tempo necessário para o processo de consolidação. FONTE: A autora (2024).
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A partir da descoberta de que o traço da memória de longa duração é lábil e

suscetível a interferências nas primeiras horas após a aquisição, começaram a ser

desvendados os mecanismos necessários para sua estabilização através do

processo de consolidação da memória, postulado inicialmente por Müller e Pilzecker,

em 1900 (Bear; Connors; Paradiso, 2017).

1.1.2 A consolidação da memória

Santiago Ramón y Cajal, no início do século XX, sugeriu que a consolidação
da memória se baseia no fortalecimento das conexões sinápticas entre os

neurônios ativados para codificar uma determinada informação, formando o traço de

memória (Ramón y Cajal, 1911). Posteriormente, Donald Hebb aprimorou essa ideia

ao afirmar que a sinapse entre dois neurônios é fortalecida quando o neurônio

pré-sináptico e o neurônio pós-sináptico se ativam simultaneamente, formulando a

"regra de Hebb" (Hebb, 1949). Terje Lømo observou experimentalmente que

sinapses glutamatérgicas da via perforante do hipocampo de coelhos exibiam

potenciação de longa duração (LTP, do inglês long term potentiation), um

processo eletrofisiológico que validou a regra de Hebb na prática (Lømo, 1966; Bliss,

Lømo, 1973). Posteriormente, foi descrita a depressão de longa duração (LTD, do
inglês long term depression), em que a estimulação de baixa frequência pode induzir

uma diminuição duradoura na força sináptica (Abraham; Goddard, 1983). A LTP e a

LTD são mecanismos de plasticidade sináptica que se mostraram importantes para

os processos de memória. Mais especificamente, foi demonstrado que interferir na

LTP afeta a aquisição, a consolidação e a evocação de memórias em modelos

animais (Morris et al.,1986; Izquierdo; Medina, 1997; Izquierdo et al., 1999).

A ativação simultânea do neurônio pré-sináptico e do neurônio pós-sináptico é

detectada pelo receptor glutamatérgico NMDA (N-metil-D-aspartato; detector de

coincidências; Bliss; Collingridge, 1993). Isso ocorre porque a ativação do receptor

NMDA depende não apenas da liberação de glutamato pelo neurônio pré-sináptico

(mediada pela despolarização deste neurônio), mas também da remoção dos íons

Mg2+ que bloqueiam o canal do receptor, que ocorre mediante à despolarização da

membrana pós-sináptica (Lent, 2023). A membrana pós-sináptica pode ser

despolarizada pela ativação do receptor glutamatérgico AMPA (ácido

alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazol propiônico), que leva ao influxo de Na+
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(Izquierdo, 2018). Ou seja, quando a despolarização do neurônio pré-sináptico

ocorre por um período suficiente para despolarizar a membrana pós-sináptica

enquanto ainda está ocorrendo a liberação de glutamato, os íons Mg2+ são

removidos ao mesmo tempo que o glutamato se liga aos receptores NMDA que,

abertos, permitem a entrada de íons Ca2+. Em algumas regiões cerebrais, receptores

glutamatérgicos metabotrópicos também contribuem para o aumento de Ca2+

intracelular (Izquierdo, 2018). Um aumento considerável nos níveis de Ca2+

intracelular é o sinal para indução da LTP (Bliss; Collingridge, 1993).
Esse aumento nos níveis de Ca2+ estimula direta ou indiretamente proteínas

quinases, como as cálcio/calmodulina-dependentes (CaMKII, III e IV),

cálcio-dependentes (PKC, do inglês, Protein Kinase C), dependentes do GMPc

(PKG, do inglês, Protein Kinase G), dependentes do AMPc (PKA, do inglês, Protein
Kinase A) e as ativáveis extracelularmente (ERK, do inglês, Extracellular

signal-Regulated Kinase; Malenka; Bear, 2004). De maneira geral, as proteínas

quinases promovem o aumento da liberação pré-sináptica de glutamato, o aumento

da ancoragem de receptores AMPA na membrana pós-sináptica, a ativação de

fatores de transcrição como o CREB (do inglês cAMP responsive-element binding

protein) e a síntese de proteínas relacionadas à plasticidade que podem, por

exemplo, promover o aumento dos contatos sinápticos (Bernabeu et al., 1997;

Finkbeiner et al., 1997; Mcgaugh, 2000; Malinow; Malenka, 2002; Malenka; Bear,

2004). Desse modo, quando o neurônio pré-sináptico for novamente ativado, após a

LTP, a despolarização que ele produzirá no neurônio pós-sináptico será maior do

que a gerada antes (Lent, 2023).

Por outro lado, uma estimulação de baixa frequência resulta em pequenos

aumentos nos níveis de Ca2+ intracelular pelos receptores NMDA e caracteriza o

sinal para indução da LTD (Malenka; Bear, 2004). O pequeno aumento de Ca2+

leva ao recrutamento de fosfatases que sinalizam para a internalização de

receptores AMPA da membrana pós-sináptica (Malinow; Malenka, 2002).

Os mecanismos que levam à consolidação da memória facilitam a ativação

simultânea dos grupos de neurônios recrutados durante a aquisição, como ilustrado

na Figura 4. Esse conjunto de neurônios que representa a memória é denominado

engrama (Lent, 2023). A evocação da memória, em nível neuronal, ocorre por meio

da reativação do engrama, que armazena a informação original. No entanto, a

reativação pode resultar na desestabilização (ou labilização) da memória,
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trazendo-a novamente a um estado suscetível a interferências (Izquierdo, 2018).

Para garantir a sua estabilidade, são recrutados novos mecanismos moleculares,

através do processo denominado reconsolidação da memória (Nader; Schafe;

LeDoux, 2000; Ressler; Mayberg, 2007; Kida, 2019).

Figura 4. Os processos de memória ilustrados a nível de engrama. Abaixo de cada etapa, o conjunto
de círculos conectados representa de maneira esquemática o traço de memória, ou engrama,
naquele momento. FONTE: A autora (2024).

1.1.3 A reconsolidação da memória

A reconsolidação da memória foi proposta em 1997 por Przybyslawski e

Sara. Neste trabalho, os autores mostraram que, em ratos, uma memória espacial já

consolidada poderia sofrer modificações após a evocação (Przybyslawski; Sara,

1997). Desde então, a reconsolidação foi relatada em diferentes tipos de memórias

(declarativa e não declarativa; aversiva e apetitiva) e em diversos organismos, desde

invertebrados até humanos (Alberini; LeDoux, 2013).

Bem como a consolidação, a reconsolidação também requer expressão

gênica e depende de mecanismos que ocorrem numa janela de 6 horas de duração
(Izquierdo; Furini; Myskiw, 2016; Kida, 2019). Entretanto, é importante ressaltar que

a reconsolidação não consiste no mero restabelecimento da consolidação, mas sim

em um novo e distinto processo que permite uma atualização do aprendizado inicial
(Nader; Schafe; LeDoux, 2000; Alberini; LeDoux, 2013; Izquierdo; Furini; Myskiw,

2016). Por exemplo, há o recrutamento de proteínas quinases como PKA e PKC, do

fator de transcrição CREB, e a transcrição de proteínas relacionadas à plasticidade,

como o BDNF (do inglês, brain-derived neurotrofic factor) (Kida et al., 2002;

Izquierdo, 2018; Gonzalez; Radiske; Cammarota, 2019). Além disso, as regiões
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cerebrais recrutadas para a reconsolidação variam entre memórias recentes e

remotas (Makino et al., 2019; da Silva et al., 2020).

A reconsolidação apresenta um conjunto de limitações, conhecidas como

boundary conditions, que determinam a ocorrência ou não desse processo em

determinadas situações (Lee, 2009; Nader; Hardt, 2009; Dudai, 2012). Entre essas

limitações estão a força, a idade da memória e o fator novidade. De maneira geral,

memórias mais intensas e mais antigas tendem a ser mais resistentes à

reconsolidação (Nader; Hardt, 2009; Alberini; LeDoux, 2013). Além disso, a

presença de uma novidade durante a evocação é necessária para que a

reconsolidação aconteça, pois sem um elemento novo, não haveria necessidade de

induzir um processo visando sua atualização (Lee, 2009; Nader; Hardt, 2009).

A memória pode ser tanto aprimorada quanto prejudicada durante a

reconsolidação (Lee, 2009; Dudai, 2012). Com isso, ao retornar a memória a um

estado lábil, surge a possibilidade de interferência em uma memória consolidada,

trazendo implicações comportamentais e clínicas relevantes. Isto significa que esse

processo oferece a oportunidade de utilizar estratégias que busquem intervir em

uma memória, por exemplo, de modo a torná-la mais adaptativa (Diergaarde;

Schoffelmeer; De Vries, 2008; Raymundi et al., 2023). Por isso, a reconsolidação

tem sido considerada um processo promissor para a investigação de tratamentos

capazes de atenuar de forma eficiente as memórias aversivas (Stern et al., 2012;

Alberini; LeDoux, 2013; Bear; Connors; Paradiso, 2018). Contudo, pouco se sabe

sobre o papel dos mecanismos da reconsolidação em contribuir para a manutenção

de memórias aversivas mal-adaptativas, como ocorre em alguns transtornos

psiquiátricos.

Entretanto, se tratando de memórias procedurais formadas mediante

aprendizado associativo, a depender do tempo de evocação, pode ser

desencadeado um processo completamente diferente da reconsolidação (Ressler;

Mayberg, 2007; Izquierdo; Furini; Myskiw, 2016; Kida, 2019). Para esse tipo de

memória, a evocação é desencadeada pela exposição ao EC na ausência do EI.

Desse modo, quando ocorre uma evocação curta, ou seja, a exposição ao EC por
um curto período de tempo, de fato ocorre a reconsolidação, como discutido até

aqui. Por outro lado, a exposição prolongada ou repetida ao EC induz a um novo

aprendizado: o processo de extinção da memória associativa, como ilustrado na

Figura 5 (Pavlov, 1927; Kandel et al., 2014; Izquierdo; Furini; Myskiw, 2016).



21

Figura 5. O processo de reconsolidação e extinção da memória aversiva. Após consolidada, a
memória pode passar por diferentes processos desencadeados pela evocação. A evocação por um
curto período de tempo induz a reativação e desestabilização da memória. Ou seja, o traço de
memória estável torna-se lábil novamente e, assim, seu conteúdo é modificável até que termine o
processo de reconsolidação. Por outro lado, um período longo ou repetido de evocação da memória
desencadeia o processo de extinção, levando à formação de um novo traço de memória que compete
e inibe a memória aversiva original, reduzindo as respostas de medo. FONTE: Traduzido de
Raymundi et al., 2020.

1.1.4 A extinção da memória

O processo de extinção da memória é desencadeado pela evocação

repetida ou prolongada, e leva à formação da memória de extinção, um novo traço
de memória. A memória de extinção compete e inibe a memória original e, desse
modo, reduz a resposta condicionada (Pavlov, 1927; Ressler; Mayberg, 2007;

Izquierdo; Furini; Myskiw, 2016). A memória de extinção é consolidada através de

mecanismos de plasticidade envolvendo a participação dos receptores NMDA,

expressão gênica e a transcrição mediada por CREB, bem como a consolidação de

outras formas de aprendizado (Mamiya et al., 2009; Izquierdo; Furini; Myskiw, 2016).

No CMC, por exemplo, uma exposição ao contexto (na ausência do choque)

por 20 minutos é, de maneira geral, suficiente para desencadear a extinção. Nesse

caso, ocorre o aprendizado da não associação do contexto ao choque, ou seja, de

que a exposição ao contexto não precede mais a apresentação do choque nas

patas. Como resultado ocorre uma redução do medo, mas sem que haja o

esquecimento ou a eliminação do traço associativo original (Kandel et al., 2014).

Comportamentalmente, a extinção no CMC resulta na redução do comportamento

de congelamento nos animais. Nesse sentido, a hipótese da extinção ser um novo

aprendizado que não apaga a memória de medo original é corroborada por estudos

que demonstram a recuperação das respostas de medo após a extinção. Seja, por

exemplo, pela simples passagem do tempo (recuperação espontânea) ou pela
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eventual reexposição ao estímulo incondicionado (reinstalação) (Pavlov, 1927;
Myers; Davis, 2007).

1.2 A MEMÓRIA DE MEDO

O medo é uma resposta adaptativa evolutivamente importante, que contribui

para a sobrevivência ao preparar o organismo para lidar com estímulos

ameaçadores (Blanchard et al., 2008; LeDoux, 2012). O reconhecimento de

estímulos ameaçadores pode ocorrer de maneira inata ou adquirida. O medo inato
não requer aprendizagem prévia e é um reflexo imediato a estímulos que têm

apresentado perigo potencial de maneira consistente ao longo da evolução para

aquele grupo (LeDoux, 2012). Por exemplo, muitos mamíferos, incluindo humanos,

têm uma reação inata ao som de uma serpente. Por outro lado, o medo adquirido é
aprendido através de experiências, envolvendo a formação de memórias de medo

associativas que permitem uma adaptação ao ambiente, através do

condicionamento clássico, tanto em animais quanto em humanos (LeDoux, 2012).

Isso faz com que estímulos biologicamente insignificantes passem a ser

reconhecidos como ameaça por terem ocorrido em conjunto com ameaças inatas,

como mencionado anteriormente. Neste cenário, o CMC é um modelo experimental

capaz de induzir a formação de uma memória de medo associada a um contexto,

sendo utilizado para melhorar a compreensão acerca da neurobiologia da memória

de medo (Rudy; Huff; Matus-Amat, 2004; Maren; Phan; Liberzon, 2013).

1.2.1 Regiões cerebrais envolvidas no processamento da memória de medo

O hipocampo e a amígdala, localizados no lobo temporal medial, bem como

os córtices pré-límbico, infra-límbico e cingulado anterior, localizados no córtex

pré-frontal medial (CPFm), atuam de maneira integrada na formação e

processamento de memórias de medo contextuais (Kim; Jung, 2006; Maren; Phan;

Liberzon, 2013).

O hipocampo é essencial para a aquisição e consolidação das memórias

contextuais (Fanselow, 2000). Sua organização complexa compõe um circuito

tri-sináptico entre o giro denteado (GD) e as sub-regiões CA3 e CA1 (Kandel et al.,

2014). O córtex entorrinal, outra região do lobo temporal medial, é considerado a
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principal via de entrada de informações para o hipocampo, transmitindo-as para as

células granulares do GD, através da via perforante. O GD do hipocampo é a

principal sub-região responsável por minimizar a sobreposição entre padrões de

atividade neuronal de informações similares, ou seja, pela separação de padrão
(Kesner, 2013). O circuito tri-sináptico se segue com o GD comunicando-se com a

CA3, através das fibras musgosas. A sub-região CA3 realiza o processo de

complementação de padrão, responsável por completar fragmentos de memória. Por

fim, a CA3 transmite informações através das colaterais de Schaffer para a CA1,

onde são processados os componentes espaço-temporais da memória (O’Keefe;

Nadel, 1978; Neves; Cooke; Bliss, 2008). A CA1 é considerada a sub-região de

saída das informações do hipocampo, pois apresenta projeções para diversas áreas,

incluindo o retorno para o córtex entorrinal e ao subículo, bem como projeções para

áreas do CPFm, do tálamo e da amígdala (Neves; Cooke; Bliss, 2008; Kandel et al.,

2014).

Além das sub-regiões, o hipocampo é funcionalmente dividido em seu eixo

longitudinal como hipocampo dorsal e ventral, em roedores, ou posterior e anterior,

em humanos (Fanselow; Dong, 2010). De maneira geral, o hipocampo dorsal (HD;
correspondente ao posterior) está mais relacionado com as memórias contextuais,

enquanto o hipocampo ventral (HV; correspondente ao anterior), é responsável
principalmente pelo processamento emocional (Fanselow; Dong, 2010; Strange et

al., 2014). O HD é essencial não só para a formação, mas também para a evocação

e reconsolidação das memórias de medo recentes, enquanto a evocação de

memórias remotas é mais dependente de regiões do CPFm (Kitamura et al., 2017;

Tonegawa; Morrissey; Kitamura, 2018; Terranova et al., 2023).

Os núcleos da amígdala, em especial a amígdala basolateral (BLA), são

recrutados tanto para a formação quanto para a manutenção da memória de medo

recente e remota (LeDoux, 2000; Dejean et al., 2015; Kitamura et al., 2017;

Terranova et al., 2023). No CMC, durante a aquisição, o HD processa a informação

contextual, enquanto a amígdala é responsável pelo processamento do estímulo

aversivo e integração desse estímulo ao contexto (Fastenrath et al., 2014; Kitamura

et al., 2017). O núcleo central da amígdala (CeA) participa da expressão do medo,

devido às suas projeções para regiões como a substância cinzenta periaquedutal,

que apresenta um papel crucial na modulação de comportamentos defensivos, como

o congelamento (Ledoux et al., 1988; Duvarci; Pare, 2014).



24

O CPFm apresenta um papel importante na regulação da expressão do medo

devido às suas conexões com a amígdala. Projeções do córtex pré-límbico para a
BLA levam a ativação do CeA, favorecendo a expressão do medo (Sierra-Mercado;

Padilla-Coreano; Quirk, 2011). Nesse sentido, o córtex pré-límbico tem sido relatado

como uma região essencial para o processo de reconsolidação da memória de medo

(Stern et al., 2013; Bayer et al., 2022). Por outro lado, o córtex infra-límbico ativa as
células intercalares da amígdala, responsáveis por inibir o CeA, consequentemente

inibindo a expressão do medo, sendo importante para o processo de extinção

(Sierra-Mercado; Padilla-Coreano; Quirk, 2011; Orsini; Maren, 2012; Luchkina;

Bolshakov, 2019). Além disso, o córtex cingulado anterior (CCA) apresenta um
papel essencial na alocação e na reconsolidação de memórias de medo contextuais

remotas (Frankland et al., 2004; Cullen et al., 2015; Bian et al., 2019; da Silva et al.,

2020).

A integridade de toda a circuitaria envolvendo a formação e manutenção da

memória de medo contextual é essencial para manter a memória em níveis

adaptativos. Em alguns casos, ocorre um desbalanço no processamento das

informações, levando a formação de uma memória de medo mal-adaptativa,
podendo desencadear transtornos psiquiátricos, como o Transtorno de Estresse

Pós-Traumático (TEPT; Brewin, 2014).

1.3 O TRANSTORNO DE ESTRESSE PÓS-TRAUMÁTICO

O TEPT é classificado como um Transtorno Relacionado a Trauma e

Estressores na 5ª edição revisada do Manual Diagnóstico e Estatístico de

Transtornos Mentais (DSM-5-TR; American Psychiatric Association, 2023). O TEPT

pode ser desencadeado pela exposição direta ou indireta a um evento traumático
que envolva ameaça de morte, lesão grave ou violência sexual. A exposição direta

ocorre quando o trauma é vivenciado pessoalmente pelo indivíduo. Por outro lado, a

exposição indireta inclui testemunhar o trauma sofrido por outras pessoas, ter

conhecimento do ocorrido com familiares ou amigos próximos, ou ainda ter

exposição repetida ou intensa a detalhes aversivos do evento traumático (American

Psychiatric Association, 2023).

Estima-se que, ao longo da vida, 60,7% dos homens e 51,2% das mulheres

enfrentem pelo menos um evento traumático grave (Kessler et al., 1995). No
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entanto, nem todos os indivíduos expostos a um evento traumático desenvolvem o

TEPT. Em geral, a prevalência anual de TEPT nos Estados Unidos é de cerca de
3,5%, superior aos índices observados na Europa e na maioria dos países da Ásia,

América Latina e África, onde a prevalência varia de 0,5% a 1,0% (American

Psychiatric Association, 2023). Contudo, a prevalência de TEPT em vítimas de

crimes violentos varia de 19% a 75% e, em casos de violência sexual, pode chegar a

80% (Javidi; Yadollahie, 2012). Recentemente, após a pandemia de COVID-19, foi

relatado um aumento significativo nos casos de TEPT entre pacientes internados,

profissionais de saúde e na população em geral (Yunitri et al., 2022).

Acredita-se que os pacientes com TEPT apresentem uma suscetibilidade

biológica e ambiental que contribui para uma superconsolidação da memória

traumática. Esse processo resulta na formação de uma memória de medo
mal-adaptativa, marcada pela resistência à extinção e pela generalização do medo
(Gazarini; Stern; Bertoglio, 2023).

A reativação da memória traumática mal-adaptativa no TEPT resulta na

expressão de respostas de medo exageradas, contribuindo para a sintomatologia

desse transtorno. Nesse sentido, os sintomas em pacientes com TEPT incluem

sofrimento psicológico intenso ou prolongado, reações fisiológicas acentuadas

diante de pistas que remetem ao trauma e evitação persistente de estímulos

relacionados ao evento traumático. Além disso, também são relatados pesadelos,

reações dissociativas em que o trauma parece estar ocorrendo novamente (como

flashbacks), lembranças intrusivas angustiantes, recorrentes e involuntárias, e

alterações negativas na cognição e no humor.

Indivíduos com TEPT apresentam sintomas relacionados à expressão da

memória traumática mesmo diante de pistas e contextos não associados

diretamente ao trauma, devido à generalização da memória, um processo

particularmente relevante para o transtorno. Isso ocorre porque a generalização

compromete a capacidade de discriminar entre sinais de perigo e segurança, devido

à falta de especificidade da memória (Risbrough; Glenn; Baker, 2015). Além disso, a

generalização está marcadamente associada à resistência ao tratamento do TEPT

(Gazarini; Stern; Bertoglio, 2023). Apesar de sua importância, a neurobiologia por

trás do desenvolvimento da generalização ainda não é completamente

compreendida.
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Além dos sintomas clássicos, cerca de 84% dos indivíduos diagnosticados

com TEPT apresentam comorbidades, como abuso de substâncias, transtornos de
ansiedade, depressão e mania (Javidi; Yadollahie, 2012). Os pacientes com TEPT

também apresentam um prejuízo cognitivo geral, que interfere no aprendizado de
outros tipos de memória, como a memória episódica, por exemplo (Schuitevoerder et

al., 2013; Scott et al., 2015). A complexidade do quadro clínico do TEPT traz

consequências significativas para a qualidade de vida dos pacientes, afetando suas

relações sociais e familiares (American Psychiatric Association, 2023). De fato, o

TEPT está associado a um maior número de ausências no trabalho, menor renda e

menor sucesso acadêmico e profissional (Javidi; Yadollahie, 2012).

A memória mal-adaptativa e a sintomatologia do TEPT estão associadas a

alterações na circuitaria cerebral responsável pelo processamento da memória
aversiva. Em pacientes com TEPT, observa-se uma falha na ativação do CPFm e do

hipocampo, enquanto há uma hiperativação das regiões da amígdala e do CCA

(Rauch et al., 2000; Milad et al., 2009; Garfinkel et al., 2014; van Rooij et al., 2014).

Essas alterações no equilíbrio de ativação e inibição entre regiões cerebrais

contribuem para respostas emocionais intensas e inadequadas, características do

TEPT (Rauch; Shin; Phelps, 2006). A hipofunção do CPFm e do hipocampo

prejudica a modulação das respostas de medo e a capacidade de contextualizar

memórias traumáticas, enquanto a hiperatividade da amígdala e do CCA intensifica

a resposta ao medo e a torna mais generalizada (Shin; Rauch; Pitman, 2006; van

Rooij et al., 2014).

Devido à sintomatologia variável e complexa, encontrar intervenções

terapêuticas eficazes para o TEPT tem sido um desafio significativo. As

psicoterapias são consideradas a primeira linha de tratamento (Yabuki; Fukunaga,
2019). A terapia de exposição prolongada é uma das abordagens cognitivas mais

benéficas para o TEPT. Nessa intervenção, o terapeuta provoca a evocação vívida

das memórias relacionadas ao evento traumático em um ambiente seguro, com o

objetivo de induzir o processo de extinção da memória e reduzir as respostas de

medo. No entanto, a terapia de exposição prolongada apresenta altas taxas de

abandono, recuperação espontânea e recaída a longo prazo (Singewald et al., 2015;

Izquierdo; Furini; Myskiw, 2016; Kida, 2019). Essas limitações podem ser atribuídas

à resistência ao processo de extinção da memória de medo, resultante da memória
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mal-adaptativa associada ao TEPT (Ressler; Mayberg, 2007; Yabuki; Fukunaga,

2019).

A farmacoterapia disponível para o TEPT, como os inibidores seletivos da
recaptação de serotonina (ISRS), foca na atenuação dos sintomas induzidos pelo

transtorno, sem abordar a causa subjacente, que é a memória aversiva (Stein et al.,

2006; Yabuki; Fukunaga, 2019). Além disso, menos de 50% dos pacientes com

TEPT tratados com ISRS apresentam melhora significativa e menos de 30%

alcançam remissão completa. A ineficácia dos tratamentos e a persistência dos

sintomas estão associadas a um aumento do risco de suicídio nesses pacientes

(Berger et al., 2009; Loeffler et al., 2018).

Até o momento, o conhecimento sobre a neurobiologia do TEPT é limitado e

não existem tratamentos específicos ou biomarcadores para auxiliar no diagnóstico

da doença. Essas evidências ressaltam a importância de compreender os

mecanismos associados à memória de medo mal-adaptativa, como o processo de

generalização da memória, para o desenvolvimento futuro de tratamentos mais

eficazes para pacientes com TEPT.

1.4 A GENERALIZAÇÃO DA MEMÓRIA DE MEDO

A generalização da memória é caracterizada pelo prejuízo na capacidade de

discriminar estímulos de perigo e de segurança, o que resulta na expressão de

respostas de medo frente a estímulos neutros, não relacionados a situações de
perigo (Risbrough; Glenn; Baker, 2015). Em protocolos de condicionamento, a

generalização é observada pela expressão da resposta condicionada mediante a

exposição a estímulos não-condicionados neutros, ou seja, que não foram

associados ao EI (Dymond et al., 2014; Dunsmoor; Paz 2015). No CMC, por

exemplo, avalia-se a expressão de congelamento frente a contextos neutros,

diferentes do condicionado, como representado na Figura 6 (Sauerhöfer et al.,

2012).
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Figura 6. A generalização no condicionamento de medo ao contexto. O CMC leva a expressão
do congelamento no contexto condicionado (A), entretanto, a exposição a um contexto neutro (B)
permite avaliar a generalização da memória de medo. Baixos níveis de congelamento no contexto
neutro representa uma memória de medo específica, enquanto níveis aumentados de congelamento
indicam generalização da memória de medo. FONTE: A autora (2024).

O processo de generalização pode ser atribuído a fatores como a

superconsolidação da memória (ou seja, aumento da força de uma memória já

forte). Estressores, experiências prévias e o tipo e intensidade de estímulos

aversivos podem intensificar a força da memória de medo, desencadeando a

generalização (Sun et al., 2021; Gazarini; Stern; Bertoglio, 2023). Além disso,

interferências nos processos de consolidação e reconsolidação também contribuem

para a generalização da memória de medo, embora a reconsolidação seja pouco

investigada neste sentido (Gazarini et al., 2013; Einarsson; Pors; Nader, 2015;

Gazarini, 2015; Vanvossen et al., 2017; Raymundi et al., 2023).

A separação de padrão é um processo que também está associado à

generalização da memória (Lange et al., 2017). Esse processo é responsável por

distinguir entre experiências semelhantes, minimizando a sobreposição entre

engramas que representam eventos ou estímulos similares (Kesner, 2013). Desse

modo, quando a separação de padrão é prejudicada, memórias menos específicas
são estabelecidas, contribuindo para respostas generalizadas de medo (Kheirbek et

al., 2012; Lange et al., 2017). Tradicionalmente, a separação de padrão é

reconhecida como sendo uma função hipocampal (Yassa; Stark, 2011; Dillon et al.,

2017), mas regiões como o córtex entorrinal e parahipocampal também contribuem

para esse processo (Pidgeon; Morcom, 2016; Leal; Yassa, 2018; Stevenson et al.,

2020). Em roedores, o processo de separação de padrão pode ser avaliado através

de uma adaptação dos testes de reconhecimento e localização de objetos, o teste
de separação de padrão de objetos (van Hagen et al., 2015).
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A generalização do medo pode surgir naturalmente com o passar do tempo.
De fato, memórias contextuais recentes são mais específicas e podem gradualmente

se tornar mais generalizadas à medida que envelhecem (Poulos et al., 2016; Pollack

et al., 2018). Isso ocorre pois as memórias de medo, após consolidadas, passam a

ser gradualmente mais dependentes de regiões corticais, como o CCA, e menos

dependentes de regiões hipocampais (Wiltgen; Tanaka, 2013). Essa realocação do

engrama em regiões cerebrais distintas ao longo do tempo é chamada de

consolidação sistêmica (Kitamura et al., 2017). Como ilustrado na Figura 7, após a
consolidação da memória, a evocação recente recruta a atividade de redes

hipocampais, que armazenam uma memória mais detalhada devido à alta densidade

de neurônios envolvidos com o processamento espacial, enquanto o engrama

cortical permanece silencioso (engrama silencioso). Com o tempo, o engrama

cortical amadurece e se torna mais necessário do que os circuitos hipocampais para

a evocação remota, fazendo com que a memória perca parte da especificidade

original e se torne mais esquemática (Kitamura et al., 2017; Tonegawa; Morrissey;

Kitamura, 2018; Silva; Burns; Gräff, 2019).

Entre as regiões cerebrais associadas à generalização, destaca-se o

envolvimento do córtex cingulado anterior (Cullen et al., 2015; Einarsson; Pors;
Nader, 2015; Bian et al., 2019; Ortiz et al., 2019; Nagayoshi; Ishikawa; Kida, 2022).

O CCA constitui a porção mais dorsal do CPFm em ratos e está intimamente

relacionado à alocação e reconsolidação de memórias remotas (Cullen et al., 2015;

Bian et al., 2019; da Silva et al., 2020). Consequentemente, o CCA se mostra

envolvido também na generalização da memória ao longo do tempo (Bian et al.,

2019; Ortiz et al., 2019). Em humanos, há um aumento da atividade dessa região

após a aquisição e evocação de memórias traumáticas (Felmingham et al., 2009;

Fani et al., 2012). Além disso, esse aumento da atividade do CCA tem sido

associado à intensificação da generalização em pacientes com TEPT (van Rooij et

al., 2014; Morey et al., 2020).

Embora os mecanismos envolvidos na generalização ainda sejam pouco

compreendidos, a via de sinalização óxido nítrico (NO, do inglês, Nitric

Oxide)/monofosfato de guanosina cíclico (GMPc) tem sido investigada como

envolvida na generalização da memória de medo (Gazarini, 2015; Qin et al., 2019;

Sun et al., 2021).
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Figura 7. O processo de consolidação sistêmica. Ilustração representando a alocação de uma
memória de medo contextual em ratos. Dia 1) Durante a aquisição, a informação contextual é
processada pelo sistema hipocampal e integrada ao choque por meio da BLA. Nesse momento, as
células do CPFm também são recrutadas, mas permanecem como engrama silencioso. Dia 2)
Quando há a reexposição ao contexto pouco tempo após a aquisição o engrama hipocampal é
reativado para a evocação recente da memória, levando a expressão do congelamento via BLA. Dia
2-11) Com o passar do tempo, as células do engrama do CPFm amadurecem, um processo que
requer a conexão com as células do engrama do hipocampo e da BLA. >Dia 12) Em um tempo mais
remoto após a aquisição, a reexposição ao contexto passa a ser mediada, principalmente, pela
reativação do engrama do CPFm para a evocação da memória remota, resultando na expressão do
congelamento via BLA. Em paralelo, com o passar do tempo, as células do engrama do hipocampo
tornam-se silenciosas, deixando de ser as principais recrutadas para a evocação remota, sob
condições normais. CPFm: córtex pré-frontal medial; BLA: amígdala basolateral. FONTE: Adaptado
de Kitamura et al., (2017).

1.5 A VIA DE SINALIZAÇÃO ÓXIDO NÍTRICO/GMPc

A produção do GMPc ocorre pela ativação da enzima guanilato ciclase (GC),
a partir do trifosfato de guanosina (GTP). A GC em sua forma solúvel (GCs) é a

principal responsável pela produção de GMPc no cérebro, e o principal ativador da

GCs é o NO, sintetizado pela enzima óxido nítrico sintase (NOS, do inglês, Nitric
Oxide Synthase) em resposta a níveis elevados de cálcio, por exemplo, via ativação

de receptores NMDA. Em neurônios, como ilustrado na Figura 8, o NO atua como

um segundo mensageiro retrógrado, estimulando a GCs pré-sináptica a produzir

GMPc, que então ativa cascatas de sinalização intracelular. Isso inclui a ativação da
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PKG, resultando no aumento da liberação de neurotransmissores a nível

pré-sináptico, ou na ativação de CREB e transcrição de proteínas relacionadas à

plasticidade na pós-sinapse (Argyrousi; Heckman; Prickaerts, 2020). Ao se difundir

pela membrana do neurônio pós-sináptico, o NO pode também atuar em células não

neuronais. Além disso, os astrócitos e a micróglia são capazes de sintetizar NO de

forma autônoma, igualmente ativando a sinalização do GMPc (Murphy et al., 1993).

Figura 8. Via de sinalização do GMPc no neurônio pré- e pós-sináptico. O NO na célula pós-sináptica
atua estimulando a produção de GMPc (via ativação da GCs) tanto na célula pós quanto na
pré-sináptica. Na célula pré-sináptica, a ativação da via GMPc/PKG pode levar à liberação de
glutamato, enquanto na célula pós-sináptica a PKG fosforila CREB e receptores AMPA, resultando na
síntese de proteínas relacionadas à plasticidade e no tráfego de AMPA para a membrana,
respectivamente. Tanto no neurônio pré-sináptico quanto no pós-sináptico regulação dos níveis de
GMPc se dá pelas PDEs, como por exemplo, a PDE5, destacada nesse caso. FONTE: A autora
(2024). Baseado em Argyrousi; Heckman; Prickaerts (2020) e Medeiros et al., (2022).
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Diversas evidências em roedores têm pontuado um papel importante da

sinalização NO/GMPc na formação e reconsolidação de memórias, como memórias

espaciais, de reconhecimento de objetos e memórias de medo (Rutten et al., 2005;

Bollen et al., 2014; Kida, 2019; Argyrousi; Heckman; Prickaerts, 2020). Além disso, o

papel da sinalização do NO no TEPT tem sido amplamente discutido (Fronza et al.,

2023). Estudos identificaram polimorfismos relacionados à sinalização do NO em

pacientes com TEPT, os quais foram associados a uma maior gravidade do

transtorno (Lawford et al., 2013; Bruenig et al., 2017).

A sinalização NO/GMPc tem sido relacionada também especificamente à

generalização da memória. Estimular esta via, utilizando um doador de NO

(nitroprussiato de sódio), um precursor do NO (L-arginina), ou um análogo sintético

do GMPc (8-Br-GMPc), após um treino forte de CMC, é suficiente para induzir a

generalização de uma memória recente (Gazarini, 2015). Além disso, a evocação de

uma memória de medo generalizada remota aumenta o acoplamento da NOS

neuronal (nNOS) com a PSD-95 (do inglês, postsynaptic density protein 95),

facilitando a síntese e liberação de NO. Interromper o acoplamento nNOS-PSD-95

no CCA foi capaz de impedir a generalização da memória em um ponto de tempo

remoto (15 dias após a consolidação) (Qin et al., 2019). Esses resultados destacam

a importância da via do NO/GMPc e do CCA na generalização da memória de medo.

Vale ressaltar que os níveis de GMPc, e consequentemente a ativação da sua

via de sinalização, são regulados pelas fosfodiesterases (PDEs, do inglês,

Phosphodiesterases), enzimas que podem ser utilizadas como alvo para

investigação desta via (Argyrousi; Heckman; Prickaerts, 2020).

1.5.1 As Fosfodiesterases

As PDEs degradam o AMPc e/ou o GMPc através da hidrólise da ligação 3’

fosfato (Sharma et al., 2013, Knott et al., 2017). Em mamíferos, são expressas 11

famílias distintas de PDE (PDE1 a PDE11), que podem ser classificadas de acordo

com a especificidade do substrato que hidrolisam em: PDEs seletivas para a

degradação do AMPc (PDEs 4, 7, 8), PDEs específicas para degradação de GMPc

(PDEs 5, 6, 9) e PDEs não seletivas, ou seja, que degradam tanto a AMPc quanto o

GMPc (PDEs 1, 2, 3, 10, 11) (Bender; Beavo, 2006).
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A fosfodiesterase 5 (PDE5), seletiva para a degradação de GMPc, teve sua
expressão detectada em várias regiões cerebrais, como camadas corticais e o

hipocampo (Sharma et al., 2013). A inibição da PDE5 favorece a sinalização do
GMPc, por impedir sua degradação, mantendo seus níveis disponíveis por mais

tempo (van Staveren et al., 2003; Lin et al., 2006). Inibidores de PDE5 têm sido

investigados nos processos de memória, incluindo na generalização. Por exemplo, a

administração de sildenafil (inibidor seletivo da PDE5) resultou na potencialização da

reconsolidação da memória em uma tarefa de esquiva inibitória em camundongos

(Boccia et al., 2011). Além disso, a administração de sildenafil no HD de ratos na

consolidação de um treino forte de CMC induziu a generalização de uma memória

recente (2 dias depois da consolidação) (Gazarini, 2015). Esses resultados mostram,

separadamente, um papel da PDE5 tanto na reconsolidação quanto na

generalização da memória. No entanto, ainda não foi investigado se a atividade de

PDE5 durante a reconsolidação está envolvida na generalização da memória de

medo.

Para explorar essa questão, pode-se utilizar um inibidor de PDE5, como o

vardenafil, que, em comparação com outros inibidores seletivos de PDE5,

apresenta maior potência e seletividade (Saenz de Tejada et al., 2001; Sommer,

2005). Devido à sua aprovação clínica para o tratamento da disfunção erétil, o

vardenafil oferece um perfil de segurança bem estabelecido, tornando-o uma

escolha viável para investigações experimentais adicionais (Miller, 2015). Além

disso, o vardenafil já tem sido utilizado em estudos com roedores para avaliar seus

efeitos em outros tipos de memória, como no reconhecimento de objetos (Prickaerts

et al., 2002; 2004; Rutten et al., 2005).

.
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2 HIPÓTESE E OBJETIVOS

2.1 HIPÓTESE

A hipótese é que a atividade normal da PDE5 durante a reconsolidação ajuda

a manter a memória em níveis adaptativos, prevenindo a generalização. Desse

modo, a inibição da PDE5, durante a reconsolidação, desencadearia a

generalização da memória de medo ao longo do tempo, de maneira dependente do

CCA.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel da PDE5 durante a reconsolidação da memória de medo ao

contexto na generalização ao longo do tempo.

2.2.2 Objetivos Específicos

● Avaliar o efeito da inibição da PDE5, durante a reconsolidação, na

generalização da memória de medo em um ponto de tempo recente,

intermediário e remoto;

● Determinar se os efeitos induzidos pela inibição da PDE5 na reconsolidação da

memória de medo se relacionam a alterações no processo de separação de

padrão;

● Avaliar se os efeitos induzidos pela inibição da PDE5 dependem da evocação

da memória de medo;

● Avaliar o efeito da inibição da PDE5 fora da janela de reconsolidação da

memória de medo em um ponto de tempo remoto;

● Avaliar se a inibição quimiogenética do CCA interfere nos efeitos induzidos pela

inibição da PDE5 no ponto de tempo remoto.
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3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 ANIMAIS

Ratos Wistar machos adultos foram obtidos do Setor de Ciências Biológicas

da Universidade Federal do Paraná. Os animais foram alojados em grupos de quatro

em gaiolas de policarbonato (48×37×21 cm), com alimentação e água ad libitum, sob

temperatura ambiente controlada (22±2 °C) e ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes

ligadas das 7h às 19h). No momento dos protocolos experimentais os animais

apresentavam aproximadamente 90 dias e pesavam entre 320 e 450 g. Todos os

procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética local (número de autorização

1537) e realizados conforme a legislação brasileira e as diretrizes do ARRIVE

(Percie du Sert et al., 2020).

3.2 DROGAS

Vardenafil (VAR; inibidor seletivo de PDE5; Ambeed, EUA) nas doses de 0,3

ou 1 mg/kg i.p. foram baseadas em estudos prévios (Prickaerts et al., 2002; 2004;

Rutten et al., 2005; Akkerman et al., 2015). O VAR foi dissolvido em solução de NaCl

0,9% contendo 10% de monooleato de sorbitano polioxietileno (Tween 80;

Sigma-Aldrich, EUA), e esta mesma solução foi utilizada como veículo (VEI). O

composto 21 (C21; agonista DREADD; Sigma) 1 mg/kg i.p. foi dissolvido em solução

de NaCl 0,9%, conforme estudos anteriores (Thompson et al., 2018).

3.3 CONDICIONAMENTO DE MEDO AO CONTEXTO

O CMC foi realizado das 12h às 17h em uma sala iluminada a 70 lux. Os

animais foram ambientados à sala de experimentação por pelo menos 30 minutos

antes de cada sessão experimental. Foi utilizada uma caixa de condicionamento

(contexto A) com paredes laterais de alumínio, parede frontal e porta no teto de

acrílico transparente com piso gradeado com barras de aço inoxidável conectadas a

um gerador de choque (dimensões do contexto A: 35×20×30 cm; Insight, Brasil).
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No primeiro dia, na sessão de familiarização, cada animal foi colocado no

contexto A para explorá-lo livremente por 3 minutos. No dia seguinte, na sessão de

condicionamento, cada animal foi reexposto ao contexto A (estímulo condicionado;

EC), denominado contexto condicionado, que foi pareado ao estímulo

incondicionado (EI; 3 choques elétricos nas patas por 3 s, com intervalo de 30 s no

início, entre os choques e ao final da sessão). A intensidade do EI foi de 0,7 mA para

todos os experimentos, exceto quando os animais foram submetidos a procedimento

cirúrgico (experimentos de inibição quimiogenética). Neste caso, a intensidade foi

ajustada para 0,8 mA para alcançar níveis de congelamento semelhantes aos dos

animais não operados (Stern et al., 2015). No dia seguinte, os animais foram

submetidos a uma sessão de evocação curta da memória de medo recente, na qual

foram reexpostos ao contexto condicionado na ausência do EI por 3 minutos, para

induzir a reconsolidação recente. Os animais receberam VEI ou VAR (0,3 ou 1 mg/kg

i.p.) 5 minutos ou 6 horas após a evocação. Os animais foram testados por 3

minutos no contexto condicionado sem apresentação do EI (Teste A) após 1, 12 ou

21 dias para avaliar os efeitos na memória recente, intermediária ou remota,

respectivamente. No dia seguinte ao Teste A, os animais foram submetidos ao Teste

B, consistindo na exposição por 3 minutos ao contexto B, uma caixa de acrílico

transparente (33×34×26 cm) não-pareada ao EI, denominada como contexto neutro,

para avaliar a generalização da memória de medo. O contexto neutro também foi

utilizado quando a sessão de evocação foi omitida (não evocação). Entre cada

animal, o aparato utilizado foi higienizado utilizando álcool a 20%. O comportamento

de congelamento, caracterizado pela ausência de movimentos, exceto os

relacionados à respiração (Blanchard; Blanchard, 1969), foi utilizado como

parâmetro de memória de medo. O congelamento de cada animal foi avaliado

manualmente com um cronômetro por um experimentador treinado, cego para o

tratamento. O índice de generalização foi calculado por [(% tempo de congelamento

no Teste B)/(% tempo de congelamento no Teste A + % tempo de congelamento no

Teste B)].
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3.4 SEPARAÇÃO DE PADRÃO DE OBJETOS

Três dias após o Teste B, cada animal foi submetido ao protocolo de

separação de padrão de objetos (SPO), que foi baseado nos testes de

reconhecimento e localização de objetos, para avaliar o processo de separação de

padrão (van Hagen et al., 2015). Inicialmente, na sessão de habituação, cada animal

foi colocado em uma arena quadrangular preta (60x60x30 cm) para explorá-la

livremente por 15 minutos. No dia seguinte, na mesma arena, cada rato foi

submetido a uma sessão de treinamento com dois objetos idênticos, posicionados

simetricamente, para explorar por 3 minutos. Após 1 hora, cada animal foi testado na

arena por 3 minutos, com um dos objetos reposicionado linearmente,

aproximadamente 18 cm medidos do seu eixo central (posição 3, determinada

previamente como ideal nessas condições para detectar prejuízos no teste de SPO;

Apêndice 1), como pode ser observado na Figura 9. O objeto a ser movido (objeto

da esquerda ou direita) e a direção (deslocar para frente ou para trás) foram

previamente balanceados para evitar preferências por lugar ou objeto. Entre cada

animal, a arena e os objetos utilizados foram higienizados utilizando uma solução de

álcool etílico a 20%. Um avaliador treinado quantificou manualmente o tempo de

exploração de cada animal a cada um dos objetos. Foi considerada exploração

quando o animal aproximou a ponta do nariz a uma distância de no máximo 2 cm do

objeto, não sendo contabilizado situações em que o animal ficasse apenas parado

próximo ao objeto ou utilizando-o de apoio para o comportamento de rearing. O

tempo gasto explorando cada objeto foi utilizado para calcular o índice de

discriminação por [(tempo de exploração do objeto na mesma posição - tempo de

exploração do objeto na posição alterada)/(soma do tempo explorando ambos os

objetos)]. Índices próximos a 1 indicam uma alta capacidade de discriminação entre

o objeto que mudou de localização e o que permaneceu na localização anterior, ou

seja, uma alta eficiência no processo de separação de padrão. Por outro lado,

índices próximos a -1 indicam baixa capacidade de discriminação e sugerem um

processo de separação de padrão prejudicado.
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Figura 9. Ilustração representando o delineamento do protocolo de separação de padrão de objetos
(SPO). O quadrado preto com linhas brancas marcando os quadrantes representa a arena
quadrangular preta e os dois círculos prata representam os dois objetos idênticos. Neste exemplo, o
objeto da direita foi deslocado 18 cm para a parte de trás da arena, medidos pelo ponto em seu eixo
central. FONTE: A autora (2024).

3.5 INIBIÇÃO QUIMIOGENÉTICA

Foi utilizada a técnica DREADD (Designer Receptors Exclusively Activated by

Designer Drugs) para a inibição do CCA, sob aprovação da Comissão Interna de

Biossegurança do Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná.

Os animais foram anestesiados com 1,0 ml/kg de uma solução contendo xilazina (10

mg/ml; Carlier) e cetamina (100 mg/ml; Sespo) e após anestesiados foram

posicionados em um aparato estereotáxico (Kopf). Visando à futura inibição

temporária do córtex cingulado anterior (CCA), 0,5 μl do constructo viral diluído 2x foi

infundido bilateralmente nessa região (nas coordenadas: AP = +3,0 mm do bregma,

ML = ±0,5 mm da sutura central, DV = -2,2 mm do crânio; Paxinos; Watson, 2009). A

infusão foi realizada por 2 agulhas odontológicas fixadas com uma distância de 1

mm entre elas (0,5 mm de cada uma em relação a sutura central) e conectadas a

duas microsseringas de 10 μl (Hamilton, EUA) colocadas em uma bomba de infusão

(Insight, Brasil) a uma taxa de 0,1 μl/min. Ao término da infusão, as agulhas foram

deixadas por mais 5 minutos antes de serem retiradas. Os animais do grupo

experimental receberam a infusão bilateral de um vetor viral que induziu a expressão

do receptor inibitório hM4Di DREADD no CCA (AAV8-CaMKIIa-hM4Di-mCherry,

Addgene). Os animais controle receberam a infusão bilateral do vetor viral controle,

que não induz a expressão do receptor DREADD (AAV8-CaMKIIa-EGFP, Addgene).

Após a cirurgia, os ratos receberam 2,5 mg/kg de Flunixin Meglumina (Banamine®,
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Merck Sharp & Dohme Saúde Animal, Brasil) por via intramuscular e ibuprofeno

(Natulab, Brasil) 0,2 mg/ml na água de beber por 2 dias. Após um período de 3

semanas para recuperação do animal e expressão do vírus, os experimentos

comportamentais foram iniciados.

Ao final dos experimentos, os animais foram anestesiados (1,0 mg/kg de uma

solução contendo xilazina e cetamina, conforme descrito anteriormente) e

submetidos à perfusão transcardíaca com tampão salina-fosfato (PBS) 0,1 M

seguida de paraformaldeído (PFA) a 4%. Em seguida, os cérebros dos animais

foram removidos e imersos em PFA a 4% por 24h. Posteriormente, os cérebros

foram imersos em solução de sacarose com aumento gradual da concentração para

crioproteção: 12 horas em solução com sacarose a 10%, seguidas de 48 horas em

20%, e finalmente 48 horas em 30%. Na sequência, os cérebros foram

individualmente congelados em gelo seco e foram obtidos cortes com 40 μm de

espessura utilizando um criostato (Leica). Esses cortes foram montados em lâminas

previamente gelatinizadas. Após a secagem dos cortes nas lâminas, foram aplicadas

lamínulas utilizando uma solução de DAPI/Antifade (Invitrogen). Imagens dos cortes

foram obtidas por microscopia de fluorescência no Confocal A1R MP+ (Nikon) para

verificar a presença da marcação fluorescente de mCherry e EGFP pela expressão

viral na região exata do CCA, como observado na Figura 10.
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Figura 10. Representação da expressão viral para a inibição quimiogenética. A) Representação da
expressão viral no em um animal controle-EGFP. B) Representação da expressão viral no em um
animal hM4Di-mCherry. Imagem do local de infusão viral (esquerda) e um diagrama esquemático
ilustrando o local de infusão no CCA (direita - pontos coloridos) no corte Bregma 3,2 mm de acordo
com o Atlas Cerebral de Paxinos e Watson (2009). A seta branca destaca a fluorescência observada
dentro do CCA em um corte cerebral. Foi utilizado um aumento de 200x para capturar uma série de
imagens que foram arranjadas em conjunto para construir uma imagem maior (confocal função large
image). FONTE: A autora (2024).

3.6 ETAPAS EXPERIMENTAIS

3.6.1 Experimento 1: Avaliação dos efeitos da inibição da PDE5 durante a

reconsolidação da memória de medo na generalização ao longo do tempo

Para avaliar os efeitos da inibição da PDE5 durante a reconsolidação recente

na generalização, no experimento 1 os animais submetidos ao CMC receberam VAR

(inibidor seletivo de PDE5; 0,3 ou 1 mg/kg) ou VEI i.p. 5 minutos após a evocação.

Grupos independentes de animais foram testados no contexto condicionado (Teste

A) após 1, 12 ou 21 dias, definidos como pontos de tempo recente, intermediário e

remoto, respectivamente. No dia seguinte ao Teste A, os animais foram testados no

contexto neutro (Teste B) para avaliar os efeitos na generalização da memória,

conforme mostra a Figura 11.

Figura 11. Desenho experimental adotado no experimento 1. Animais submetidos ao CMC foram
tratados com VAR 0,3 ou 1 mg/kg ou VEI i.p. 5 minutos após a sessão de evocação e testados em um
ponto de tempo recente, intermediário ou remoto no contexto condicionado (Teste A) e, no dia
seguinte, no contexto neutro (Teste B). FONTE: A autora (2024).

3.6.2 Experimento 2: Avaliação dos efeitos da inibição da PDE5 durante a

reconsolidação da memória de medo no processo de separação de padrão ao longo

do tempo

Para avaliar se a inibição da PDE5 durante a reconsolidação da memória de

medo recente prejudica o processo de separação de padrão ao longo do tempo, os
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animais submetidos ao CMC e tratados com VAR (1 mg/kg; dose efetiva) ou VEI i.p.

5 minutos após a evocação foram submetidos ao mesmo protocolo descrito para o

experimento 1. Adicionalmente, foram submetidos ao protocolo de SPO 3 dias após

o Teste B, nos pontos de tempo recente, intermediário e remoto, conforme mostra a

Figura 12.

Figura 12. Desenho experimental adotado no experimento 2. Animais submetidos ao CMC foram
tratados com VAR 1 mg/kg ou VEI i.p. 5 minutos após a evocação e foram testados em um ponto de
tempo recente, intermediário ou remoto no contexto condicionado (Teste A) e, no dia seguinte, no
contexto neutro (Teste B). Após 3 dias, os animais foram submetidos ao protocolo de SPO. FONTE: A
autora (2024).

3.6.3 Experimento 3: Avaliação da omissão da evocação sobre os efeitos induzidos

pela inibição da PDE5

Um protocolo de não-evocação foi realizado para avaliar se os efeitos da

inibição da PDE5 dependem do processo de reativação/reconsolidação da memória.

Animais submetidos ao CMC receberam VAR 1 mg/kg ou VEI i.p. 5 minutos após

uma sessão de não-evocação (exposição ao contexto neutro). Após 12 ou 21 dias,

grupos independentes de animais foram testados no contexto condicionado (Teste

A). No dia seguinte, foram reexpostos ao contexto neutro (Teste B) e, três dias

depois, passaram pelo teste de SPO, conforme ilustrado na Figura 13.

Figura 13. Desenho experimental adotado no experimento 3. Animais submetidos ao CMC
receberam VAR 1 mg/kg ou VEI i.p. 5 minutos após uma sessão de não-evocação (exposição ao
contexto neutro). Os testes foram realizados nos pontos de tempo intermediário ou remoto no
contexto condicionado (Teste A) e, no dia seguinte, no contexto neutro (Teste B). Após 3 dias, os
animais foram submetidos ao protocolo de SPO. FONTE: A autora (2024).
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3.3.4 Experimento 4: Avaliação dos efeitos da inibição da PDE5 fora da janela de

reconsolidação da memória de medo

Para avaliar os efeitos da inibição da PDE5 fora da janela de reconsolidação,

animais submetidos ao CMC receberam VAR 1 mg/kg ou VEI i.p. 6 horas após a

evocação (fora da janela de reconsolidação). Os animais foram testados no ponto de

tempo remoto no Teste A, no dia seguinte no Teste B, e 3 dias depois no teste de

SPO, como observado na Figura 14.

Figura 14. Desenho experimental adotado no experimento 4. Animais submetidos ao CMC foram
tratados com VAR 1 mg/kg ou VEI i.p. 6 horas após a evocação e foram testados no ponto de tempo
remoto no Teste A e, no dia seguinte, no Teste B. Após 3 dias, os animais foram submetidos ao
protocolo de SPO. FONTE: A autora (2024).

3.6.5. Experimento 5: Avaliação da inibição quimiogenética do CCA sobre os efeitos

induzidos pela inibição da PDE5

Foi realizada uma inibição quimiogenética direcionada ao CCA para avaliar se

os efeitos induzidos pela inibição da PDE5 na generalização do medo e na

separação de padrão dependem da atividade dessa região. Para isso, os animais

receberam uma infusão viral no CCA. A infusão consistiu em um vetor viral que

induz a expressão do receptor inibitório hM4Di DREADD nos neurônios dessa região

(AAV8-CaMKIIa-hM4Di-mCherry, Addgene), ou um vetor viral controle que não induz

a expressão do receptor DREADD (AAV8-CaMKIIa-EGFP, Addgene). Após três

semanas, os animais foram submetidos ao CMC e receberam o agonista DREADD

C21 1 mg/kg i.p. 30 minutos antes da evocação, para inibir temporariamente a

região do CCA, e VAR 1 mg/kg ou VEI i.p. 5 minutos após a evocação recente. Os

animais foram testados no ponto de tempo remoto no Teste A, no dia seguinte no

Teste B, e 3 dias depois no teste de SPO, conforme observado na Figura 15.
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Figura 15. Desenho experimental adotado no experimento 5. Os animais receberam uma infusão viral
(AAV8-CaMKIIa-hM4Di-mCherry ou o controle AAV8-CaMKIIa-EGFP, Addgene) no CCA. Após três
semanas, os animais foram submetidos ao CMC e receberam C21 1 mg/kg i.p. 30 minutos antes da
sessão de evocação e VAR 1 mg/kg ou VEI i.p. 5 minutos após o término da sessão. Os testes foram
realizados em um ponto remoto, após 21 dias, no contexto condicionado (Teste A), no dia seguinte no
contexto neutro (Teste B). Após 3 dias, os animais foram submetidos ao protocolo de SPO. FONTE: A
autora (2024).

3.7 ESTATÍSTICA

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a normalidade dos dados.

Quando não passaram no teste de normalidade, os dados foram transformados por

log(Y) ou sqrt(Y) para alcançar a normalidade. Os dados transformados foram

utilizados na análise estatística, mas os resultados foram expressos utilizando os

valores brutos. Cada conjunto de dados foi analisado utilizando o teste t de Student,

análise de variância (ANOVA) de uma via, de duas vias ou de medidas repetidas, de

acordo com o desenho experimental. O teste post hoc de Newman-Keuls foi

aplicado para comparações múltiplas quando o valor de F alcançou um nível de

significância definido em p<0,05. Para avaliar o tamanho do efeito, o coeficiente eta

quadrado parcial (η2) foi calculado para a ANOVA e o d de Cohen (d) para o teste t,

considerando ²≥0,14 ou d>0,8 um efeito grande (Maher; Markey; Ebert-May, 2013).

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) e pelos

valores individuais. O software Statistica 12 (StatSoft) foi utilizado para análise

estatística, e o GraphPad Prism 8 (GraphPad Prism) foi utilizado para elaboração

dos gráficos.
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4 RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO 1: A INIBIÇÃO DA PDE5 APÓS A EVOCAÇÃO DA MEMÓRIA

DE MEDO INDUZ UMA GENERALIZAÇÃO DEPENDENTE DO TEMPO

O objetivo foi avaliar os efeitos da inibição da PDE5 5 minutos após a

evocação na generalização da memória de medo, avaliada em grupos

independentes nos pontos de tempo recente (n=10/grupo), intermediário

(n=9-13/grupo) e remoto (n=8-10/grupo), conforme mostra a Figura 16A.

4.1.1 A inibição da PDE5 5 minutos após a evocação não afeta a reconsolidação ou

generalização da memória de medo nos testes recentes

Nos testes de memória recente, a ANOVA de medidas repetidas mostrou um

efeito significativo da reexposição ao contexto condicionado (F(1,27)=6,823; p=0,014;

η2=0,202), mas nenhum efeito do tratamento (F(2,27)=0,734; p=0,489; η2=0,052) ou

interação entre os fatores (F(2,27)=1,436; p=0,255; η2=0,096). Como observado na

Figura 16B, não foram detectadas diferenças significativas entre os grupos durante a

evocação e o Teste A. Além disso, a ANOVA de uma via não mostrou efeito do

tratamento com VAR tanto no Teste B (F(2,27)=3,251; p=0,054; η2=0,194) quanto no

índice de generalização (F(2,27)=1,920; p=0,166; η2=0,124), conforme observado nas

Figuras 16C-D, respectivamente. Esses resultados sugerem que a inibição da PDE5

durante a reconsolidação não induz alterações na memória de medo quando

avaliada em um ponto de tempo recente.
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Figura 16. Efeitos da inibição da PDE5 5 minutos após a evocação na generalização da memória. A)
Desenho experimental. B-D) Efeitos da inibição da PDE5 nos testes de memória recente. B) Não
foram observadas diferenças entre os grupos na sessão de evocação ou no Teste A. C) Nenhuma
diferença foi observada no Teste B; D) ou no índice de generalização. N/grupo: VEI=10; VAR 0,3=10;
VAR 1=10. E-G) Testes de memória intermediária. E) Não foram observadas diferenças entre os
grupos na sessão de evocação ou no Teste A. F) O grupo VAR 1 mostrou um aumento no
comportamento de congelamento no Teste B; G) e um aumento do índice de generalização. N/grupo:
VEI=11; VAR 0,3=9; VAR 1=13. H-J) Testes de memória remota. H) Não foram observadas diferenças
entre os grupos na sessão de evocação ou no Teste A. I) O grupo VAR 1 mostrou um aumento no
comportamento de congelamento no Teste B; J) e um aumento do índice de generalização. N/grupo:
VEI=10; VAR 0,3=9; VAR 1=8. ANOVA de medidas repetidas (evocação e Teste A), ANOVA de uma
via (Teste B ou índice de generalização) seguida do teste post hoc de Newman-Keuls. Os dados
estão apresentados como média ± E.P.M. e os valores individuais. O * representa uma diferença
significativa (p<0,05) em relação ao grupo VEI na mesma sessão experimental. FONTE: A autora
(2024).

4.1.2 A inibição da PDE5 5 minutos após a evocação induz a generalização da

memória de medo em um ponto de tempo intermediário

Nos testes de memória intermediária, a ANOVA de medidas repetidas não

mostrou efeitos significativos para os fatores interação entre a reexposição ao

contexto condicionado e o tratamento (F(2,30)=0,777; p=0,468; η2=0,049), tratamento

(F(2,30)=0,027; p=0,973; η2=0,002) ou reexposição (F(1,30)=2,851; p=0,102; η2=0,087).

Como observado na Figura 16E, não há diferenças significativas entre os grupos

durante a evocação e o Teste A. No entanto, a ANOVA de uma via mostrou efeitos

significativos do tratamento no Teste B (F(2,30)=5,004; p=0,013; η2=0,250) e no índice

de generalização (F(2,30)=5,075; p=0,013; η2=0,253). Como observado nas Figuras

16F e 16G, o grupo tratado com a dose mais alta de VAR (1 mg/kg) apresentou um

aumento no comportamento de congelamento em comparação ao grupo veículo no

Teste B (p=0,019), assim como um aumento no índice de generalização (p=0,016),

sugerindo que a inibição da PDE5 durante a reconsolidação desencadeia a

generalização da memória de medo em um ponto de tempo intermediário.

4.1.3 A inibição da PDE5 5 minutos após a evocação induz a generalização da

memória de medo em um ponto de tempo remoto

Nos testes de memória remota, a ANOVA de medidas repetidas não mostrou

efeitos significativos para os fatores interação entre a reexposição ao contexto

condicionado e o tratamento (F(2,24)=0,274; p=0,762; η2=0,022), tratamento

(F(2,24)=0,899; p=0,420; η2=0,070) ou reexposição (F(1,24)=3,316; p=0,081; η2=0,121).
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Como observado na Figura 16H, não há diferenças significativas entre os grupos

durante a evocação e o Teste A. No entanto, a ANOVA de uma via mostrou um efeito

significativo do tratamento no Teste B (F(2,24)=5,946; p=0,008; η2=0,331) e no índice

de generalização (F(2,24)=6,089; p=0,007; η2=0,337). Como observado nas Figuras

16I e 16J, o grupo tratado com a dose mais alta de VAR apresentou um

comportamento aumentado de congelamento em comparação ao grupo veículo no

Teste B (p=0,006), assim como um aumento no índice de generalização (p=0,005),

sugerindo que a inibição da PDE5 durante a reconsolidação induziu a generalização

da memória de medo em um ponto de tempo remoto.

Em conjunto, esses resultados mostram que não há diferenças prévias entre

os grupos durante a evocação e a nem efeito da inibição da PDE5 após a evocação

na expressão do medo no contexto condicionado, independentemente dos pontos de

tempo adotados (Figuras 16B, 16E e 16H). No entanto, a inibição da PDE5 durante

a reconsolidação desencadeia a generalização da memória de medo ao longo do

tempo (Figuras 16C-D, 16F-G e 16I-J). Importante destacar que não foram

observadas diferenças significativas entre os grupos tratados com veículo expostos

ao Teste B em diferentes pontos de tempo (F(2,28)=2,026; p=0,150; η2=0,126),

sugerindo que o protocolo não desencadeia a generalização dependente do tempo.

4.2 EXPERIMENTO 2: A INIBIÇÃO DA PDE5 APÓS A EVOCAÇÃO DA MEMÓRIA

DE MEDO PREJUDICA O PROCESSO DE SEPARAÇÃO DE PADRÃO AVALIADO

EM UM PONTO DE TEMPO REMOTO

O objetivo foi avaliar se a inibição da PDE5 após a evocação da memória de

medo prejudicaria o processo de separação de padrão em grupos independentes de

animais após os pontos de tempo recente (n=7/grupo), intermediário (n=5-7/grupo) e

remoto (n=8-10/grupo), conforme mostra a Figura 17A. Os dados sobre o

comportamento de congelamento foram omitidos, pois já estão incluídos nos

resultados do experimento anterior.

No teste de SPO, o teste t de Student não mostrou efeito do tratamento com

VAR em comparação ao grupo VEI para os testes recente (t12=0,589; p=0,567;

d=0,315) e intermediário (t10=-0,311; p=0,762; d=0,184). Como observado nas

Figuras 17B e 17C, não foram detectadas diferenças no índice de discriminação
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entre os grupos, sugerindo que a inibição da PDE5 5 minutos após a evocação

recente não afetou o processo de separação de padrão avaliado em pontos de

tempo recente e intermediário. No entanto, no teste de SPO remoto, o teste t de

Student mostrou um efeito significativo do tratamento com VAR em comparação ao

grupo VEI (t16=2,612; p=0,019; d=1,221). Conforme observado na Figura 17D, o

grupo tratado com VAR apresentou uma diminuição do índice de discriminação em

comparação ao grupo controle durante o teste de SPO remoto, sugerindo que a

inibição da PDE5 5 minutos após a evocação recente resultou em um prejuízo no

processo de separação de padrão observado apenas em um ponto de tempo

remoto. Além disso, não houve diferença na exploração total dos objetos entre os

grupos, descartando uma possível alteração do grupo VAR 1 nesse sentido

(Apêndice 2A).

Figura 17. Efeitos da inibição da PDE5 5 minutos após a evocação da memória de medo no teste de
separação de padrão de objetos (SPO). A) Desenho experimental. B) Para o teste de SPO recente,
não foram observadas diferenças entre os grupos. N/grupo: VEI=7; VAR 1=7. C) Para o teste de SPO
intermediário, nenhuma diferença entre os grupos foi observada. N/grupo: VEI=7; VAR 1=7. D) No
teste de SPO remoto, o tratamento com VAR 1 prejudicou o índice de discriminação. N/grupo:
VEI=10; VAR 1=8. Teste t de Student. Os resultados estão apresentados como média ± E.P.M. e os
valores individuais do índice de discriminação. O * representa uma diferença significativa (p<0,05) em
relação ao grupo VEI na mesma sessão experimental. FONTE: A autora (2024).
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4.3 EXPERIMENTO 3: OS EFEITOS DA INIBIÇÃO DA PDE5 NA GENERALIZAÇÃO

DA MEMÓRIA DE MEDO E NA SEPARAÇÃO DE PADRÃO DEPENDEM DA

EVOCAÇÃO DA MEMÓRIA

O objetivo foi avaliar se os efeitos da inibição da PDE5 observados na

generalização da memória de medo e no teste de SPO dependem do processo de

reativação/reconsolidação da memória. Após um protocolo de não-evocação, grupos

independentes de animais foram testados apenas nos pontos de tempo

intermediário (n=10/grupo) e remoto (n=10-11/grupo), já que nenhum efeito foi

observado no ponto de tempo recente, conforme mostra a Figura 18A.

4.3.1 A omissão da evocação previne a generalização induzida pela inibição da

PDE5 no ponto de tempo intermediário

Nos testes de memória intermediária, a ANOVA de medidas repetidas não

mostrou efeitos significativos para os fatores interação entre a reexposição ao

contexto neutro (sessão de não-evocação e Teste B) e o tratamento (F(1,18)=0,791;

p=0,386; η2=0,042), tratamento (F(1,18)=0,203; p=0,657; η2=0,011) e reexposição

(F(1,18)=1,424; p=0,248; η2=0,073), como observado nas Figuras 18B e 18D. Além

disso, o teste t de Student não mostrou efeito do tratamento no Teste A (t18=0,522;

p=0,608; d=0,223; Figura 18C) e nem no índice de generalização (t18=0,440;

p=0,665; d=0,235; Figura 18E). Esses resultados mostram não haver diferenças

significativas entre os grupos na evocação, Teste A, Teste B ou índice de

generalização, ou seja, a omissão da evocação aboliu os efeitos de generalização

anteriormente observados pela inibição da PDE5 no ponto de tempo intermediário.

Estes resultados sugerem que a generalização no ponto de tempo intermediário

induzida pela inibição da PDE5 depende da evocação da memória. Adicionalmente,

assim como observado previamente, no teste de SPO intermediário o teste t de

Student não mostrou diferença no índice de discriminação entre os grupos no

protocolo de não-evocação (t18=-1,368; p=0,188; d=0,612), como observado na

Figura 18F.
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Figura 18. Efeitos da inibição da PDE5 após uma sessão de não-evocação. A) Desenho
experimental. B-F) Testes intermediários. Não foram observadas diferenças entre os grupos B) na
sessão de não-evocação, C) Teste A, D) Teste B, E) índice de generalização ou F) índice de
discriminação no teste de SPO. N/grupo: VEI=10; VAR 1=10. G-K) Testes remotos. Não foram
observadas diferenças entre os grupos G) na sessão de não-evocação, H) Teste A, I) Teste B, J)
índice de generalização ou K) índice de discriminação no teste de SPO. N/grupo: VEI=10; VAR 1=11.
ANOVA de medidas repetidas (não-evocação e Teste B) e teste t de Student (Teste A, índice de
generalização ou índice de discriminação). Os dados estão apresentados como média ± E.P.M. e os
valores individuais. FONTE: A autora (2024).

4.3.2 A omissão da evocação previne a generalização e o prejuízo da separação de

padrão induzidos pela inibição da PDE5 no ponto de tempo remoto

De maneira semelhante ao observado nos testes intermediários, para os

testes de memória remota, a ANOVA de medidas repetidas não mostrou interação
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entre a reexposição ao contexto neutro (sessão de não-evocação e Teste B) e o

tratamento (F(1,19)=0,050; p=0,825; η2=0,003; Figuras 18G e 18I) e nenhum efeito do

tratamento (F(1,19)=0,838; p=0,371; η2=0,042) ou da reexposição (F(1,19)=0,552;

p=0,467; η2=0,028). O teste t de Student não mostrou efeito do tratamento no Teste

A (t19=-0,386; p=0,704; d=0,158; Figura 18H), nem no índice de generalização

(t19=0,615; p=0,546; d=0,306; Figura 18J) ou no índice de discriminação do teste de

SPO remoto (t19=-0,445; p=0,661; d=0,195; Figura 18K). Como mostrado nas

Figuras 18G-K, não há diferenças significativas entre os grupos na evocação, Teste

A, Teste B, índice de generalização ou no teste de SPO, o que mostra que os efeitos

do VAR foram abolidos quando a evocação foi omitida. Estes resultados sugerem

que os efeitos da inibição da PDE5 no ponto de tempo remoto dependem da

evocação da memória.

4.4 EXPERIMENTO 4: A INIBIÇÃO DA PDE5 6 HORAS APÓS A EVOCAÇÃO NÃO

AFETA A GENERALIZAÇÃO DA MEMÓRIA DE MEDO E NEM A SEPARAÇÃO DE

PADRÃO

O objetivo foi avaliar os efeitos da inibição da PDE5 fora da janela de

reconsolidação. Os animais receberam VAR 1 mg/kg ou VEI i.p. 6 horas após a

evocação e foram testados no ponto de tempo remoto (n=8-9/grupo), como

observado na Figura 19A.

A ANOVA de medidas repetidas não mostrou efeitos significativos para os

fatores interação entre a reexposição ao contexto condicionado e o tratamento

(F(1,15)=2,570; p=0,130; η2=0,146), tratamento (F(1,15)=0,248; p=0,625; η2=0,016) e

reexposição (F(1,15)=0,501; p=0,490; η2=0,032). Como observado na Figura 19B, não

foram observadas diferenças significativas entre os grupos na evocação e no Teste

A. Além disso, o teste t de Student mostrou não haver efeito do tratamento com VAR

no Teste B (t15=-1,238; p=0,235; d=0,707; Figura 19C), nem no índice de

generalização (t15=-1,592; p=0,132; d=0,789; Figura 19D) ou no índice de

discriminação no teste de SPO (t15=-1,219; p=0,242; d=0,601; Figura 19E). Como

mostrado nas Figuras 19B-E, quando o VAR foi administrado 6 horas após a

evocação nenhum efeito foi observado. Isso sugere que os efeitos de indução da

generalização e prejuízo do da separação de padrão estão restritos à inibição da

PDE5 dentro da janela de tempo da reconsolidação.
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Figura 19. Efeitos da inibição da PDE5 6 horas após a evocação. A) Desenho experimental. B) Não
foram observadas diferenças entre os grupos na sessão de evocação ou no Teste A. C) Nenhuma
diferença foi observada no Teste B; D) nem no índice de generalização. E) No teste de SPO, não
foram observadas diferenças entre os grupos no índice de discriminação. N/grupo: VEI=8; VAR 1=9.
ANOVA de medidas repetidas (evocação e Teste A) e teste t de Student (Teste B, índice de
generalização ou índice de discriminação). Os dados estão apresentados como média ± E.P.M. e os
valores individuais. FONTE: A autora (2024).

4.5 EXPERIMENTO 5: OS EFEITOS DA INIBIÇÃO DA PDE5 NA GENERALIZAÇÃO

E NA SEPARAÇÃO DE PADRÃO SÃO PREVENIDOS PELA INIBIÇÃO

QUIMIOGENÉTICA DO CCA

O objetivo foi avaliar se os efeitos induzidos pela inibição da PDE5 na

generalização do medo e na separação de padrão dependem da atividade do CCA.

Previamente, realizou-se a infusão viral (AAV8-CaMKIIa-hM4Di-mCherry ou o

controle AAV8-CaMKIIa-EGFP) no CCA (Figura 20B). Após o CMC, os animais

receberam C21 30 minutos antes da evocação, e VAR 1 mg/kg ou VEI 5 minutos

após a evocação e os testes foram realizados no ponto de tempo remoto

(n=6-8/grupo), como ilustrado na Figura 20A.

A ANOVA de medidas repetidas mostrou um efeito significativo da

reexposição ao contexto condicionado (F(1,23)=7,229; p=0,013; η2=0,239), mas não

mostrou efeitos significativos para a interação entre os fatores reexposição,

tratamento e construto viral (F(1,23)=0,296; p=0,591; η2=0,013) ou para o tratamento

(F(1,23)=0,006; p=0,941; η2=0,0002) e o constructo viral (F(1,23)=0,002; p=0,964;
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η2=0,00009). Como observado na Figura 20C, não foram detectadas diferenças

significativas entre os grupos durante a evocação e o Teste A.

Figura 20. Efeitos da inibição da PDE5 sob a inibição quimiogenética do CCA. A) Desenho
experimental. B) Linha de cima: neurônios do CCA expressando fluorescência para mCherry em
animal hM4Di-mCherry; Linha debaixo: neurônios do CCA expressando fluorescência para EGFP em
animal controle-EGFP. À direita imagens com contraste com DAPI. Aumento de 200x. C) Não foram
observadas diferenças entre os grupos na sessão de evocação ou no Teste A. D) O grupo
controle-EGFP + VAR 1 mostrou um aumento no comportamento de congelamento no Teste B; E) um
aumento no índice de generalização; F) e uma diminuição no índice de discriminação do teste de
SPO. N/grupo: controle-EGFP + VEI=7; controle-EGFP + VAR 1=8; hM4Di-mCherry + VEI=6;
hM4Di-mCherry + VAR 1=6. ANOVA de medidas repetidas (evocação e Teste A) e ANOVA de duas
vias (Teste B, índice de generalização ou índice de discriminação). Os dados estão apresentados
como média ± E.P.M. e os valores individuais. O * representa uma diferença significativa (p<0,05) em
relação ao grupo controle-EGFP + VEI na mesma sessão experimental. O # representa uma diferença
significativa (p<0,05) em relação ao grupo hM4Di-mCherry + VAR 1 na mesma sessão experimental.
FONTE: A autora (2024).
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A ANOVA de duas vias mostrou haver interação entre os fatores constructo

viral e tratamento para o Teste B (F(1,23)=6,652; p=0,017; η2=0,224), para o índice de

generalização (F(1,23)=7,226; p=0,013; η2=0,239) e para o teste de SPO (F(1,23)=7,794;

p=0,010; η2=0,253). Como observado nas Figuras 20D-F, o grupo controle-EGFP

tratado com VAR apresentou um aumento no comportamento de congelamento no

Teste B (p=0,012; Figura 20D) em comparação ao grupo controle-EGFP veículo,

assim como um aumento no índice de generalização (p=0,007; Figura 20E) e uma

diminuição do índice de discriminação no SPO (p=0,007; Figura 20F) sem alteração

da exploração total (Apêndice 2B), reproduzindo os resultados observados

anteriormente. Além disso, o grupo controle-EGFP que recebeu VAR foi

significativamente diferente do grupo hM4Di-mCherry tratado com VAR tanto no

Teste B (p=0,027), como no índice de generalização (p=0,008) e no SPO (p=0,001),

sugerindo que a inibição quimiogenética do CCA na evocação recente previne os

efeitos da inibição da PDE5 observados ao longo do tempo.
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5 DISCUSSÃO

Os resultados do presente trabalho mostram que a inibição da PDE5 durante

a reconsolidação da memória recente desencadeia a generalização do medo nos

pontos de tempo intermediário e remoto, além de resultar no prejuízo da separação

de padrão. Esses efeitos dependem da evocação da memória e estão restritos à

janela de tempo da reconsolidação. Os efeitos da inibição da PDE5 no ponto de

tempo remoto foram prevenidos pela inibição quimiogenética do CCA durante a

reconsolidação recente. Juntos, esses resultados corroboram com a hipótese inicial,

mostrando que a inibição da PDE5 durante a reconsolidação desencadeia a

generalização do medo ao longo do tempo, de maneira dependente da atividade do

CCA.

5.1 OS EFEITOS DA INIBIÇÃO DA PDE5 DURANTE A RECONSOLIDAÇÃO

RECENTE NA GENERALIZAÇÃO AO LONGO DO TEMPO

A inibição da PDE5 5 minutos após a evocação recente da memória resulta

no aumento do comportamento de congelamento no contexto neutro (Teste B) e um

aumento do índice de generalização nos pontos de tempo intermediário e remoto,

sugerindo a indução da generalização da memória de medo dependente do tempo.

A inibição da PDE5 aumenta a via de sinalização do GMPc, a qual é regulada pelo

NO. De modo geral, a estimulação da via GMPc/NO tem sido associada a memórias

de medo mais intensas, enquanto sua interrupção prejudica o aprendizado aversivo

(Baratti; Boccia, 1999; Calixto et al., 2001; Boccia et al., 2011; Fabri et al., 2014; Sun

et al., 2021). Especificamente, a atividade da NOS no núcleo rafe dorsal medeia o

aumento da memória contextual de medo induzida pelo estresse prolongado único

(Sun et al., 2021). Nesse sentido, um inibidor de PDE5, o sildenafil, administrado em

camundongos durante aquisição, consolidação ou reconsolidação, aumenta a

memória de medo na tarefa de esquiva inibitória (Baratti; Boccia, 1999; Boccia et al.,

2011). Por outro lado, um inibidor da síntese de NO (L-NAME) prejudicou o

aprendizado de esquiva inibitória (Calixto et al., 2001), assim como um inibidor da

nNOS, um sequestrador de NO, ou um inibidor de GMPc no hipocampo prejudicam

a expressão da memória de medo contextual (Fabri et al., 2014).
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No entanto, o papel da via NO/GMPc na generalização da memória de medo

tem sido menos relatado. Por exemplo, o protocolo de estresse prolongado único

intensifica a força da memória, resultando na generalização do medo no ponto

recente através da ativação da nNOS e do aumento dos níveis de NO no núcleo rafe

dorsal (Sun et al., 2021). Na memória de medo generalizada remota, além do

aumento da atividade do CCA, também foi observado um maior acoplamento entre

nNOS e PSD-95, o qual, por sua vez, aumenta a síntese e liberação de NO (Qin et

al., 2019). Além disso, a interrupção desse acoplamento nNOS-PSD-95 no CCA

preveniu a generalização em pontos remotos, 14 dias após o condicionamento de

medo ao contexto (Qin et al., 2019). Outro trabalho mostrou que estimular esta via,

utilizando um doador e um precursor de NO, um análogo sintético do GMPc, ou o

sildenafil, após um treino forte de CMC, é suficiente para induzir a generalização de

uma memória recente (Gazarini, 2015). Esses resultados corroboram com os

achados deste trabalho, por mostrarem a participação da via NO/GMPc na

generalização da memória de medo. Entretanto, no presente trabalho foi mostrada

uma participação desta via especificamente para generalização que surge ao longo

do tempo, e não para a generalização recente, diferente do observado por Sun e

colaboradores (2021) e Gazarini (2015). Além disso, pela primeira vez, um papel da

via do GMPc durante a etapa de reconsolidação da memória na generalização do

medo foi relatado. Especificamente, os resultados deste trabalho sugerem que

estimular a via de sinalização do GMPc, por meio da inibição da PDE5, durante a

reconsolidação da memória desencadeia a generalização do medo ao longo do

tempo.

A importância do processo de reconsolidação da memória para os efeitos

observados aqui foi corroborada pelos resultados que mostraram que a omissão da

sessão de evocação e a administração tardia (6 horas após a evocação) do inibidor

de PDE5 aboliram a generalização previamente observada, sugerindo que os

resultados dependem da reativação da memória e estão restritos à janela de tempo

da reconsolidação. A ausência de generalização quando não é feita a evocação da

memória sugere, especificamente, que a evocação e a labilização da memória são

necessárias para os efeitos observados, mas não garante que a inibição da PDE5

recrute mecanismos apenas dentro da janela de reconsolidação para este efeito. De

fato, trabalhos mostraram que interferências após a evocação podem atuar após a

janela de reconsolidação, em mecanismos de persistência (da Silva et al., 2020).
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Além disso, intervenções pós-evocação podem interferir em mecanismos de

consolidação sistêmica da memória que foram iniciados após a consolidação

(Kitamura et al., 2017; Tonegawa; Morrissey; Kitamura, 2018). No presente trabalho,

quando a inibição da PDE5 foi realizada fora da janela de reconsolidação, com a

administração de VAR 6 horas após a evocação, nenhum efeito foi observado,

sugerindo que a generalização desencadeada pela inibição da PDE5 5 minutos após

a evocação seja mediada por mecanismos recrutados durante a reconsolidação da

memória. Adicionalmente, esses resultados mostram que a generalização não é

desencadeada somente mediante a administração de VAR 1 mg/kg, mas de maneira

integrada ocasionada pela a inibição da PDE5 com VAR especificamente durante a

etapa de reconsolidação da memória, onde a PDE5 parece exercer um papel crucial

para manter a memória de medo em sua forma adaptativa.

O aumento da generalização, expressão do medo no contexto neutro,

representa uma redução da especificidade da memória induzida pela inibição da

PDE5. Entretanto, nenhuma diferença foi observada na expressão do medo no

contexto condicionado independente do período avaliado. De fato, interferências na

memória de medo podem induzir respostas de medo aumentadas em um contexto

neutro sem afetar a expressão do medo no contexto condicionado (Gazarini et al.,

2015; Poulos et al., 2016). Em contraste com os resultados deste trabalho, a inibição

da PDE5 com sildenafil após a reativação da memória causou um aumento no

aprendizado de medo em camundongos submetidos à tarefa de esquiva inibitória

(Boccia et al., 2011). No entanto, nenhum outro estudo avaliou o efeito de

interferências na PDE5 ou na via NO/GMPc durante a reconsolidação da memória.

Durante a consolidação da memória de medo em protocolos de esquiva, o inibidor

de PDE5 sildenafil resultou em aumento da memória (Baratti; Boccia, 1999) ou em

nenhum efeito (Shafiei et al., 2006). A mesma interferência na consolidação e na

reconsolidação pode resultar em efeitos diferentes na memória, uma vez que esses

processos envolvem mecanismos distintos. Além disso, outras particularidades

resultantes das diferentes tarefas de memória de medo (condicionamento clássico

versus operante), e dos inibidores de PDE5 devem ser consideradas ao comparar

esses achados (Gazarini, Stern; Bertoglio, 2023). Entre os inibidores da PDE5, o

vardenafil se destaca por sua maior potência e seletividade em comparação ao

sildenafil, que pode provocar efeitos secundários devido à inibição da PDE6 (Saenz

de Tejada et al., 2001; Sommer, 2005).
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Além disso, esses resultados reforçam um aspecto significativo do protocolo

de condicionamento de medo ao contexto. A incapacidade de aumentar as

respostas de medo no contexto condicionado pode se dar devido à obtenção de um

nível máximo de congelamento no contexto pareado, ou seja, por um efeito teto no

contexto A. Isso resulta do intenso protocolo de treinamento, que diminui a

probabilidade de observar qualquer efeito de fortalecimento da memória no contexto

pareado. Tal premissa já foi observada anteriormente com outras interferências

farmacológicas (Gazarini et al., 2013; Gazarini, 2015), e um protocolo de CMC mais

leve poderia ser adotado aqui para confirmar essa possibilidade para a inibição da

PDE5 também, uma vez que diferenças aparentes nos resultados relatados devido

às particularidades do protocolo não podem ser descartadas.

Vale ressaltar que a inibição da PDE5 não induziu nenhum efeito de

generalização do medo em testes recentes, contrastando com a perda de

especificidade da memória nos pontos de tempo intermediário e remoto. Esse seria

um resultado esperado caso a incapacidade de aumentar as respostas de medo no

contexto condicionado ocorresse pela obtenção de um efeito teto. Portanto, essa

interferência farmacológica durante a reconsolidação desencadeou (ou antecipou)

uma generalização da memória de medo dependente do tempo. Com isso, podemos

sugerir que durante a reativação da memória recente, a atividade da PDE5 esteja

mais relacionada à regulação da especificidade da memória, em vez da atualização

da memória de medo original. Vale notar que nosso protocolo de CMC, por si só, não

conseguiu induzir tal generalização dependente do tempo, uma vez que não foram

observadas diferenças significativas entre os grupos controle expostos ao contexto

neutro nos diferentes pontos de tempo. A ausência de generalização dependente do

tempo nos grupos controle pode se dever a sessão de familiarização adotada no

protocolo, considerando que a pré-exposição ao contexto de treinamento antes do

condicionamento é conhecida por prevenir a perda gradual da especificidade da

memória (Biedenkapp; Rudy, 2007). Assim, a inibição da PDE5 durante a

reconsolidação resulta em mudanças neurobiológicas que induzem a generalização

da memória de medo dependente do tempo que normalmente não ocorreria no

protocolo adotado.
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5.2 O EFEITOS DA INIBIÇÃO DA PDE5 DURANTE A RECONSOLIDAÇÃO

RECENTE NA SEPARAÇÃO DE PADRÃO

O tratamento com VAR 5 minutos após a evocação da memória de medo

reduziu significativamente o índice de discriminação na tarefa de separação de

padrão de objetos no ponto de tempo remoto, sugerindo um prejuízo na separação

de padrão nesse momento. No entanto, a inibição da PDE5 não alterou o tempo total

de exploração dos objetos, o que descarta a possibilidade de que as mudanças

observadas sejam atribuídas a um aumento no comportamento de congelamento e a

uma redução na exploração dos objetos, o que poderia ocorrer devido à expressão

da generalização do medo também no teste SPO. Adicionalmente, o protocolo do

teste SPO por si só inclui uma longa sessão de habituação à arena para garantir que

o ambiente não seja um estímulo estressor para o animal, permitindo que ele se

concentre na exploração dos objetos, e não na exploração do ambiente em si.

Além disso, não foram observados efeitos na separação de padrão quando os

pontos recente e intermediário foram avaliados. Esse resultado sugere que o

prejuízo na separação de padrão se desenvolve gradualmente ao longo do tempo e

está associado à generalização dependente do tempo induzida pela interferência

farmacológica durante a reconsolidação, e não pela inibição da PDE5 em si. De fato,

quando a PDE5 foi inibida após a omissão da sessão de evocação ou fora da janela

de reconsolidação, o prejuízo na separação de padrão no ponto remoto não foi

replicado. Esses achados indicam que o prejuízo remoto no processo de separação

de padrão coincide com o desenvolvimento da generalização desencadeada pela

inibição da PDE5 durante a reconsolidação, como também sugerido por outros

estudos. Foi relatada uma associação entre um pior desempenho na separação de

padrão comportamental e um aumento da generalização em escores de expectativa

de choque em humanos saudáveis (Lange et al., 2017). Também foi sugerido que

estímulos traumáticos estão associados à redução da neurogênese hipocampal

adulta, relacionada à separação de padrão prejudicada e generalização do medo

(Kheirbek et al., 2012). Em roedores, o prejuízo na neurogênese hipocampal dificulta

a discriminação contextual do medo (McHugh et al., 2007; Nakashiba et al., 2012;

Tronel et al., 2012), enquanto seu aumento melhora o processo de separação de

padrão, resultando em uma discriminação contextual do medo aprimorada (Sahay et

al., 2011; Kheirbek; Tannenholz; Hen, 2012). No presente trabalho, a inibição da
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PDE5 durante a reconsolidação pode ter influenciado o processamento hipocampal,

resultando em prejuízo na separação de padrão no ponto remoto e na generalização

da memória dependente do tempo. A interação entre os efeitos de generalização da

via GMPc, influenciada pela inibição da PDE5, e o prejuízo na separação de padrão

foi relatada pela primeira vez neste estudo. O envolvimento do hipocampo neste

caso, no entanto, ainda precisa ser investigado.

Apesar do protocolo de separação de padrão de objetos ter sido adaptado

para avaliar o processo de separação de padrão, o teste se baseia na avaliação de

uma memória episódica de curta duração (memória de localização de objetos,

avaliada depois de 1 h). Com isso, os resultados observados neste trabalho podem

ser interpretados como um prejuízo de memória declarativa de curta duração que se

desenvolve ao longo do tempo, associado ao medo generalizado. Esse efeito foi

desencadeado pela inibição da PDE5 durante a reconsolidação da memória de

medo recente. Pacientes com TEPT, além de apresentarem uma memória

mal-adaptativa caracterizada pelo medo generalizado e resistência à extinção,

enfrentam um prejuízo cognitivo que dificulta o processamento de outros tipos de

memória, como as memórias episódicas (Schuitevoerder et al., 2013; Scott et al.,

2015). Em conjunto, a inibição da PDE5 durante a reconsolidação parece favorecer

o desenvolvimento de uma memória de medo mal-adaptativa, semelhante ao

observado no TEPT. Outros estudos mostraram que o aumento da sinalização do

NO leva à resistência da extinção do medo (Lisboa; Gomes; Silva, 2015; Cai et al.,

2018; Jankovic; Bogicevic; Knezevic, 2024). No entanto, se a inibição da PDE5

durante a reconsolidação ocasionaria resistência à extinção - outra característica da

memória de medo mal-adaptativa - permanece a ser investigado.

5.3 A PARTICIPAÇÃO DO CÓRTEX CINGULADO ANTERIOR NOS EFEITOS DA

INIBIÇÃO DA PDE5

Está bem descrito que memórias contextuais de medo podem se tornar

menos precisas ao longo do tempo, à medida que se tornam mais esquemáticas

conforme o engrama cortical amadurece e se torna mais necessário para a

evocação e expressão da memória (Kitamura et al., 2017; Tonegawa; Morrissey;

Kitamura, 2018). Uma das regiões corticais relevantes para esse processo é o CCA,

que está envolvido com a alocação de memórias remotas (Frankland et al., 2004;
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Silva; Burns; Gräff, 2019; da Silva et al., 2020) e com a generalização que ocorre ao

longo do tempo (Bian et al., 2019; Ortiz et al., 2019). De fato, já foi demonstrado em

roedores que, após 2 semanas, a memória contextual de medo é mais dependente

do CCA, enquanto o envolvimento do hipocampo é reduzido (Frankland et al., 2004;

Frankland; Bontempi, 2005; Kitamura et al., 2009; Einarsson; Pors; Nader, 2015). No

entanto, o papel do CCA na reconsolidação de memórias recentes e remotas ainda

é debatido. Por um lado, foi relatado que o CCA está envolvido especificamente na

reconsolidação remota (da Silva et al., 2020). Por outro lado, anteriormente foi

demonstrado sua participação tanto na reconsolidação recente quanto remota

(Einarsson; Nader, 2012).

Os resultados do presente trabalho mostraram que a inibição quimiogenética

do CCA durante uma evocação recente impediu os efeitos induzidos pela inibição da

PDE5 na generalização e separação de padrão, sugerindo que a atividade dessa

região é necessária para esses resultados. A técnica de quimiogenética permite a

inibição precisa e temporária de regiões cerebrais, com danos mínimos ao

administrar um agonista DREADD sistemicamente, evitando métodos invasivos

como lesões cerebrais ou implantes de fibras ópticas (Smith et al., 2016; Navabpour

et al., 2020). Em nosso estudo, os receptores hM4Di foram expressos

primordialmente em neurônios excitatórios devido ao direcionamento ao promotor

CaMKIIα (Nathanson et al., 2009; Wang et al., 2013), diferenciando esse método de

outros que afetam toda a atividade neural, incluindo neurônios inibitórios.

Adicionalmente, utilizamos o C21 como agonista DREADD, que surgiu como uma

alternativa às limitações do CNO (clozapina-N-óxido). O CNO apresenta baixa

capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica em ratos e gera efeitos

off-target devido à sua conversão em clozapina, um metabólito ativo (Gomez et al,

2017; Goutaudier et al., 2020). Além disso, a inibição quimiogenética se assemelha

melhor às reduções naturais na atividade neuronal em comparação com abordagens

optogenéticas mais abruptas, aumentando sua adequação para investigar a base

neurobiológica da generalização do medo.

Corroborando com o observado neste trabalho, o acoplamento

nNOS-PSD-95, que aumenta a sinalização de NO, foi mostrado como importante no

CCA para o surgimento da generalização dependente do tempo (Qin et al., 2019).

No presente trabalho, a inibição quimiogenética do CCA ocorreu durante a evocação

recente da memória (um dia após o condicionamento) no mesmo dia da inibição
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farmacológica da PDE5. É importante ressaltar que essa manipulação não afetou a

expressão do medo no contexto condicionado, visto que não foram observadas

diferenças significativas entre os grupos no Teste A comparado com a evocação,

sugerindo que o CCA não é necessário para a evocação e reconsolidação recentes.

Esse achado concorda com estudos anteriores, que enfatizam o papel seletivo do

CCA na evocação e reconsolidação de memórias remotas, mas não recentes

(Frankland et al., 2004; Silva; Burns; Gräff, 2019; da Silva et al., 2020). Isso ocorre

pois o engrama cortical geralmente está em sua forma silenciosa em uma evocação

recente, necessitando da maturação ao longo do tempo para ser recrutado

(Frankland et al., 2004; Kitamura et al., 2017; Tonegawa; Morrissey; Kitamura, 2018;

Makino et al., 2019; Silva; Burns; Gräff, 2019; Wirt; Hyman, 2019). Portanto,

sugerimos que a inibição da PDE5 altera a atividade do CCA em um ponto recente,

talvez antecipando a ativação do engrama do CCA geralmente silencioso, como

ilustrado na Figura 21. Isso levaria a uma maturação precoce do engrama,

prejudicando a precisão da memória de medo ao transformá-la prematuramente em

uma memória mais esquemática, uma vez que seu recrutamento é necessário para

os efeitos da inibição da PDE5 na especificidade da memória e separação de padrão

ao longo do tempo. Devido à participação da via do NO na LTP (Monfort et al., 2002;

Jia et al., 2007; Chen et al., 2024), e ao favorecimento da transcrição de proteínas

relacionadas à plasticidade pela via do GMPc, a inibição da PDE5 pode engajar

mecanismos de plasticidade suficientes para ativar o engrama do CCA quando

geralmente ainda está imaturo. Isso pode ocorrer, por exemplo, pelo precoce

aumento das espinhas dendríticas dos neurônios que compõem o engrama do CCA,

que foi visto como característica do engrama quando amadurecido ao longo do

tempo (Tonegawa; Morrissey; Kitamura, 2018). Notavelmente, o prejuízo na precisão

da memória é evidenciado apenas no ponto remoto, quando o CCA é normalmente

recrutado. No entanto, mais estudos são necessários para aprimorar e testar essa

hipótese.

Além do CCA, o hipocampo ventral (HV) também apresentou uma atividade

aumentada durante a evocação de uma memória generalizada remota (Bian et al.,

2019). Foi visto que antes da evocação remota, a inibição farmacológica (Cullen et

al., 2015) ou quimiogenética (Bian et al., 2019) do CCA ou do HV resultou no

prejuízo específico da expressão da generalização da memória de medo ao

contexto. A expressão generalizada do medo também foi prejudicada em um ponto
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de tempo remoto quando as projeções do CCA para o HV foram inibidas

quimiogeneticamente antes da evocação remota (Bian et al., 2019), demonstrando o

papel essencial das projeções CCA-HV na mediação da generalização do medo

dependente do tempo. As projeções do CCA e do HV para a amígdala basolateral

(BLA) também desempenham um papel essencial na generalização (Ortiz et al.,

2019). Com isso, não podemos descartar o envolvimento das projeções do CCA

para outras regiões nos efeitos aqui observados.

Figura 21. Possível mecanismo de participação do CCA na generalização dependente do tempo
desencadeada pela inibição da PDE5. O engrama do CCA normalmente encontra-se silencioso
durante a evocação recente, mas ativo e necessário para a evocação remota. Sugerimos que os
neurônios do engrama silencioso do CCA sejam recrutados quando a PDE5 é inibida após uma
evocação recente, mudando o engrama para sua forma ativa, maturada precocemente, resultando em
uma memória de medo remota generalizada. FONTE: A autora (2024).

5.4 LIMITAÇÕES

Os efeitos observados foram avaliados exclusivamente em ratos machos,

limitando nossa capacidade em saber se seriam replicáveis para fêmeas. Isso

destaca a necessidade de investigar possíveis diferenças sexuais nos efeitos da

inibição da PDE5 na generalização da memória de medo. Além disso, seria útil

avaliar outros aspectos da memória de medo mal-adaptativa, como a resistência à

extinção, após a inibição da PDE5 durante a evocação recente, a fim de determinar

se essa manipulação também afeta esses aspectos.

Embora a via de sinalização do NO e GMPc tenha sido implicada na

generalização do medo (Gazarini, 2015; Qin et al., 2019; Sun et al., 2021), os
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mecanismos moleculares específicos que conectam a inibição da PDE5 com o

recrutamento do CCA e a generalização do medo não foram investigados. Estudos

futuros podem validar a participação do NO e investigar outros alvos downstream do

GMPc, como a PKG e o fator de transcrição CREB.

Além disso, as projeções do CCA para outras regiões têm um papel

importante na memória de medo generalizada (Cullen et al., 2015; Bian et al., 2019;

Ortiz et al., 2019). Como o protocolo quimiogenético realizado aqui inibiu neurônios

do CCA, mas não projeções específicas, não podemos excluir o envolvimento de

áreas para quais o CCA se projeta, como o HV e a BLA. Adicionalmente, avaliamos

exclusivamente o papel dos neurônios no CCA, mas não investigamos se células

não neuronais também contribuem para o efeito observado, considerando que elas

também podem apresentar a sinalização via NO/GMPc (Murphy et al., 1993).

5.5 CONSIDERAÇÕES FINAIS

A atividade da PDE5 durante a reconsolidação da memória de medo

contextual recente parece ser crítica para manter a memória de medo em níveis

adaptativos. Isso sugere que a PDE5 pode regular a memória de medo e levanta a

possibilidade de que alterações nesta enzima estejam associadas ao

desenvolvimento da memória de medo mal-adaptativa no TEPT, tornando-a um

potencial biomarcador para este transtorno. Além disso, o diagnóstico definitivo de

TEPT é dado ao paciente apenas após 30 dias do evento traumático para garantir

que as respostas observadas sejam duradouras e não meramente reflexo de

estresse agudo. Os resultados do presente estudo destacam a importância desse

período de espera, pois a generalização do medo observada surgiu com o tempo.

Do ponto de vista translacional, permanece em aberto a investigação sobre

uma possível suscetibilidade ao desenvolvimento de memórias mal-adaptativas em

indivíduos que fazem uso clínico de vardenafil. No entanto, é importante ressaltar

que observamos a generalização do medo apenas quando o vardenafil foi

administrado durante a janela de reconsolidação da memória. Nesse sentido, drogas

que atuam prejudicando a sinalização do GMPc podem ser investigadas para tratar

a memória de medo mal-adaptativa.

O protocolo de CMC, utilizando a inibição da PDE5 após a evocação da

memória recente, pode ser empregado para estudar a ação de drogas destinadas a
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alterar memórias de medo mal-adaptativas semelhantes às observadas no TEPT,

permitindo a avaliação de efeitos inclusive em aspectos como a separação de

padrão prejudicada.
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6 CONCLUSÃO

A atividade da PDE5 durante a reconsolidação da memória de medo

contextual recente é crítica para manter a especificidade da memória ao longo do

tempo. Quando a PDE5 é inibida, ocorre a generalização da memória de medo nos

pontos de tempo intermediário e remoto, de maneira dependente da evocação e do

CCA. Com o tempo, a inibição da PDE5 também prejudica o processo de separação

de padrão. Em geral, os resultados deste trabalho oferecem implicações

significativas para a compreensão da neurobiologia da generalização do medo e

para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas mais eficazes para o TEPT.
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APÊNDICE

Apêndice 1. Padronização da posição do objeto no teste de SPO. A) Animais naive foram
submetidos ao protocolo de SPO: na sessão de teste um dos objetos foi deslocado verticalmente com
incrementos progressivos em relação a posição 0: inicial. O deslocamento do objeto selecionado por
randomização seguiu o seguinte padrão crescente: Posição 1: 6 cm (acréscimo de 6 cm em relação à
Posição 0), Posição 2: 12 cm (acréscimo de 6 cm em relação à Posição 1), e Posição 3: 18 cm
(acréscimo de mais 6 cm em relação à Posição 2). B) A ANOVA de uma via mostrou haver diferença
significativa entre os grupos F(2, 27)=11,773, p=0,00021; η2=0,466. Todos os grupos foram diferentes
entre si considerando p ≤ 0,05 (posição 1 vs 2: p = 0,0065; posição 1 vs 3: p = 0,0002; posição 2 vs 3:
p = 0,05256; Newman-Keuls). O grupo posição 3 (deslocamento de 18 cm em relação ao eixo central
da posição inicial) demonstrou uma discriminação significativamente maior na tarefa em relação aos
demais grupos. Desse modo, a posição 3 levou a um resultado controle mais adequado quando se
objetiva avaliar possíveis prejuízos na separação de padrão, os quais resultariam na diminuição da
discriminação. FONTE: A autora (2024).
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Apêndice 2. Tempo de exploração total dos objetos durante o SPO. A): no SPO remoto, apesar da
diminuição observada no índice de discriminação no grupo VAR 1 (Figura 17D), o teste t de Student
mostrou não haver diferenças entre os grupos na exploração total dos objetos (t16=0,017; p=0,987;
d=0,001). B): no SPO remoto no experimento com inibição quimiogenética do CCA, apesar da
diminuição observada no índice de discriminação no grupo controle-EGFP + VAR 1 (Figura 20F), para
o tempo de exploração total dos objetos a ANOVA de duas vias mostrou diferença significativa para
os fatores interação (F(1,23)=0,302; p=0,588; η2=0,013), o tratamento (F(1,23)=0,012; p=0,914;
η2=0,0005), e o constructo viral (F(1,23)=1,301; p=0,266; η2=0,053). FONTE: A autora (2024).


