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“..Enquanto o tempo leva a vida embora como vento,
a memoria traz de volta o que realmente importa...”

O que a memoria ama, fica eterno - Adélia Prado



RESUMO

A generalizagdo da memoria de medo € caracterizada pelo prejuizo da capacidade
de discriminar estimulos de perigo e de seguranga, uma caracteristica marcante de
transtornos psiquiatricos, como o transtorno do estresse pos-traumatico. A
discriminagdo de contextos é facilitada pelo processo de separacdo de padrao, que
minimiza a sobreposi¢cao entre os tracos de memodria que representam experiéncias
semelhantes. A superconsolidagdo da memdria de medo e o prejuizo na separagao
de padrdao sao fatores associados a generalizagdo do medo. Além disso, com o
tempo, as memodrias tendem a se tornar mais generalizadas, um processo
dependente do cortex cingulado anterior (CCA). Interferéncias nos processos de
consolidagao e reconsolidagdo da memodria também influenciam a generalizagao do
medo. Entretanto, a reconsolidagao, processo induzido pela evocagao da memodria,
ainda € pouco investigada neste sentido. Molecularmente, a via de sinalizagdo do
oxido nitrico e do GMPc tem sido implicada na generalizagdo, pois seu aumento
favorece respostas generalizadas de medo. A atividade da fosfodiesterase 5 (PDES)
regula a via do GMPc, mas ainda nao esta claro se a atividade da PDE5 durante a
reconsolidagcdo afeta a generalizagdo da memodria de medo. Esse trabalho teve
como objetivo investigar se a inibicdo da PDES durante a reconsolidagéo recente
afeta a generalizagdo da memoéria de medo ao longo do tempo. Para isso, ratos
Wistar machos adultos foram submetidos ao condicionamento de medo ao contexto
e receberam veiculo ou vardenafil (VAR; inibidor seletivo de PDES5) 0,3 ou 1 mg/kg
i.p. 5 minutos apdés a evocacdo da memodria 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, intermediario ou remoto,
1, 12 ou 21 dias apoOs a evocagao, respectivamente. Trés dias apos o Teste B foi
realizado o teste de separacdo de padrao de objetos (SPO). A inibicdo da PDE5S
durante a reconsolidagao n&o alterou a expressao da memoria de medo no Teste A,
mas induziu a generalizagao nos pontos de tempo intermediario 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 prejuizo no SPO no grupo VAR 1 quando avaliado no ponto de tempo remoto,
sugerindo um prejuizo na separagao de padrao. Esses efeitos n&o foram observados
quando a evocacao foi omitida ou a administracao foi feita fora da janela de
reconsolidagdo (6 horas apds a evocagao). A inibicdo quimiogenética do CCA
durante a reconsolidagao recente preveniu os efeitos da inibicdo da PDES5 no ponto
de tempo remoto, sugerindo que a atividade do CCA é necessaria para que a
inibicdo da PDES5 durante a reconsolidagao recente desencadeie a generalizagao da
memoria de medo ao longo do tempo. Em conjunto, esses resultados sugerem que a
inibicdo da PDES durante a reconsolidacdo da memdria recente recruta a atividade
do CCA, levando a generalizacdo da memoria de medo e ao prejuizo da separagao
de padrao ao longo do tempo.

Palavras-chave: inibidores de fosfodiesterase; via nitrérgica; separacéo de padrao;

coértex 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 PDES5 activity during reconsolidation
is involved in fear memory generalization. This study aimed to investigate whether
the inhibition of PDES 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. PDES5 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 PDES inhibition at the remote time point, suggesting that ACC activity is
necessary for PDES 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 INTRODUGAO

1.1 AMEMORIA: CONCEITOS, TIPOS E PROCESSOS

A memoria é a capacidade de conservar informacdes aprendidas para serem
evocadas e utilizadas posteriormente (Kandel et al., 2014; Bear; Connors; Paradiso,
2017). Esse conjunto de informacdes aprendidas e armazenadas, ou seja, 0 acervo
de memodrias, torna cada individuo unico e determina sua personalidade (Izquierdo,
2018). Entretanto, a memoéria ndo é um fendbmeno unico. Existem diferentes tipos de
memoria, que podem ser classificadas quanto a sua natureza ou a sua duragao, em
declarativas ou nao declarativas e de curta e longa duragdo, respectivamente
(Squire, 1986).

1.1.1 Os tipos de memoria

Memédrias declarativas séo aquelas evocadas conscientemente (de maneira
explicita) e que armazenam fatos e eventos autobiograficos (memdria episddica) e
conceitos (memdria semantica), como representado na Figura 1. A memoria
declarativa episddica pode ser avaliada em roedores por meio dos testes de
reconhecimento e localizagao de objetos, baseando-se em seu comportamento
inato de explorar mais objetos novos, objetos que mudaram de lugar ou que foram
conhecidos ha mais tempo (Ennaceur; Delacour, 1988; Dix; Aggleton, 1999; Lent,
2023).

Por outro lado, memérias nao declarativas sdo, em geral, evocadas
implicitamente, sem a necessidade de percepgcdo consciente (Bear; Connors;
Paradiso, 2017; lzquierdo, 2018; Lent, 2023). Estdo inclusas memorias nao
associativas, como habituacado e sensibilizagdo, e memorias do tipo procedural, de
maior importancia para o presente trabalho. A meméria procedural abrange
habilidades motoras, habitos e comportamentos (Bear; Connors; Paradiso, 2017). A
formacdo de memorias procedurais pode ocorrer através do aprendizado
associativo, que envolve a formagao de associagdes entre eventos (Bear; Connors;
Paradiso, 2017; Izquierdo, 2018). Este processo €& exemplificado pelo
condicionamento classico, descoberto por Pavlov (1927), e pelo condicionamento

operante, desenvolvido inicialmente por Skinner (1938), como ilustrado na Figura 1.
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MEMORIA MEMORIA NAO
DECLARATIVA DECLARATIVA

Memoria Memoria [ Memérias nio associativas]

eplsodlca semantica [Meméria proced“ral ] - N — N
. Habituacao e sensibilizagao

Conceitos
Aprendizado motor ] &Ilemérias associati\é]
Habilidades
Ex: Reconhecimento | |
de objetos . 45
] Condicionamento Condicionamento
classico operante
Tl
LR
Ex: Condicionamento de Ex: Esquiva inibitéria

medo ao contexto

Figura 1. A memdria classificada em declarativa e ndo declarativa, com seus subtipos. Os exemplos
abordados retratam protocolos para roedores que podem avaliar o subtipo de memoéria em questao.
FONTE: A autora (2024).

O condicionamento classico (ou pavloviano) envolve a associagao entre
dois estimulos: um neutro e outro biologicamente relevante (Pavlov, 1927). O
estimulo biologicamente relevante é chamado de estimulo incondicionado (El) 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 sesséo de aprendizado, o estimulo neutro € apresentado junto
com o El, fazendo com que o estimulo neutro passe a provocar uma resposta
semelhante a do El. Esta nova resposta é chamada de resposta condicionada (RC).
O estimulo neutro, apds ser associado ao El, passa a ser denominado estimulo
condicionado (EC). Em animais, um exemplo de protocolo de condicionamento
classico é o condicionamento de medo ao contexto (CMC), que utiliza um El
aversivo para estudar a memoéria associativa de medo. No CMC, um choque (EIl) que
provoca a Rl de congelamento é associado ao contexto (estimulo 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).

‘A (B N

Resposta
= incondicionada de
medo

’.r:v'\ \.'l

T A AREAREs

Estimulo neutro Estimulo

\ (contexto) / kincondicionado (choque) /
‘e )
C

)

Resposta
" = condicionada de
|- .\m.x\.x / s ol medo
0¥ LA M
¢4¢'pdhl%g‘l|l‘\\\\\\ ﬂ‘!,d'd‘ﬁrrihiit'l '''''''''
Associacao Estimulo condicionado

\ contexto - choque (contexto) /

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

O condicionamento operante (ou instrumental) envolve o aprendizado de
que um comportamento especifico resulta em uma consequéncia (Skinner, 1938).
Mais precisamente, o individuo aprende a usar uma resposta condicionada como
instrumento para alcangar uma recompensa ou para evitar um estimulo aversivo. A
esquiva inibitéria e a esquiva ativa sao exemplos de protocolos de
condicionamento operante que envolvem estimulos incondicionados aversivos
(Izquierdo, 2018). Na esquiva inibitéria, o animal aprende a inibir um comportamento
para evitar um choque como, por exemplo, ndo passar para o lado da caixa
associado ao choque. Ja na esquiva ativa, o animal aprende a executar um
comportamento para evitar o estimulo aversivo, como subir em uma plataforma
(Lent, 2023).

As memorias também podem ser classificadas quanto a sua duracéo,

conforme esquematizado na Figura 3. A maior parte das informagbes que
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experimentamos diariamente € mantida apenas temporariamente, como memarias
de curta duragao, que se formam logo apds a aquisicdo e tém uma duracao de até
6 horas (lzquierdo et al., 1999). No caso de informagdes com maior relevancia, esse
periodo de duragdo coincide com o tempo necessario para que, paralelamente,
sejam consolidadas as memérias de longa duragao, que serdo mantidas por dias,
meses ou anos (lzquierdo et al., 1999; Mcgaugh, 2000; lzquierdo, 2018). As
memorias de longa duracdo que perduram por um curto periodo sdo chamadas de
memorias recentes, enquanto as que perduram por periodos extensos sao
chamadas de memérias remotas. E importante ressaltar que as memérias de curta
e de longa duragado requerem as mesmas estruturas, mas envolvem mecanismos
préprios e distintos (Izquierdo et al., 1998, 1999; Mcgaugh, 2000).

Além disso, um outro tipo de memoaria, completamente distinta, € a memoéria
de trabalho (ou memoaria operacional). Esse tipo de memdria é utilizado para manter
a informagao que esta sendo processada no momento apenas por poucos segundos
e, sendo assim, nao deixa tragos e ndo exige uma base de sustentagao bioquimica
(Baddeley, 1992; Goldman-Rakic, 1995; Cowan, 2008). Em um dialogo, por exemplo,
a memoria de trabalho € necessaria para armazenarmos temporariamente as

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

Meméria
de curta duragao

C— —  Tr—

0 segundos 6h dias - meses

Figura 3. A memdria classificada quanto a sua duragdo. As cores indicam o tempo de duragéo de
cada tipo de memodria, com verde representando a menor duracdo e vermelho a maior duragdo. A
seta inferior especifica o tempo de duragdo. A memoria de longa duragdo se forma 6 horas apds a
aquisi¢édo, tempo necessario para o processo de consolidagdo. FONTE: A autora (2024).
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A partir da descoberta de que o tragco da memoaria de longa duragéo € labil e
suscetivel a interferéncias nas primeiras horas apds a aquisicdo, comegaram a ser
desvendados 0s mecanismos necessarios para sua estabilizagdo através do
processo de consolidacido da memoria, postulado inicialmente por Muller e Pilzecker,
em 1900 (Bear; Connors; Paradiso, 2017).

1.1.2 A consolidagdo da memoria

Santiago Ramédn y Cajal, no inicio do século XX, sugeriu que a consolidagao
da memoéria se baseia no fortalecimento das conexdes sinapticas entre os
neurénios ativados para codificar uma determinada informacgao, formando o trago de
memoéria (Ramon y Cajal, 1911). Posteriormente, Donald Hebb aprimorou essa ideia
ao afirmar que a sinapse entre dois neurbnios € fortalecida quando o neurénio
pré-sinaptico e o neurdnio pds-sinaptico se ativam simultaneamente, formulando a
"regra de Hebb" (Hebb, 1949). Terje Lemo observou experimentalmente que
sinapses glutamatérgicas da via perforante do hipocampo de coelhos exibiam
potenciacao de longa duragado (LTP, do inglés long term potentiation), um
processo eletrofisioldgico que validou a regra de Hebb na pratica (Lemo, 1966; Bliss,
Lemo, 1973). Posteriormente, foi descrita a depressao de longa duragao (LTD, do
inglés long term depression), em que a estimulagao de baixa frequéncia pode induzir
uma diminuigdo duradoura na forga sinaptica (Abraham; Goddard, 1983). ALTP e a
LTD sao mecanismos de plasticidade sinaptica que se mostraram importantes para
0s processos de memoria. Mais especificamente, foi demonstrado que interferir na
LTP afeta a aquisicdo, a consolidagdo e a evocagao de memodrias em modelos
animais (Morris et al.,1986; Izquierdo; Medina, 1997; Izquierdo et al., 1999).

A ativacao simultanea do neurdnio pré-sinaptico e do neurénio pds-sinaptico &
detectada pelo receptor glutamatérgico NMDA (N-metil-D-aspartato; detector de
coincidéncias; Bliss; Collingridge, 1993). Isso ocorre porque a ativagao do receptor
NMDA depende ndo apenas da liberagdo de glutamato pelo neurénio pré-sinaptico
(mediada pela despolarizagado deste neurbnio), mas também da remogao dos ions
Mg?* que bloqueiam o canal do receptor, que ocorre mediante a despolarizagéo da
membrana pods-sinaptica (Lent, 2023). A membrana pds-sinaptica pode ser
despolarizada pela ativagdo do receptor glutamatérgico AMPA (acido

alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazol propiénico), que leva ao influxo de Na*
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(Izquierdo, 2018). Ou seja, quando a despolarizagdo do neurbnio pré-sinaptico
ocorre por um periodo suficiente para despolarizar a membrana pds-sinaptica
enquanto ainda esta ocorrendo a liberagdo de glutamato, os ions Mg* sé&o
removidos ao mesmo tempo que o glutamato se liga aos receptores NMDA que,
abertos, permitem a entrada de ions Ca*. Em algumas regides cerebrais, receptores
glutamatérgicos metabotropicos também contribuem para o aumento de Ca*
intracelular (Izquierdo, 2018). Um aumento consideravel nos niveis de Ca?'
intracelular € o sinal para indugao da LTP (Bliss; Collingridge, 1993).

Esse aumento nos niveis de Ca®* estimula direta ou indiretamente proteinas
quinases, como as calcio/calmodulina-dependentes (CaMKII, [l e V),
calcio-dependentes (PKC, do inglés, Protein Kinase C), dependentes do GMPc
(PKG, do inglés, Protein Kinase G), dependentes do AMPc (PKA, do inglés, Protein
Kinase A) e as ativaveis extracelularmente (ERK, do inglés, Extracellular
signal-Regulated Kinase; Malenka; Bear, 2004). De maneira geral, as proteinas
quinases promovem o0 aumento da liberagao pré-sinaptica de glutamato, o aumento
da ancoragem de receptores AMPA na membrana pdés-sinaptica, a ativagcao de
fatores de transcricdo como o CREB (do inglés cAMP responsive-element binding
protein) e a sintese de proteinas relacionadas a plasticidade que podem, por
exemplo, promover o aumento dos contatos sinapticos (Bernabeu et al., 1997;
Finkbeiner et al., 1997; Mcgaugh, 2000; Malinow; Malenka, 2002; Malenka; Bear,
2004). Desse modo, quando o neurdnio pré-sinaptico for novamente ativado, apos a
LTP, a despolarizagao que ele produzira no neurbnio pds-sinaptico sera maior do
que a gerada antes (Lent, 2023).

Por outro lado, uma estimulagdo de baixa frequéncia resulta em pequenos
aumentos nos niveis de Ca?' intracelular pelos receptores NMDA e caracteriza o
sinal para indugdo da LTD (Malenka; Bear, 2004). O pequeno aumento de Ca*
leva ao recrutamento de fosfatases que sinalizam para a internalizagdo de
receptores AMPA da membrana pos-sinaptica (Malinow; Malenka, 2002).

Os mecanismos que levam a consolidagdo da memoria facilitam a ativagao
simultanea dos grupos de neurénios recrutados durante a aquisi¢do, como ilustrado
na Figura 4. Esse conjunto de neurdnios que representa a memoria € denominado
engrama (Lent, 2023). A evocagao da memoria, em nivel neuronal, ocorre por meio
da reativagdo do engrama, que armazena a informagdo original. No entanto, a

reativacdo pode resultar na desestabilizagdao (ou labilizagdo) da memoria,
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trazendo-a novamente a um estado suscetivel a interferéncias (lzquierdo, 2018).
Para garantir a sua estabilidade, sdo recrutados novos mecanismos moleculares,
através do processo denominado reconsolidacdo da memodria (Nader; Schafe;
LeDoux, 2000; Ressler; Mayberg, 2007; Kida, 2019).

AQUISICAQ =} CONSOLIDACAQ m=mmmmp EVOCAGAO CURTA mmmmp RECONSOLIDAGAO
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Traco de memoria Traco de memoria Reativacao e Trago de memoria
instavel estavel desestabilizagao reestabilizado

Figura 4. Os processos de memdria ilustrados a nivel de engrama. Abaixo de cada etapa, o conjunto
de circulos conectados representa de maneira esquematica o traco de memoéria, ou engrama,
naquele momento. FONTE: A autora (2024).

1.1.3 A reconsolidagdo da memoaria

A reconsolidagdao da meméria foi proposta em 1997 por Przybyslawski e
Sara. Neste trabalho, os autores mostraram que, em ratos, uma memoria espacial ja
consolidada poderia sofrer modificagdes apdés a evocagao (Przybyslawski; Sara,
1997). Desde entdo, a reconsolidacdo foi relatada em diferentes tipos de memoarias
(declarativa e n&do declarativa; aversiva e apetitiva) e em diversos organismos, desde
invertebrados até humanos (Alberini; LeDoux, 2013).

Bem como a consolidagdo, a reconsolidagdo também requer expresséo
génica e depende de mecanismos que ocorrem numa janela de 6 horas de duragao
(Izquierdo; Furini; Myskiw, 2016; Kida, 2019). Entretanto, € importante ressaltar que
a reconsolidacao n&o consiste no mero restabelecimento da consolidagdo, mas sim
em um novo e distinto processo que permite uma atualizagao do aprendizado inicial
(Nader; Schafe; LeDoux, 2000; Alberini; LeDoux, 2013; lzquierdo; Furini; Myskiw,
2016). Por exemplo, ha o recrutamento de proteinas quinases como PKA e PKC, do
fator de transcricdo CREB, e a transcrigdo de proteinas relacionadas a plasticidade,
como o BDNF (do inglés, brain-derived neurotrofic factor) (Kida et al., 2002;

Izquierdo, 2018; Gonzalez; Radiske; Cammarota, 2019). Além disso, as regides
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cerebrais recrutadas para a reconsolidagdo variam entre memodrias recentes e
remotas (Makino et al., 2019; da Silva et al., 2020).

A reconsolidagdo apresenta um conjunto de limitagdes, conhecidas como
boundary conditions, que determinam a ocorréncia ou ndo desse processo em
determinadas situacdes (Lee, 2009; Nader; Hardt, 2009; Dudai, 2012). Entre essas
limitagdes estdo a forga, a idade da memdria e o fator novidade. De maneira geral,
memorias mais intensas e mais antigas tendem a ser mais resistentes a
reconsolidacdo (Nader; Hardt, 2009; Alberini; LeDoux, 2013). Além disso, a
presenca de uma novidade durante a evocagdo € necessaria para que a
reconsolidacdo aconteca, pois sem um elemento novo, ndo haveria necessidade de
induzir um processo visando sua atualizagao (Lee, 2009; Nader; Hardt, 2009).

A memoria pode ser tanto aprimorada quanto prejudicada durante a
reconsolidacado (Lee, 2009; Dudai, 2012). Com isso, ao retornar a memoria a um
estado labil, surge a possibilidade de interferéncia em uma memoria consolidada,
trazendo implicagcbes comportamentais e clinicas relevantes. Isto significa que esse
processo oferece a oportunidade de utilizar estratégias que busquem intervir em
uma memoria, por exemplo, de modo a torna-la mais adaptativa (Diergaarde;
Schoffelmeer; De Vries, 2008; Raymundi et al., 2023). Por isso, a reconsolidagao
tem sido considerada um processo promissor para a investigacdo de tratamentos
capazes de atenuar de forma eficiente as memodrias aversivas (Stern et al., 2012,
Alberini; LeDoux, 2013; Bear; Connors; Paradiso, 2018). Contudo, pouco se sabe
sobre o papel dos mecanismos da reconsolidagdo em contribuir para a manutencao
de memorias aversivas mal-adaptativas, como ocorre em alguns transtornos
psiquiatricos.

Entretanto, se tratando de memdérias procedurais formadas mediante
aprendizado associativo, a depender do tempo de evocag¢ao, pode ser
desencadeado um processo completamente diferente da reconsolidagao (Ressler;
Mayberg, 2007; lzquierdo; Furini; Myskiw, 2016; Kida, 2019). Para esse tipo de
memoria, a evocagao € desencadeada pela exposicdo ao EC na auséncia do El.
Desse modo, quando ocorre uma evocagao curta, ou seja, a exposigao ao EC por
um curto periodo de tempo, de fato ocorre a reconsolidagdo, como discutido até
aqui. Por outro lado, a exposicado prolongada ou repetida ao EC induz a um novo
aprendizado: o processo de extingdo da memoria associativa, como ilustrado na
Figura 5 (Pavlov, 1927; Kandel et al., 2014; Izquierdo; Furini; Myskiw, 2016).
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Figura 5. O processo de reconsolidagdo e extingdo da memoria aversiva. Apos consolidada, a
memoéria pode passar por diferentes processos desencadeados pela evocagdo. A evocagado por um
curto periodo de tempo induz a reativagdo e desestabilizacdo da memdria. Ou seja, o traco de
memoria estavel torna-se labil novamente e, assim, seu conteudo € modificavel até que termine o
processo de reconsolidagao. Por outro lado, um periodo longo ou repetido de evocagdo da memoria
desencadeia o processo de extingéo, levando a formag¢ao de um novo trago de memoria que compete
e inibe a memodria aversiva original, reduzindo as respostas de medo. FONTE: Traduzido de
Raymundi et al., 2020.

1.1.4 A extingdo da memoria

O processo de extingdo da memoéria € desencadeado pela evocagao
repetida ou prolongada, e leva a formacao da memaria de extingdo, um novo trago
de memoria. A memoria de extingdo compete e inibe a memoria original e, desse
modo, reduz a resposta condicionada (Pavlov, 1927; Ressler; Mayberg, 2007;
Izquierdo; Furini; Myskiw, 2016). A memodria de extingdo € consolidada através de
mecanismos de plasticidade envolvendo a participagdo dos receptores NMDA,
expressao génica e a transcrigdo mediada por CREB, bem como a consolidagéo de
outras formas de aprendizado (Mamiya et al., 2009; Izquierdo; Furini; Myskiw, 2016).

No CMC, por exemplo, uma exposi¢cao ao contexto (na auséncia do choque)
por 20 minutos €, de maneira geral, suficiente para desencadear a extingao. Nesse
caso, ocorre o aprendizado da ndo associagado do contexto ao choque, ou seja, de
que a exposicdo ao contexto ndo precede mais a apresentacdo do choque nas
patas. Como resultado ocorre uma redugao do medo, mas sem que haja o
esquecimento ou a eliminacdo do trago associativo original (Kandel et al., 2014).
Comportamentalmente, a extingdo no CMC resulta na reducdo do comportamento
de congelamento nos animais. Nesse sentido, a hipétese da extingdo ser um novo
aprendizado que nao apaga a memoaria de medo original € corroborada por estudos
que demonstram a recuperagao das respostas de medo apds a extingao. Seja, por

exemplo, pela simples passagem do tempo (recuperagao espontanea) ou pela
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eventual reexposicdo ao estimulo incondicionado (reinstalagao) (Pavlov, 1927;
Myers; Davis, 2007).

1.2 A MEMORIA DE MEDO

O medo é uma resposta adaptativa evolutivamente importante, que contribui
para a sobrevivéncia ao preparar o organismo para lidar com estimulos
ameacadores (Blanchard et al., 2008; LeDoux, 2012). O reconhecimento de
estimulos ameacadores pode ocorrer de maneira inata ou adquirida. O medo inato
nao requer aprendizagem prévia e é um reflexo imediato a estimulos que tém
apresentado perigo potencial de maneira consistente ao longo da evolugdo para
aquele grupo (LeDoux, 2012). Por exemplo, muitos mamiferos, incluindo humanos,
tém uma reacao inata ao som de uma serpente. Por outro lado, o medo adquirido é
aprendido através de experiéncias, envolvendo a formacdo de memdrias de medo
associativas que permitem wuma adaptacdo ao ambiente, através do
condicionamento classico, tanto em animais quanto em humanos (LeDoux, 2012).
Isso faz com que estimulos biologicamente insignificantes passem a ser
reconhecidos como ameaga por terem ocorrido em conjunto com ameagas inatas,
como mencionado anteriormente. Neste cenario, o CMC é um modelo experimental
capaz de induzir a formacdo de uma memoria de medo associada a um contexto,
sendo utilizado para melhorar a compreensao acerca da neurobiologia da memoria
de medo (Rudy; Huff; Matus-Amat, 2004; Maren; Phan; Liberzon, 2013).

1.2.1 Regides cerebrais envolvidas no processamento da memaoria de medo

O hipocampo e a amigdala, localizados no lobo temporal medial, bem como
0os cortices pré-limbico, infra-limbico e cingulado anterior, localizados no cortex
pré-frontal medial (CPFm), atuam de maneira integrada na formacdo e
processamento de memorias de medo contextuais (Kim; Jung, 2006; Maren; Phan;
Liberzon, 2013).

O hipocampo € essencial para a aquisicao e consolidagdo das memorias
contextuais (Fanselow, 2000). Sua organizacdao complexa compde um circuito
tri-sinaptico entre o giro denteado (GD) e as sub-regides CA3 e CA1 (Kandel et al.,

2014). O cortex entorrinal, outra regido do lobo temporal medial, € considerado a
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principal via de entrada de informagdes para o hipocampo, transmitindo-as para as
células granulares do GD, através da via perforante. O GD do hipocampo ¢é a
principal sub-regido responsavel por minimizar a sobreposicdo entre padrdes de
atividade neuronal de informagdes similares, ou seja, pela separagao de padrao
(Kesner, 2013). O circuito tri-sinaptico se segue com o GD comunicando-se com a
CA3, através das fibras musgosas. A sub-regido CA3 realiza o processo de
complementagao de padrao, responsavel por completar fragmentos de meméria. Por
fim, a CA3 transmite informacdes através das colaterais de Schaffer para a CA1,
onde sado processados 0s componentes espacgo-temporais da memoria (O’Keefe;
Nadel, 1978; Neves; Cooke; Bliss, 2008). A CA1 é considerada a sub-regido de
saida das informagdes do hipocampo, pois apresenta projecdes para diversas areas,
incluindo o retorno para o cortex entorrinal e ao subiculo, bem como projecdes para
areas do CPFm, do talamo e da amigdala (Neves; Cooke; Bliss, 2008; Kandel et al.,
2014).

Além das sub-regides, 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) estd mais relacionado com as memdrias contextuais,
enquanto o hipocampo ventral (HV; correspondente ao anterior), é responsavel
principalmente pelo processamento emocional (Fanselow; Dong, 2010; Strange et
al., 2014). O HD é essencial ndo so para a formagéo, mas também para a evocagao
e reconsolidacdo das memodrias de medo recentes, enquanto a evocagao de
memorias remotas € mais dependente de regides do CPFm (Kitamura et al., 2017;
Tonegawa; Morrissey; Kitamura, 2018; Terranova et al., 2023).

Os nucleos da amigdala, em especial a amigdala basolateral (BLA), sao
recrutados tanto para a formacao quanto para a manutencao da memoria de medo
recente e remota (LeDoux, 2000; Dejean et al., 2015; Kitamura et al., 2017;
Terranova et al., 2023). No CMC, durante a aquisicdo, o HD processa a informacéao
contextual, enquanto a amigdala & responsavel pelo processamento do estimulo
aversivo e integracao desse estimulo ao contexto (Fastenrath et al., 2014; Kitamura
et al., 2017). O nucleo central da amigdala (CeA) participa da expressao do medo,
devido as suas projeg¢des para regides como a substancia cinzenta periaquedutal,
que apresenta um papel crucial na modulacdo de comportamentos defensivos, como

o congelamento (Ledoux et al., 1988; Duvarci; Pare, 2014).
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O CPFm apresenta um papel importante na regulagcdo da expressdo do medo
devido as suas conexdes com a amigdala. Proje¢cdes do cortex pré-limbico para a
BLA levam a ativagao do CeA, favorecendo a expressdo do medo (Sierra-Mercado;
Padilla-Coreano; Quirk, 2011). Nesse sentido, o cértex pré-limbico tem sido relatado
como uma regiao essencial para o processo de reconsolidagdo da memoria de medo
(Stern et al., 2013; Bayer et al., 2022). Por outro lado, o coértex infra-limbico ativa as
células intercalares da amigdala, responsaveis por inibir o CeA, consequentemente
inibindo a expressdo do medo, sendo importante para o processo de extingao
(Sierra-Mercado; Padilla-Coreano; Quirk, 2011; Orsini; Maren, 2012; Luchkina;
Bolshakov, 2019). Além disso, o cértex cingulado anterior (CCA) apresenta um
papel essencial na alocagao e na reconsolidagcdo de memorias 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 formagao e manutengao da
memoria de medo contextual é essencial para manter a memoria em niveis
adaptativos. Em alguns casos, ocorre um desbalango no processamento das
informacdes, levando a formacdo de uma meméria de medo mal-adaptativa,
podendo desencadear transtornos psiquiatricos, como o Transtorno de Estresse
Pos-Traumatico (TEPT; Brewin, 2014).

1.3 O TRANSTORNO DE ESTRESSE POS-TRAUMATICO

O TEPT é classificado como um Transtorno Relacionado a Trauma e
Estressores na 5% edicdo revisada do Manual Diagnéstico e Estatistico de
Transtornos Mentais (DSM-5-TR; American Psychiatric Association, 2023). O TEPT
pode ser desencadeado pela exposicao direta ou indireta a um evento traumatico
que envolva ameacga de morte, lesdao grave ou violéncia sexual. A exposi¢ao direta
ocorre quando o trauma é vivenciado pessoalmente pelo individuo. Por outro lado, a
exposi¢cao indireta inclui testemunhar o trauma sofrido por outras pessoas, ter
conhecimento do ocorrido com familiares ou amigos proximos, ou ainda ter
exposicao repetida ou intensa a detalhes aversivos do evento traumatico (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 traumatico grave (Kessler et al., 1995). No
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entanto, nem todos os individuos expostos a um evento traumatico desenvolvem o
TEPT. Em geral, a prevaléncia anual de TEPT nos Estados Unidos € de cerca de
3,5%, superior aos indices observados na Europa e na maioria dos paises da Asia,
América Latina e Africa, onde a prevaléncia varia de 0,5% a 1,0% (American
Psychiatric Association, 2023). Contudo, a prevaléncia de TEPT em vitimas de
crimes violentos varia de 19% a 75% e, em casos de violéncia sexual, pode chegar a
80% (Javidi; Yadollahie, 2012). Recentemente, ap6s a pandemia de COVID-19, foi
relatado um aumento significativo nos casos de TEPT entre pacientes internados,
profissionais de saude e na populagao em geral (Yunitri et al., 2022).

Acredita-se que os pacientes com TEPT apresentem uma suscetibilidade
biolégica e ambiental que contribui para uma superconsolidagcao da memoria
traumatica. Esse processo resulta na formagdo de uma meméria de medo
mal-adaptativa, marcada pela resisténcia a extingdo e pela generalizacdo do medo
(Gazarini; Stern; Bertoglio, 2023).

A reativacdo da memoria traumatica mal-adaptativa no TEPT resulta na
expressado de respostas de medo exageradas, contribuindo para a sintomatologia
desse transtorno. Nesse sentido, os sintomas em pacientes com TEPT incluem
sofrimento psicologico intenso ou prolongado, reacgdes fisioldgicas acentuadas
diante de pistas que remetem ao trauma e evitagdo persistente de estimulos
relacionados ao evento traumatico. Além disso, também sé&o relatados pesadelos,
reagdes dissociativas em que o trauma parece estar ocorrendo novamente (como
flashbacks), lembrancgas intrusivas angustiantes, recorrentes e involuntarias, e
alteracdes negativas na cognigao e no humor.

Individuos com TEPT apresentam sintomas relacionados a expressao da
memoria traumatica mesmo diante de pistas e contextos ndo associados
diretamente ao trauma, devido a generalizagdo da meméria, um processo
particularmente relevante para o transtorno. Isso ocorre porque a generalizagao
compromete a capacidade de discriminar entre sinais de perigo e segurancga, devido
a falta de especificidade da memoaria (Risbrough; Glenn; Baker, 2015). Além disso, a
generalizagdo estd marcadamente associada a resisténcia ao tratamento do TEPT
(Gazarini; Stern; Bertoglio, 2023). Apesar de sua importancia, a neurobiologia por
tras do desenvolvimento da generalizagcdo ainda nao é completamente

compreendida.
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Além dos sintomas classicos, cerca de 84% dos individuos diagnosticados
com TEPT apresentam comorbidades, como abuso de substancias, transtornos de
ansiedade, depressdo e mania (Javidi; Yadollahie, 2012). Os pacientes com TEPT
também apresentam um prejuizo cognitivo geral, que interfere no aprendizado de
outros tipos de memoria, como a memoria episddica, por exemplo (Schuitevoerder et
al., 2013; Scott et al., 2015). A complexidade do quadro clinico do TEPT traz
consequéncias significativas para a qualidade de vida dos pacientes, afetando suas
relagdes sociais e familiares (American Psychiatric Association, 2023). De fato, o
TEPT esta associado a um maior numero de auséncias no trabalho, menor renda e
menor sucesso académico e profissional (Javidi; Yadollahie, 2012).

A memoria mal-adaptativa e a sintomatologia do TEPT estdo associadas a
alterag6es na circuitaria cerebral responsavel pelo processamento da memoria
aversiva. Em pacientes com TEPT, observa-se uma falha na ativagdo do CPFm e do
hipocampo, enquanto ha uma hiperativagdo das regides da amigdala e do CCA
(Rauch et al., 2000; Milad et al., 2009; Garfinkel et al., 2014; van Rooij et al., 2014).
Essas alteragdes no equilibrio de ativagdo e inibicdo entre regides cerebrais
contribuem para respostas emocionais intensas e inadequadas, caracteristicas do
TEPT (Rauch; Shin; Phelps, 2006). A hipofungdo do CPFm e do hipocampo
prejudica a modulagdo das respostas de medo e a capacidade de contextualizar
memoérias traumaticas, enquanto a hiperatividade da amigdala e do CCA intensifica
a resposta ao medo e a torna mais generalizada (Shin; Rauch; Pitman, 2006; van
Rooij et al., 2014).

Devido a sintomatologia variavel e complexa, encontrar intervengdes
terapéuticas eficazes para o TEPT tem sido um desafio significativo. As
psicoterapias sao consideradas a primeira linha de tratamento (Yabuki; Fukunaga,
2019). A terapia de exposigédo prolongada € uma das abordagens cognitivas mais
benéficas para o TEPT. Nessa intervengao, o terapeuta provoca a evocagao vivida
das memorias relacionadas ao evento traumatico em um ambiente seguro, com o
objetivo de induzir o processo de extingdo da memoria e reduzir as respostas de
medo. No entanto, a terapia de exposigdo prolongada apresenta altas taxas de
abandono, recuperagao espontanea e recaida a longo prazo (Singewald et al., 2015;
Izquierdo; Furini; Myskiw, 2016; Kida, 2019). Essas limitacbes podem ser atribuidas

a resisténcia ao processo de extingdo da memdria de medo, resultante da memoria
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mal-adaptativa associada ao TEPT (Ressler; Mayberg, 2007; Yabuki; Fukunaga,
2019).

A farmacoterapia disponivel para o TEPT, como os inibidores seletivos da
recaptagcao de serotonina (ISRS), foca na atenuagéo dos sintomas induzidos pelo
transtorno, sem abordar a causa subjacente, que € a memoria 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%
alcangam remissao completa. A ineficacia dos tratamentos e a persisténcia dos
sintomas estdo associadas a um aumento do risco de suicidio nesses pacientes
(Berger et al., 2009; Loeffler et al., 2018).

Até o momento, o conhecimento sobre a neurobiologia do TEPT é limitado e
nao existem tratamentos especificos ou biomarcadores para auxiliar no diagnéstico
da doenca. Essas evidéncias ressaltam a importadncia de compreender os
mecanismos associados a memodria de medo mal-adaptativa, como o processo de
generalizagdo da memoria, para o desenvolvimento futuro de tratamentos mais

eficazes para pacientes com TEPT.

1.4 A GENERALIZACAO DA MEMORIA DE MEDO

A generalizagdo da memdria é caracterizada pelo prejuizo na capacidade de
discriminar estimulos de perigo e de seguranga, 0 que resulta na expressao de
respostas de medo frente a estimulos neutros, ndo relacionados a situagdes de
perigo (Risbrough; Glenn; Baker, 2015). Em protocolos de condicionamento, a
generalizagcdo € observada pela expressdo da resposta condicionada mediante a
exposicdo a estimulos n&o-condicionados neutros, ou seja, que nao foram
associados ao El (Dymond et al., 2014; Dunsmoor; Paz 2015). No CMC, por
exemplo, avalia-se a expressdo de congelamento frente a contextos neutros,
diferentes do condicionado, como representado na Figura 6 (Sauerhofer et al.,
2012).
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Niveis de congelamento

A Generalizagao

Especificidade

Contexto condicionado A B Contexto neutro

(A) (B)

Figura 6. A generalizagdo no condicionamento de medo ao contexto. O CMC leva a expressao
do congelamento no contexto condicionado (A), entretanto, a exposicdo a um contexto neutro (B)
permite avaliar a generalizagdo da memoria de medo. Baixos niveis de congelamento no contexto
neutro representa uma memoria de medo especifica, enquanto niveis aumentados de congelamento
indicam generalizagao da memoria de medo. FONTE: A autora (2024).

O processo de generalizagdo pode ser atribuido a fatores como a
superconsolidacdo da memdria (ou seja, aumento da forca de uma memoaria ja
forte). Estressores, experiéncias prévias e o tipo e intensidade de estimulos
aversivos podem intensificar a forga da memoédria de medo, desencadeando a
generalizagao (Sun et al., 2021; Gazarini; Stern; Bertoglio, 2023). Além disso,
interferéncias nos processos de consolidagado e reconsolidacdo também contribuem
para a generalizagdo da memoria de medo, embora a reconsolidagdo seja pouco
investigada neste sentido (Gazarini et al., 2013; Einarsson; Pors; Nader, 2015;
Gazarini, 2015; Vanvossen et al., 2017; Raymundi et al., 2023).

A separagao de padrao € um processo que também esta associado a
generalizacdo da memoéria (Lange et al., 2017). Esse processo é responsavel por
distinguir entre experiéncias semelhantes, minimizando a sobreposicdo entre
engramas que representam eventos ou estimulos similares (Kesner, 2013). Desse
modo, quando a separacao de padrao é prejudicada, memodrias menos especificas
sdo estabelecidas, contribuindo para respostas generalizadas de medo (Kheirbek et
al., 2012; Lange et al., 2017). Tradicionalmente, a separagdo de padréo é
reconhecida como sendo uma fung¢ao hipocampal (Yassa; Stark, 2011; Dillon et al.,
2017), mas regides como o cortex entorrinal e parahipocampal também contribuem
para esse processo (Pidgeon; Morcom, 2016; Leal; Yassa, 2018; Stevenson et al.,
2020). Em roedores, o processo de separacao de padrdo pode ser avaliado através
de uma adaptagao dos testes de reconhecimento e localizagdo de objetos, o teste

de separacao de padrao de objetos (van Hagen et al., 2015).
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A generalizagdo do medo pode surgir naturalmente com o passar do tempo.
De fato, memarias contextuais recentes sdo mais especificas e podem gradualmente
se tornar mais generalizadas a medida que envelhecem (Poulos et al., 2016; Pollack
et al., 2018). Isso ocorre pois as memorias de medo, apos consolidadas, passam a
ser gradualmente mais dependentes de regides corticais, como o CCA, e menos
dependentes de regides hipocampais (Wiltgen; Tanaka, 2013). Essa realocagao do
engrama em regides cerebrais distintas ao longo do tempo € chamada de
consolidagao sistémica (Kitamura et al., 2017). Como ilustrado na Figura 7, apds a
consolidacdo da memoéria, a evocacado recente recruta a atividade de redes
hipocampais, que armazenam uma memoria mais detalhada devido a alta densidade
de neurdnios envolvidos com o processamento espacial, enquanto o engrama
cortical permanece silencioso (engrama silencioso). Com o tempo, o engrama
cortical amadurece e se torna mais necessario do que os circuitos hipocampais para
a evocacao remota, fazendo com que a memodria perca parte da especificidade
original e se torne mais esquematica (Kitamura et al., 2017; Tonegawa; Morrissey;
Kitamura, 2018; Silva; Burns; Graff, 2019).

Entre as regibes cerebrais associadas a generalizacdo, destaca-se o
envolvimento do cértex 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 porcao mais dorsal do CPFm em ratos e esta intimamente
relacionado a alocagao e reconsolidagdo de memdrias remotas (Cullen et al., 2015;
Bian et al., 2019; da Silva et al., 2020). Consequentemente, o CCA se mostra
envolvido também na generalizacdo da memoria ao longo do tempo (Bian et al.,
2019; Ortiz et al., 2019). Em humanos, ha um aumento da atividade dessa regiao
apos a aquisigao e evocagao de memorias traumaticas (Felmingham et al., 2009;
Fani et al., 2012). Além disso, esse aumento da atividade do CCA tem sido
associado a intensificagao da generalizagdo em pacientes com TEPT (van Rooij et
al., 2014; Morey et al., 2020).

Embora os mecanismos envolvidos na generalizagdo ainda sejam pouco
compreendidos, a via de sinalizacdo Oxido nitrico (NO, do inglés, Nitric
Oxide)/monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) tem sido investigada como
envolvida na generalizagdo da memoria de medo (Gazarini, 2015; Qin et al., 2019;
Sun et al., 2021).
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Aquisicao Evocacgéao recente
(Dia 1) Contexto (Dia 2) Contexto
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Figura 7. O processo de consolidagdo sistémica. llustragdo representando a alocagdo de uma
memoria de medo contextual em ratos. Dia 1) Durante a aquisicdo, a informagao contextual é
processada pelo sistema hipocampal e integrada ao choque por meio da BLA. Nesse momento, as
células do CPFm também s&o recrutadas, mas permanecem como engrama silencioso. Dia 2)
Quando ha a reexposi¢ao ao contexto pouco tempo apds a aquisicdo o engrama hipocampal é
reativado para a evocagao recente da memodria, levando a expressédo do congelamento via BLA. Dia
2-11) Com o passar do tempo, as células do engrama do CPFm amadurecem, um processo que
requer a conexao com as células do engrama do hipocampo e da BLA. >Dia 12) Em um tempo mais
remoto apds a aquisicdo, a reexposi¢cdo ao contexto passa a ser mediada, principalmente, pela
reativacdo do engrama do CPFm para a evocagao da memoéria remota, resultando na expressao 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 evocagao remota, sob
condigbes normais. CPFm: cortex pré-frontal medial; BLA: amigdala basolateral. FONTE: Adaptado
de Kitamura et al., (2017).

1.5 A VIA DE SINALIZACAO OXIDO NiTRICO/GMPc

A produgao do GMPc ocorre pela ativagdo da enzima guanilato ciclase (GC),
a partir do trifosfato de guanosina (GTP). A GC em sua forma soluvel (GCs) é a
principal responsavel pela producdo de GMPc no cérebro, e o principal ativador da
GCs é o NO, sintetizado pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS, do inglés, Nitric
Oxide Synthase) em resposta a niveis elevados de calcio, por exemplo, via ativagao
de receptores NMDA. Em neurdnios, como ilustrado na Figura 8, o NO atua como
um segundo mensageiro retrégrado, estimulando a GCs pré-sinaptica a produzir

GMPc, que entao ativa cascatas de sinalizagao intracelular. Isso inclui a ativacao da
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PKG, resultando no aumento da liberacdo de neurotransmissores a nivel

pré-sinaptico, ou na ativagcdo de CREB e transcricdo de proteinas relacionadas a
plasticidade na pds-sinapse (Argyrousi; Heckman; Prickaerts, 2020). Ao se difundir
pela membrana do neurdnio pds-sinaptico, o NO pode também atuar em células nao

neuronais. Além disso, os astrocitos e a micréglia sdo capazes de sintetizar NO de

forma autbnoma, igualmente ativando a sinalizagdo do GMPc (Murphy et al., 1993).
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Figura 8. Via de sinalizacdo do GMPc no neurdnio pré- e pos-sinaptico. O NO na célula pds-sinaptica
atua estimulando a produgdo de GMPc (via ativacdo da GCs) tanto na célula pdés quanto na
pré-sinaptica. Na célula pré-sinaptica, a ativagdo da via GMPc/PKG pode levar a liberagdo de
glutamato, enquanto na célula pos-sinaptica a PKG fosforila CREB e receptores AMPA, resultando na
sintese de proteinas relacionadas a plasticidade e no trafego de AMPA para a membrana,
respectivamente. Tanto no neurdnio pré-sinaptico quanto no pés-sinaptico regulagao dos niveis de
GMPc se da 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 evidéncias em roedores tém pontuado um papel importante da
sinalizagdo NO/GMPc na formacao e reconsolidagdo de memoarias, como memorias
espaciais, de reconhecimento de objetos e memodrias de medo (Rutten et al., 2005;
Bollen et al., 2014; Kida, 2019; Argyrousi; Heckman; Prickaerts, 2020). Além disso, o
papel da sinalizagdo do NO no TEPT tem sido amplamente discutido (Fronza et al.,
2023). Estudos identificaram polimorfismos relacionados a sinalizagdo 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 sinalizacdo NO/GMPc tem sido relacionada também especificamente a
generalizagdo da memoria. Estimular esta via, utilizando um doador de NO
(nitroprussiato de soédio), um precursor do NO (L-arginina), ou um analogo sintético
do GMPc (8-Br-GMPc), apds um treino forte de CMC, é suficiente para induzir a
generalizagdo de uma memoria recente (Gazarini, 2015). Além disso, a evocagao de
uma memoria de medo generalizada remota aumenta o acoplamento da NOS
neuronal (NNOS) com a PSD-95 (do inglés, postsynaptic density protein 95),
facilitando a sintese e liberagdo de NO. Interromper o acoplamento nNOS-PSD-95
no CCA foi capaz de impedir a generalizagdo da memoria em um ponto de tempo
remoto (15 dias apds a consolidacéo) (Qin et al., 2019). Esses resultados destacam
a importancia da via do NO/GMPc e do CCA na generalizagao da memoéria de medo.

Vale ressaltar que os niveis de GMPc, e consequentemente a ativagao da sua
via de sinalizagdo, s&o regulados pelas fosfodiesterases (PDEs, do inglés,
Phosphodiesterases), enzimas que podem ser utilizadas como alvo para

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

1.5.1 As Fosfodiesterases

As PDEs degradam o AMPc e/ou o GMPc através da hidrdlise da ligagao 3’
fosfato (Sharma et al., 2013, Knott et al., 2017). Em mamiferos, sao expressas 11
familias distintas de PDE (PDE1 a PDE11), que podem ser classificadas de acordo
com a especificidade do substrato que hidrolisam em: PDEs seletivas para a
degradagao do AMPc (PDEs 4, 7, 8), PDEs especificas para degradacédo de GMPc
(PDEs 5, 6, 9) e PDEs néo 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 (PDES), seletiva para a degradagdo de GMPc, teve sua
expressao detectada em varias regides cerebrais, como camadas corticais e 0
hipocampo (Sharma et al.,, 2013). A inibicao da PDES5 favorece a sinalizagao do
GMPc, por impedir sua degradagdao, mantendo seus niveis disponiveis por mais
tempo (van Staveren et al., 2003; Lin et al., 2006). Inibidores de PDE5 tém sido
investigados nos processos de memoria, incluindo na generalizagao. Por exemplo, a
administragao de sildenafil (inibidor seletivo da PDES) resultou na potencializagcéao da
reconsolidacdo da memoaria em uma tarefa de esquiva inibitéria em camundongos
(Boccia et al., 2011). Além disso, a administragdo de sildenafil no HD de ratos na
consolidagdo de um treino forte de CMC induziu a generalizagdo de uma memoria
recente (2 dias depois da consolidagao) (Gazarini, 2015). Esses resultados mostram,
separadamente, um papel da PDES5 tanto na reconsolidagdo quanto na
generalizagdo da memoria. No entanto, ainda n&o foi investigado se a atividade de
PDE5 durante a reconsolidagdo esta envolvida na generalizagcdo da memoria de
medo.

Para explorar essa questdo, pode-se utilizar um inibidor de PDES, como o
vardenafil, que, em comparacdo com outros inibidores seletivos de PDES5,
apresenta maior poténcia e seletividade (Saenz de Tejada et al., 2001; Sommer,
2005). Devido a sua aprovagao clinica para o tratamento da disfungédo erétil, o
vardenafil oferece um perfil de segurangca bem estabelecido, tornando-o uma
escolha viavel para investigacbes experimentais adicionais (Miller, 2015). Além
disso, o vardenafil ja tem sido utilizado em estudos com roedores para avaliar seus
efeitos em outros tipos de memdéria, como no reconhecimento de objetos (Prickaerts
et al., 2002; 2004; Rutten et al., 2005).
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2 HIPOTESE E OBJETIVOS

2.1 HIPOTESE

A hipotese é que a atividade normal da PDES durante a reconsolidagao ajuda
a manter a memoria em niveis adaptativos, prevenindo a generalizagdo. Desse
modo, a inibicdo da PDES5, durante a reconsolidagdo, desencadearia a
generalizagdo da memoria de medo ao longo do tempo, de maneira dependente do
CCA.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel da PDES durante a reconsolidacdo da memoria de medo ao

contexto na generalizagdo ao longo do tempo.

2.2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito da inibicio da PDE5, durante a reconsolidagdo, na
generalizagcdo da memoéria de medo em um ponto de tempo recente,

intermediario e remoto;

e Determinar se os efeitos induzidos pela inibicao da PDES na reconsolidagao da
memoria de medo se relacionam a alteracdes no processo de separacido de

padrao;

e Avaliar se os efeitos induzidos pela inibicdo da PDE5 dependem da evocagao

da memoria de medo;

e Avaliar o efeito da inibicdo da PDE5 fora da janela de reconsolidagdo da

memoria de medo em um ponto de tempo remoto;

e Avaliar se a inibicao quimiogenética do CCA interfere nos efeitos induzidos pela

inibicdo da PDES no ponto de tempo remoto.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Ratos Wistar machos adultos foram obtidos do Setor de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal do Parana. Os animais foram alojados em grupos de quatro
em gaiolas de policarbonato (48x37x21 cm), com alimentagao e agua ad libitum, sob
temperatura ambiente controlada (2212 °C) e ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes
ligadas das 7h as 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 Comité de Etica local (nimero de autorizagéo
1537) e realizados conforme a legislacao brasileira e as diretrizes do ARRIVE
(Percie du Sert et al., 2020).

3.2 DROGAS

Vardenafil (VAR; inibidor seletivo de PDES; 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 solu¢ao de NaCl
0,9% contendo 10% de monooleato de sorbitano polioxietileno (Tween 80;
Sigma-Aldrich, EUA), e esta mesma solugdo foi utilizada como veiculo (VEI). O
composto 21 (C21; agonista DREADD; Sigma) 1 mg/kg i.p. foi dissolvido em solugéo

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

3.3 CONDICIONAMENTO DE MEDO AO CONTEXTO

O CMC foi realizado das 12h as 17h em uma sala iluminada a 70 lux. Os
animais foram ambientados a sala de experimentagcao por pelo menos 30 minutos
antes de cada sessao experimental. Foi utilizada uma caixa de condicionamento
(contexto A) com paredes laterais de aluminio, parede frontal e porta no teto de
acrilico transparente com piso gradeado com barras de ago inoxidavel conectadas a

um gerador de choque (dimensdes do contexto A: 35x20%30 cm; Insight, Brasil).
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No primeiro dia, na sessédo de familiarizagdo, cada animal foi colocado no
contexto A para explora-lo livremente por 3 minutos. No dia seguinte, na sessao de
condicionamento, cada animal foi reexposto ao contexto A (estimulo condicionado;
EC), denominado contexto condicionado, que foi pareado ao estimulo
incondicionado (El; 3 choques elétricos nas patas por 3 s, com intervalo de 30 s no
inicio, entre os choques e ao final da sessao). A intensidade do El foi de 0,7 mA para
todos os experimentos, exceto quando os animais foram submetidos a procedimento
cirurgico (experimentos de inibigdo quimiogenética). Neste caso, a intensidade foi
ajustada para 0,8 mA para alcangar niveis de congelamento semelhantes aos dos
animais nao operados (Stern et al., 2015). No dia seguinte, os animais foram
submetidos a uma sessao de evocagao curta da memoria de medo recente, na qual
foram reexpostos ao contexto condicionado na auséncia do El por 3 minutos, para
induzir a reconsolidacao recente. Os animais receberam VEI ou VAR (0,3 ou 1 mg/kg
i.p.) 5 minutos ou 6 horas apds a evocagédo. Os animais foram testados por 3
minutos no contexto condicionado sem apresentagao do El (Teste A) apos 1, 12 ou
21 dias para avaliar os efeitos na memodria recente, intermediaria ou remota,
respectivamente. No dia seguinte ao Teste A, os animais foram submetidos ao Teste
B, consistindo na exposicdo por 3 minutos ao contexto B, uma caixa de acrilico
transparente (33x34%26 cm) ndo-pareada ao El, denominada como contexto neutro,
para avaliar a generalizagdo da memoria de medo. O contexto neutro também foi
utilizado quando a sess&o de evocagao foi omitida (ndo evocacgado). Entre cada
animal, o aparato utilizado foi higienizado utilizando alcool a 20%. O comportamento
de congelamento, caracterizado pela auséncia de movimentos, exceto os
relacionados a respiracdo (Blanchard; Blanchard, 1969), foi utilizado como
parametro de memodria de medo. O congelamento de cada animal foi avaliado
manualmente com um cronémetro por um experimentador treinado, cego para o
tratamento. O indice de generalizagéo 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 SEPARACAO DE PADRAO DE OBJETOS

Trés dias apos o Teste B, cada animal foi submetido ao protocolo de
separagdo de padrao de objetos (SPO), que foi baseado nos testes de
reconhecimento e localizagdo de objetos, para avaliar o processo de separagéo de
padrao (van Hagen et al., 2015). Inicialmente, na sessao de habituagéo, cada animal
foi colocado em uma arena quadrangular preta (60x60x30 cm) para explora-la
livremente por 15 minutos. No dia seguinte, na mesma arena, cada rato foi
submetido a uma sessdo de treinamento com dois objetos idénticos, posicionados
simetricamente, para explorar por 3 minutos. Apos 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 (posicdo 3, determinada
previamente como ideal nessas condigbes para detectar prejuizos no teste de SPO;
Apéndice 1), como pode ser observado na Figura 9. O objeto a ser movido (objeto
da esquerda ou direita) e a diregdo (deslocar para frente ou para tras) foram
previamente balanceados para evitar preferéncias por lugar ou objeto. Entre cada
animal, a arena e os objetos utilizados foram higienizados utilizando uma solugéo de
alcool etilico a 20%. Um avaliador treinado quantificou manualmente o tempo de
exploracdo de cada animal a cada um dos objetos. Foi considerada exploragao
quando o animal aproximou a ponta do nariz a uma distancia de no maximo 2 cm do
objeto, ndo sendo contabilizado situagdes em que o animal ficasse apenas parado
préximo ao objeto ou utilizando-o de apoio para o comportamento de rearing. O
tempo gasto explorando cada objeto foi utilizado para calcular o indice de
discriminagao por [(tempo de exploracao do objeto na mesma posicéao - tempo de
exploracédo do objeto na posi¢cdo alterada)/(soma do tempo explorando ambos os
objetos)]. indices préximos a 1 indicam uma alta capacidade de discriminagdo entre
0 objeto que mudou de localizagdo e 0 que permaneceu na localizagao anterior, ou
seja, uma alta eficiéncia no processo de separacdo de padrao. Por outro lado,
indices préximos a -1 indicam baixa capacidade de discriminagdo e sugerem um

processo de separagao de padrao prejudicado.
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Habituacao Treino Teste

15 min 3 min 3 min

Figura 9. llustragédo representando o delineamento do protocolo de separagédo de padrao de objetos
(SPO). O quadrado preto com linhas brancas marcando os quadrantes representa a arena
quadrangular preta e os dois circulos prata representam os dois objetos idénticos. Neste exemplo, o
objeto da direita foi deslocado 18 cm para a parte de tras da arena, medidos pelo ponto em seu eixo
central. FONTE: A autora (2024).

3.5 INIBICAO QUIMIOGENETICA

Foi utilizada a técnica DREADD (Designer Receptors Exclusively Activated by
Designer Drugs) para a inibigdo do CCA, sob aprovagao da Comissao Interna de
Biossegurancga do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana.
Os animais foram anestesiados com 1,0 ml/kg de uma solu¢éo contendo xilazina (10
mg/ml; Carlier) e cetamina (100 mg/ml; Sespo) e apods anestesiados foram
posicionados em um aparato estereotaxico (Kopf). Visando a futura inibicdo
temporaria do cortex cingulado anterior (CCA), 0,5 pl do constructo viral diluido 2x foi
infundido bilateralmente nessa regido (nas coordenadas: AP = +3,0 mm do bregma,
ML = 0,5 mm da sutura central, DV = -2,2 mm do créanio; Paxinos; Watson, 2009). A
infusdo foi realizada por 2 agulhas odontolégicas fixadas com uma distancia de 1
mm entre elas (0,5 mm de cada uma em relagao a sutura central) e conectadas a
duas microsseringas de 10 pyl (Hamilton, EUA) colocadas em uma bomba de infusao
(Insight, Brasil) a uma taxa de 0,1 pl/min. Ao término da infusdo, as agulhas foram
deixadas por mais 5 minutos antes de serem retiradas. Os animais do grupo
experimental receberam a infusdo bilateral de um vetor viral que induziu a expressao
do receptor inibitéorio hM4Di DREADD no CCA (AAV8-CaMKlla-hM4Di-mCherry,
Addgene). Os animais controle receberam a infus&o bilateral do vetor viral controle,
que ndo induz a expresséo do receptor DREADD (AAV8-CaMKIlla-EGFP, Addgene).

ApoOs a cirurgia, os ratos receberam 2,5 mg/kg de Flunixin Meglumina (Banamine®,
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Merck Sharp & Dohme Saude Animal, Brasil) por via intramuscular e ibuprofeno
(Natulab, Brasil) 0,2 mg/ml na agua de beber por 2 dias. Apés um periodo de 3
semanas para recuperagdo do animal e expressao do virus, os experimentos
comportamentais foram iniciados.

Ao final dos experimentos, os animais foram anestesiados (1,0 mg/kg de uma
solugdo contendo xilazina e cetamina, conforme descrito anteriormente) e
submetidos a perfusao transcardiaca com tampao salina-fosfato (PBS) 0,1 M
seguida de paraformaldeido (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 solugéo de sacarose com aumento gradual da concentragao para
crioprote¢ao: 12 horas em solugdo com sacarose a 10%, seguidas de 48 horas em
20%, e finalmente 48 horas em 30%. Na sequéncia, os cérebros foram
individualmente congelados em gelo seco e foram obtidos cortes com 40 um de
espessura utilizando um criostato (Leica). Esses cortes foram montados em laminas
previamente gelatinizadas. Apds a secagem dos cortes nas laminas, foram aplicadas
laminulas utilizando uma solugéo de DAPI/Antifade (Invitrogen). Imagens dos cortes
foram obtidas por microscopia de fluorescéncia no Confocal A1R MP+ (Nikon) para
verificar a presenca da marcagao fluorescente de mCherry e EGFP pela expresséo

viral na regido exata do CCA, como observado na Figura 10.
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Figura 10. Representagcdo da expressao viral para a inibicdo quimiogenética. A) Representacao da
expressao viral no em um animal controle-EGFP. B) Representagdo da expresséo viral no em um
animal hM4Di-mCherry. Imagem do local de infuséo viral (esquerda) e um diagrama esquematico
ilustrando o local de infusdo 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 fluorescéncia 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 fungao /large
image). FONTE: A autora (2024).

3.6 ETAPAS EXPERIMENTAIS

3.6.1 Experimento 1: Avaliacdo dos efeitos da inibicdo da PDE5 durante a

reconsolidagdo da memdéria de medo na generalizagédo ao longo do tempo

Para avaliar os efeitos da inibicdo da PDE5 durante a reconsolidacao recente
na generalizagcao, no experimento 1 os animais submetidos ao CMC receberam VAR
(inibidor seletivo de PDES5; 0,3 ou 1 mg/kg) ou VEI i.p. 5 minutos apos a evocagéo.
Grupos independentes de animais foram testados no contexto condicionado (Teste
A) apos 1, 12 ou 21 dias, definidos como pontos de tempo recente, intermediario e
remoto, respectivamente. No dia seguinte ao Teste A, os animais foram testados no
contexto neutro (Teste B) para avaliar os efeitos na generalizagdo da memoria,

conforme mostra a Figura 11.

5 min apods: VAR 0,3 ou
1 mg/kg ou VEIl i.p.

3 min ﬁ

1,12, |
1d 1d 2 ou 21d 1d 3
I 4l —— hri - I b — Twera — — )
Familiarizacdo cmcC Evocacao Teste A Teste B

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 apds a sessao de evocagao e testados em um
ponto de tempo recente, intermediario 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: Avaliacdo dos efeitos da inibicdo da PDES5 durante a
reconsolidagao da memoria de medo no processo de separacao de padrédo ao longo

do tempo

Para avaliar se a inibicdo da PDES durante a reconsolidacdo da memoria de

medo recente prejudica o processo de separagao de padrao 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 apés a evocacao foram submetidos ao mesmo protocolo descrito para o
experimento 1. Adicionalmente, foram submetidos ao protocolo de SPO 3 dias apds

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

Figura 12.
5 min apos: VAR 1
mg/kg ou VEI i.p.
3 min ﬁ
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Familiarizacdo CMC Evocacao Teste A Teste B SPO

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 apds a evocacgao e foram testados em um ponto de
tempo recente, intermediario ou remoto no contexto condicionado (Teste A) e, no dia seguinte, no
contexto neutro (Teste B). Apds 3 dias, os animais foram submetidos ao protocolo de SPO. FONTE: A
autora (2024).

3.6.3 Experimento 3: Avaliacdo da omissédo da evocagao sobre os efeitos induzidos
pela inibicdo da PDE5

Um protocolo de nao-evocacao foi realizado para avaliar se os efeitos da
inibicdo da PDES5 dependem do processo de reativacao/reconsolidacado da memodria.
Animais submetidos ao CMC receberam VAR 1 mg/kg ou VEI i.p. 5 minutos apés
uma sessao de nao-evocagao (exposicdo ao contexto neutro). Apds 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, trés dias

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

5 min apos: VAR 1
mg/kg ou VEI i.p.

3 min :a:

‘ 12 ou |
21d 1d 3d

- — bl — | =

.......... WA “=~-.~J,_: A
Familiarizacdo CMC N3o evocagdo Teste A Teste B SPO

Figura 13. Desenho experimental adotado no experimento 3. Animais submetidos ao CMC
receberam VAR 1 mg/kg ou VEI i.p. 5 minutos apds uma sessdo de ndo-evocagido (exposi¢cdo ao
contexto neutro). Os testes foram realizados nos pontos de tempo intermediario ou remoto no
contexto condicionado (Teste A) e, no dia seguinte, no contexto neutro (Teste B). Apos 3 dias, os
animais foram submetidos ao protocolo de SPO. FONTE: A autora (2024).
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3.3.4 Experimento 4: Avaliacao dos efeitos da inibicdo da PDES5 fora da janela de

reconsolidagao da memoaria de medo

Para avaliar os efeitos da inibicdo da PDES5 fora da janela de reconsolidacéo,
animais submetidos ao CMC receberam VAR 1 mg/kg ou VEI i.p. 6 horas apos a
evocacgao (fora da janela de reconsolidagao). 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.

6 h apos: VAR 1 mg/kg
ou VEl i.p.

3 min ﬁ

1d 1d o 21d 1d ‘ 3d
! - Ty - Il e Ty - J -

VR
Familiarizacao cmcC Evocacdo Teste A Teste B SPO

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 apos a evocagéo e foram testados no ponto de tempo
remoto no Teste A e, no dia seguinte, no Teste B. Apds 3 dias, os animais foram submetidos ao
protocolo de SPO. FONTE: A autora (2024).

3.6.5. Experimento 5: Avaliagdo da inibicado quimiogenética do CCA sobre os efeitos

induzidos pela inibicao da PDE5

Foi realizada uma inibigdo quimiogenética direcionada ao CCA para avaliar se
os efeitos induzidos pela inibicio da PDE5 na generalizagdo do medo e na
separagao de padrao dependem da atividade dessa regido. Para isso, os animais
receberam uma infusdo viral no CCA. A infusdo consistiu em um vetor viral que
induz a expressao do receptor inibitério hM4Di DREADD nos neurdnios dessa regiao
(AAV8-CaMKlla-hM4Di-mCherry, Addgene), ou um vetor viral controle que néo induz
a expressao do receptor DREADD (AAV8-CaMKIlla-EGFP, Addgene). Apods trés
semanas, os animais foram submetidos ao CMC e receberam o agonista DREADD
C21 1 mg/kg i.p. 30 minutos antes da evocacgao, para inibir temporariamente a
regidao do CCA, e VAR 1 mg/kg ou VEI i.p. 5 minutos apds a evocagao 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 infusdo viral
(AAV8-CaMKIlla-hM4Di-mCherry ou o controle AAV8-CaMKIlla-EGFP, Addgene) no CCA. Apds trés
semanas, os animais foram submetidos ao CMC e receberam C21 1 mg/kg i.p. 30 minutos antes da
sessao de evocagao e VAR 1 mg/kg ou VEI i.p. 5 minutos apds o término da sessio. Os testes foram
realizados em um ponto remoto, apos 21 dias, no contexto condicionado (Teste A), no dia seguinte no
contexto neutro (Teste B). Apds 3 dias, os animais foram submetidos ao protocolo de SPO. FONTE: A
autora (2024).

3.7 ESTATISTICA

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a normalidade dos dados.
Quando nao passaram no teste de normalidade, os dados foram transformados por
log(Y) ou sqrt(Y) para alcangar a normalidade. Os dados transformados foram
utilizados na analise estatistica, mas os resultados foram expressos utilizando os
valores brutos. Cada conjunto de dados foi analisado utilizando o teste t de Student,
andlise de variancia (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 comparagdes multiplas quando o valor de F alcangcou um nivel de
significancia definido em p<0,05. Para avaliar o tamanho do efeito, o coeficiente eta
quadrado parcial (n?) foi calculado para a ANOVA e o d de Cohen (d) para o teste t,
considerandorn®20,14 ou d>0,8 um efeito grande (Maher; Markey; Ebert-May, 2013).
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e pelos
valores individuais. O software Statistica 12 (StatSoft) foi utilizado para analise
estatistica, e o GraphPad Prism 8 (GraphPad Prism) foi utilizado para elaboracao

dos gréaficos.
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4 RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO 1: A INIBICAO DA PDE5 APOS A EVOCACAO DA MEMORIA
DE MEDO INDUZ UMA GENERALIZACAO DEPENDENTE DO TEMPO

O objetivo foi avaliar os efeitos da inibicdo da PDE5 5 minutos apds a
evocagcao na generalizagdo da memoria de medo, avaliada em grupos
independentes nos pontos de tempo recente (n=10/grupo), intermediario

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

4.1.1 A inibicdo da PDES5 5 minutos apds a evocacgao nao afeta a reconsolidagao ou

generalizagdo da memodria de medo nos testes recentes

Nos testes de memodria recente, a ANOVA de medidas repetidas mostrou um
efeito significativo da reexposi¢cdo ao contexto condicionado (F ,7=6,823; p=0,014;
n®=0,202), mas nenhum efeito do tratamento (F.;=0,734; p=0,489; n*=0,052) ou
interagdo entre os fatores (F.,=1,436; p=0,255; n*=0,096). Como observado na
Figura 16B, ndo foram detectadas diferencgas significativas entre os grupos durante a
evocacao e o Teste A. Além disso, a ANOVA de uma via ndao mostrou efeito do
tratamento com VAR tanto no Teste B (F,7,=3,251; p=0,054; n?=0,194) quanto no
indice de generalizagéo (F.,=1,920; p=0,166; n*=0,124), conforme observado nas
Figuras 16C-D, respectivamente. Esses resultados sugerem que a inibigdo da PDE5S
durante a reconsolidagdo nao induz alteragbes na memoria de medo quando

avaliada em um ponto de tempo recente.
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Figura 16. Efeitos da inibigdo da PDE5 5 minutos apds a evocagao na generalizagdo da memoria. A)
Desenho experimental. B-D) Efeitos da inibicdo da PDES5 nos testes de memoria recente. B) Nao
foram observadas diferengas entre os grupos na sesséo de evocagao ou no Teste A. C) Nenhuma
diferenca foi observada no Teste B; D) ou no indice de generalizagdo. N/grupo: VEI=10; VAR 0,3=10;
VAR 1=10. E-G) Testes de memodria intermediaria. E) Ndo foram observadas diferencas entre os
grupos na sessdo de evocagdo ou no Teste A. F) O grupo VAR 1 mostrou um aumento no
comportamento de congelamento no Teste B; G) e um aumento do indice de generalizagdo. N/grupo:
VEI=11; VAR 0,3=9; VAR 1=13. H-J) Testes de memoria remota. H) Ndo foram observadas diferencgas
entre os grupos na sessédo de evocagédo ou no Teste A. 1) O grupo VAR 1 mostrou um aumento no
comportamento de congelamento no Teste B; J) e um aumento do indice de generalizagdo. N/grupo:
VEI=10; VAR 0,3=9; VAR 1=8. ANOVA de medidas repetidas (evocacado e Teste A), ANOVA de uma
via (Teste B ou indice de generalizacao) seguida do teste post hoc de Newman-Keuls. Os dados
estdo apresentados como média + E.P.M. e os valores individuais. O * representa uma diferenca
significativa (p<0,05) em relagcdo ao grupo VEI na mesma sessao experimental. FONTE: A autora
(2024).

4.1.2 A inibicdo da PDE5 5 minutos apds a evocagao induz a generalizacdo da

memoéria de medo em um ponto de tempo intermediario

Nos testes de memodria intermediaria, a ANOVA de medidas repetidas nao
mostrou efeitos significativos para os fatores interagcdo entre a reexposi¢cdo ao
contexto condicionado e o tratamento (F,3,=0,777; p=0,468; n*=0,049), tratamento
(F2.30=0,027; p=0,973; n*=0,002) ou reexposicao (F30=2,851; p=0,102; n*=0,087).
Como observado na Figura 16E, ndo ha diferengas significativas entre os grupos
durante a evocacao e o Teste A. No entanto, a ANOVA de uma via mostrou efeitos
significativos do tratamento no Teste B (F30=5,004; p=0,013; n*=0,250) e no indice
de generalizagdo (F,3,=5,075; p=0,013; n°=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 comparag¢ao ao grupo veiculo no
Teste B (p=0,019), assim como um aumento no indice de generalizagao (p=0,016),
sugerindo que a inibigdo da PDE5 durante a reconsolidagdo desencadeia a

generalizagao da memoaria de medo em um ponto de tempo intermediario.

4.1.3 A inibicdo da PDE5 5 minutos apds a evocagao induz a generalizacdo da

memoria de medo em um ponto de tempo remoto

Nos testes de memdria remota, a ANOVA de medidas repetidas ndo mostrou
efeitos significativos para os fatores interagdo entre a reexposigdo ao contexto
condicionado e o tratamento (F24=0,274; p=0,762; n’=0,022), tratamento
(F2.24/=0,899; p=0,420; n2=0,070) ou reexposicdo (F,=3,316; p=0,081; n?>=0,121).
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Como observado na Figura 16H, ndo ha diferengas significativas entre os grupos
durante a evocacédo e o Teste A. No entanto, a ANOVA de uma via mostrou um efeito
significativo do tratamento no Teste B (F,24=5,946; p=0,008; n°=0,331) e no indice
de generalizagdo (F,.4=6,089; p=0,007; n?=0,337). Como observado nas Figuras
16l e 16J, o grupo tratado com a dose mais alta de VAR apresentou um
comportamento aumentado de congelamento em comparagado ao grupo veiculo no
Teste B (p=0,006), assim como um aumento no indice de generalizacao (p=0,005),
sugerindo que a inibicdo da PDES durante a reconsolidagao induziu a generalizagao
da memdéria de medo em um ponto de tempo remoto.

Em conjunto, esses resultados mostram que n&o ha diferengas prévias entre
0s grupos durante a evocacao e a nem efeito da inibicdo da PDES5 apés a evocagao
na expressao do medo no contexto condicionado, independentemente dos pontos de
tempo adotados (Figuras 16B, 16E e 16H). No entanto, a inibicdo da PDES durante
a reconsolidacdo desencadeia a generalizagdo da memodria de medo ao longo do
tempo (Figuras 16C-D, 16F-G e 16l-J). Importante destacar que n&o foram
observadas diferengas significativas entre os grupos tratados com veiculo expostos
ao Teste B em diferentes pontos de tempo (F(2=2,026; p=0,150; n?=0,126),

sugerindo que o protocolo ndo desencadeia a generalizagdo dependente do tempo.

4.2 EXPERIMENTO 2: A INIBICAO DA PDE5 APOS A EVOCACAO DA MEMORIA
DE MEDO PREJUDICA O PROCESSO DE SEPARACAO DE PADRAO AVALIADO
EM UM PONTO DE TEMPO REMOTO

O obijetivo foi avaliar se a inibicdo da PDES5 apds a evocagao da memoria de
medo prejudicaria o0 processo de separagao de padrao em grupos independentes de
animais apos os pontos de tempo recente (n=7/grupo), intermediario (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 ja estdo incluidos nos
resultados do experimento anterior.

No teste de SPO, o teste t de Student ndo mostrou efeito do tratamento com
VAR em comparagdo ao grupo VEI para os testes recente (1,,=0,589; p=0,567;
d=0,315) e intermediario (t,,=-0,311; p=0,762; d=0,184). Como observado nas

Figuras 17B e 17C, nao foram detectadas diferencas no indice de discriminacao
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entre os grupos, sugerindo que a inibicdo da PDES 5 minutos apdés a evocagao
recente ndo afetou o processo de separacdo de padrdo avaliado em pontos de
tempo recente e intermediario. No entanto, no teste de SPO remoto, o teste t de
Student mostrou um efeito significativo do tratamento com VAR em comparagao ao
grupo VEI (t,6=2,612; p=0,019; d=1,221). Conforme observado na Figura 17D, o
grupo tratado com VAR apresentou uma diminuigdo do indice de discriminagédo em
comparagao ao grupo controle durante o teste de SPO remoto, sugerindo que a
inibicdo da PDES 5 minutos apds a evocagao recente resultou em um prejuizo no
processo de separacdo de padrdo observado apenas em um ponto de tempo
remoto. Além disso, ndo houve diferengca na exploragao total dos objetos entre os
grupos, descartando uma possivel alteragdo do grupo VAR 1 nesse sentido
(Apéndice 2A).
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Figura 17. Efeitos da inibigdo da PDE5 5 minutos apds a evocagdo da memoria de medo no teste de
separacgéo de padrédo de objetos (SPO). A) Desenho experimental. B) Para o teste de SPO recente,
nao foram observadas diferengas entre os grupos. N/grupo: VEI=7; VAR 1=7. C) Para o teste de SPO
intermediario, nenhuma diferenga 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 indice de discriminagao. N/grupo:
VEI=10; VAR 1=8. Teste t de Student. Os resultados estao apresentados como média + E.P.M. e os
valores individuais do indice de discriminagéo. O * representa uma diferencga significativa (p<0,05) em
relagcao ao grupo VEI na mesma sesséo experimental. FONTE: A autora (2024).
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4.3 EXPERIMENTO 3: OS EFEITOS DA INIBIGAO DA PDE5 NA GENERALIZACAO
DA MEMORIA DE MEDO E NA SEPARACAO DE PADRAO DEPENDEM DA
EVOCAGCAO DA MEMORIA

O objetivo foi avaliar se os efeitos da inibicdo da PDE5 observados na
generalizagao da memoria de medo e no teste de SPO dependem do processo de
reativagao/reconsolidacdo da memoria. Apds um protocolo de ndo-evocagao, grupos
independentes de animais foram testados apenas nos pontos de tempo
intermediario (n=10/grupo) e remoto (n=10-11/grupo), ja que nenhum efeito foi

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

4.3.1 A omissao da evocacgao previne a generalizagcdo induzida pela inibigdo da

PDES no ponto de tempo intermediario

Nos testes de memodria intermediaria, a ANOVA de medidas repetidas nao
mostrou efeitos significativos para os fatores interagcdo entre a reexposi¢do ao
contexto neutro (sessdo de ndo-evocagdo e Teste B) e o tratamento (F 15=0,791;
p=0,386; n*=0,042), tratamento (F15=0,203; p=0,657; n*=0,011) e reexposi¢do
(Fu18=1,424; p=0,248; n?=0,073), como observado nas Figuras 18B e 18D. Além
disso, o teste t de Student ndo mostrou efeito do tratamento no Teste A (1,4=0,522;
p=0,608; d=0,223; Figura 18C) e nem no indice de generalizacdo (t,5=0,440;
p=0,665; d=0,235; Figura 18E). Esses resultados mostram nao haver diferencas
significativas entre os grupos na evocacgdo, Teste A, Teste B ou indice de
generalizagdo, ou seja, a omissdo da evocagao aboliu os efeitos de generalizagéo
anteriormente observados pela inibicdo da PDES no ponto de tempo intermediario.
Estes resultados sugerem que a generalizagdo no ponto de tempo intermediario
induzida pela inibicdo da PDES depende da evocagao da memoria. Adicionalmente,
assim como observado previamente, no teste de SPO intermediario o teste t de
Student ndo mostrou diferenca no indice de discriminagdo entre os grupos no
protocolo de nao-evocacao (tz=-1,368; p=0,188; d=0,612), como observado na
Figura 18F.
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Figura 18. Efeitos da inibicio da PDE5 apdés uma sessdo de nao-evocagdao. A) Desenho
experimental. B-F) Testes intermediarios. Nao foram observadas diferencas entre os grupos B) na
sessao de nao-evocagao, C) Teste A, D) Teste B, E) indice de generalizacdo ou F) indice de
discriminagdo no teste de SPO. N/grupo: VEI=10; VAR 1=10. G-K) Testes remotos. Ndo foram
observadas diferengas entre os grupos G) na sessdo de n&o-evocagdo, H) Teste A, 1) Teste B, J)
indice de generalizagdo ou K) indice de discriminagao no teste de SPO. N/grupo: VEI=10; VAR 1=11.
ANOVA de medidas repetidas (ndo-evocagdo e Teste B) e teste t de Student (Teste A, indice de
generalizagdo ou indice de discriminagdo). Os dados estao apresentados como média + E.P.M. e os
valores individuais. FONTE: A autora (2024).

4.3.2 A omissao da evocagao previne a generalizagao e o prejuizo da separagao de

padrao induzidos pela inibigado da PDES no ponto de tempo remoto

De maneira semelhante ao observado nos testes intermediarios, para os

testes de memodria remota, a ANOVA de medidas repetidas ndo mostrou interacao
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entre a reexposigdo ao contexto neutro (sessdo de nao-evocacédo e Teste B) e 0
tratamento (F;45=0,050; p=0,825; n?=0,003; Figuras 18G e 18l) e nenhum efeito do
tratamento (F115=0,838; p=0,371; n?=0,042) ou da reexposi¢do (F19=0,552;
p=0,467; n?=0,028). O teste t de Student ndo mostrou efeito do tratamento no Teste
A (t,=-0,386; p=0,704; d=0,158; Figura 18H), nem no indice de generalizagédo
(t49=0,615; p=0,546; d=0,306; Figura 18J) ou no indice de discriminagéo do teste de
SPO remoto (t,,=-0,445; p=0,661; d=0,195; Figura 18K). Como mostrado nas
Figuras 18G-K, ndo ha diferencas significativas entre os grupos na evocacéao, Teste
A, Teste B, indice de generalizag&o ou no teste de SPO, o que mostra que os efeitos
do VAR foram abolidos quando a evocagao foi omitida. Estes resultados sugerem
que os efeitos da inibicdo da PDE5 no ponto de tempo remoto dependem da

evocagao da memoria.

4.4 EXPERIMENTO 4: A INIBICAO DA PDE5 6 HORAS APOS A EVOCAGCAO NAO
AFETA A GENERALIZAGAO DA MEMORIA DE MEDO E NEM A SEPARAGAO DE
PADRAO

O objetivo foi avaliar os efeitos da inibicdo da PDE5 fora da janela de
reconsolidagdo. Os animais receberam VAR 1 mg/kg ou VEI i.p. 6 horas apds a
evocacao e foram testados no ponto de tempo remoto (n=8-9/grupo), como
observado na Figura 19A.

A ANOVA de medidas repetidas ndo mostrou efeitos significativos para os
fatores interacdo entre a reexposicdo ao contexto condicionado e o tratamento
(F1.15=2,570; p=0,130; n*=0,146), tratamento (F1.15=0,248; p=0,625; n*=0,016) e
reexposicéo (F15=0,501; p=0,490; n?=0,032). Como observado na Figura 19B, ndo
foram observadas diferencas significativas entre os grupos na evocacgao e no Teste
A. Além disso, o teste t de Student mostrou ndo haver efeito do tratamento com VAR
no Teste B (t5=-1,238; p=0,235; d=0,707; Figura 19C), nem no indice de
generalizagdo (t5=-1,592; p=0,132; d=0,789; Figura 19D) ou no indice de
discriminagao no teste de SPO (t,5=-1,219; p=0,242; d=0,601; Figura 19E). Como
mostrado nas Figuras 19B-E, quando o VAR foi administrado 6 horas apds a
evocacao nenhum efeito foi observado. Isso sugere que os efeitos de inducéo da
generalizagdo e prejuizo do da separagdo de padrdo estdo restritos a inibicdo da

PDES5 dentro da janela de tempo da reconsolidagéo.
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Figura 19. Efeitos da inibigdo da PDE5 6 horas apds a evocacgéo. A) Desenho experimental. B) Nao
foram observadas diferengas entre os grupos na sesséo de evocacgao ou no Teste A. C) Nenhuma
diferenca foi observada no Teste B; D) nem no indice de generalizagdo. E) No teste de SPO, nao
foram observadas diferengas entre os grupos no indice de discriminagéo. N/grupo: VEI=8; VAR 1=9.
ANOVA de medidas repetidas (evocagcéo e Teste A) e teste t de Student (Teste B, indice de
generalizagédo ou indice de discriminagéo). Os dados estao apresentados como média + E.P.M. e os
valores individuais. FONTE: A autora (2024).

4.5 EXPERIMENTO 5: OS EFEITOS DA INIBICAO DA PDE5 NA GENERALIZAGCAO
E NA SEPARACAO DE PADRAO SAO PREVENIDOS PELA INIBICAO
QUIMIOGENETICA DO CCA

O objetivo foi avaliar se os efeitos induzidos pela inibicdo da PDE5 na
generalizagao do medo e na separagao de padrdao dependem da atividade do CCA.
Previamente, realizou-se a infusdo viral (AAV8-CaMKIlla-hM4Di-mCherry ou o
controle AAV8-CaMKlla-EGFP) no CCA (Figura 20B). Apés o CMC, os animais
receberam C21 30 minutos antes da evocagdo, e VAR 1 mg/kg ou VEI 5 minutos
apos a evocagao 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
reexposi¢do ao contexto condicionado (F;,3=7,229; p=0,013; n?=0,239), mas ndo
mostrou efeitos significativos para a interacdo entre os fatores reexposigéo,
tratamento e construto viral (F 3=0,296; p=0,591; n?=0,013) ou para o tratamento
(F125=0,006; p=0,941; n?=0,0002) e o constructo viral (F,3=0,002; p=0,964;
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n*=0,00009). Como observado na Figura 20C, nido foram detectadas diferencas

significativas entre os grupos durante a evocagéao e o Teste A.
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Figura 20. Efeitos da inibicdo da PDE5 sob a inibicdo quimiogenética do CCA. A) Desenho
experimental. B) Linha de cima: neurénios do CCA expressando fluorescéncia para mCherry em
animal hM4Di-mCherry; Linha debaixo: neurdnios do CCA expressando fluorescéncia para EGFP em
animal controle-EGFP. A direita imagens com contraste com DAPI. Aumento de 200x. C) N&o foram
observadas diferengas entre os grupos na sessdo de evocagdo 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 indice de generalizagdo; F) e uma diminuigdo no indice de discriminagéo 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 (evocagéo e Teste A) e ANOVA de duas
vias (Teste B, indice de generalizacdo ou indice de discriminacdo). Os dados estdo apresentados
como média + E.P.M. e os valores individuais. O * representa uma diferenca significativa (p<0,05) em
relagéo ao grupo controle-EGFP + VEI na mesma sess&o experimental. O # representa uma diferenca
significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo hM4Di-mCherry + VAR 1 na mesma sessao experimental.
FONTE: A autora (2024).
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A ANOVA de duas vias mostrou haver interagdo entre os fatores constructo
viral e tratamento para o Teste B (F;,3=6,652; p=0,017; n*=0,224), para o indice de
generalizagdo (F;3=7,226; p=0,013; n?=0,239) e para o teste de SPO (F;,3=7,794;
p=0,010; n?=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 comparagao ao grupo controle-EGFP veiculo,
assim como um aumento no indice de generalizagao (p=0,007; Figura 20E) e uma
diminuigéo do indice de discriminagao no SPO (p=0,007; Figura 20F) sem alteragao
da exploracdo total (Apéndice 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 indice de generalizacédo (p=0,008) e no SPO (p=0,001),
sugerindo que a inibicdo quimiogenética do CCA na evocagao recente previne os

efeitos da inibicdo da PDES observados ao longo do tempo.
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho mostram que a inibicdo da PDE5 durante
a reconsolidacdo da memoria recente desencadeia a generalizagdo do medo nos
pontos de tempo intermediario e remoto, além de resultar no prejuizo da separagao
de padrao. Esses efeitos dependem da evocacdo da memoria e estdo restritos a
janela de tempo da reconsolidagdo. Os efeitos da inibicdo da PDE5 no ponto de
tempo remoto foram prevenidos pela inibicdo quimiogenética do CCA durante a
reconsolidagao recente. Juntos, esses resultados corroboram com a hipétese inicial,
mostrando que a inibicdo da PDES5 durante a reconsolidacdo desencadeia a
generalizagao do medo ao longo do tempo, de maneira dependente da atividade do
CCA.

5.1 OS EFEITOS DA INIBICAO DA PDE5 DURANTE A RECONSOLIDACAO
RECENTE NA GENERALIZAGCAO AO LONGO DO TEMPO

A inibicdo da PDE5 5 minutos apds a evocacéao recente da memoria resulta
no aumento do comportamento de congelamento no contexto neutro (Teste B) e um
aumento do indice de generalizagdo nos pontos de tempo intermediario e remoto,
sugerindo a indugao da generalizacdo da memdria de medo dependente do tempo.
A inibicdo da PDES aumenta a via de sinalizagdao do GMPc, a qual é regulada pelo
NO. De modo geral, a estimulagéo da via GMPc/NO tem sido associada a memorias
de medo mais intensas, enquanto sua interrupgéo 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 nucleo rafe dorsal medeia o
aumento da memodria contextual de medo induzida pelo estresse prolongado unico
(Sun et al., 2021). Nesse sentido, um inibidor de PDED5, o sildenafil, administrado em
camundongos durante aquisicdo, consolidagdo ou reconsolidagdo, aumenta a
memoria de medo na tarefa de esquiva inibitéria (Baratti; Boccia, 1999; Boccia et al.,
2011). Por outro lado, um inibidor da sintese de NO (L-NAME) prejudicou o
aprendizado de esquiva inibitéria (Calixto et al., 2001), assim como um inibidor da
NNOS, um sequestrador de NO, ou um inibidor de GMPc no hipocampo prejudicam

a expressédo da memoria de medo contextual (Fabri et al., 2014).
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No entanto, o papel da via NO/GMPc na generalizagcdo da memoria de medo
tem sido menos relatado. Por exemplo, o protocolo de estresse prolongado unico
intensifica a forca da memodria, resultando na generalizagcdo do medo no ponto
recente através da ativagcao da nNOS e do aumento dos niveis de NO no nucleo rafe
dorsal (Sun et al., 2021). Na memodria de medo generalizada remota, além do
aumento da atividade do CCA, também foi observado um maior acoplamento entre
nNNOS e PSD-95, o qual, por sua vez, aumenta a sintese e liberagdo de NO (Qin et
al.,, 2019). Além disso, a interrup¢ao desse acoplamento nNOS-PSD-95 no CCA
preveniu a generalizagdo em pontos remotos, 14 dias apos 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 analogo sintético do GMPc, ou o
sildenafil, apés um treino forte de CMC, é suficiente para induzir a generalizacéo de
uma memoria recente (Gazarini, 2015). Esses resultados corroboram com os
achados deste trabalho, por mostrarem a participagdo da via NO/GMPc na
generalizagdao da memoria de medo. Entretanto, no presente trabalho foi mostrada
uma participacao desta via especificamente para generalizacdo que surge ao longo
do tempo, e ndo para a generalizagdo 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 reconsolidagdo da memoria na generalizagao do
medo foi relatado. Especificamente, os resultados deste trabalho sugerem que
estimular a via de sinalizacdo do GMPc, por meio da inibicdo da PDES5, durante a
reconsolidacdo da memoria desencadeia a generalizagcdo do medo ao longo do
tempo.

A importancia do processo de reconsolidacdo da memodria para os efeitos
observados aqui foi corroborada pelos resultados que mostraram que a omissao da
sessdo de evocagao e a administragao tardia (6 horas apds a evocagao) do inibidor
de PDES aboliram a generalizagdo previamente observada, sugerindo que oOs
resultados dependem da reativagdo da memoria e estao restritos a janela de tempo
da reconsolidagdo. A auséncia de generalizagdo quando nao é feita a evocagao da
memoria sugere, especificamente, que a evocacao e a labilizagdo da memoria séo
necessarias para os efeitos observados, mas nao garante que a inibicdo da PDES
recrute mecanismos apenas dentro da janela de reconsolidacao para este efeito. De
fato, trabalhos mostraram que interferéncias apds a evocagao podem atuar apos a

janela de reconsolidacédo, em mecanismos de persisténcia (da Silva et al., 2020).
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Além disso, intervengdes pos-evocacdo podem interferir em mecanismos de
consolidacdo sistémica da memodria que foram iniciados apds a consolidagao
(Kitamura et al., 2017; Tonegawa; Morrissey; Kitamura, 2018). No presente trabalho,
quando a inibicdo da PDES foi realizada fora da janela de reconsolidacdo, com a
administragdo de VAR 6 horas apds a evocagao, nenhum efeito foi observado,
sugerindo que a generalizagao desencadeada pela inibicdo da PDES 5 minutos apds
a evocagao seja mediada por mecanismos recrutados durante a reconsolidacéo da
memoria. Adicionalmente, esses resultados mostram que a generalizagdo nao €&
desencadeada somente mediante a administragdo de VAR 1 mg/kg, mas de maneira
integrada ocasionada pela a inibigdo da PDE5 com VAR especificamente durante a
etapa de reconsolidagao da memoaria, onde a PDES parece exercer um papel crucial
para manter a memoria de medo em sua forma adaptativa.

O aumento da generalizagdo, expressdo do medo no contexto neutro,
representa uma reducdo da especificidade da memdria induzida pela inibicado da
PDE5. Entretanto, nenhuma diferenga foi observada na expressdo do medo no
contexto condicionado independente do periodo avaliado. De fato, interferéncias na
memoéria de medo podem induzir respostas de medo aumentadas em um contexto
neutro sem afetar a expressdo do medo no contexto condicionado (Gazarini et al.,
2015; Poulos et al., 2016). Em contraste com os resultados deste trabalho, a inibicao
da PDES5 com sildenafil apés a reativagdo da memodria causou um aumento no
aprendizado de medo em camundongos submetidos a tarefa de esquiva inibitoria
(Boccia et al,, 2011). No entanto, nenhum outro estudo avaliou o efeito de
interferéncias na PDE5 ou na via NO/GMPc durante a reconsolidacido da meméoria.
Durante a consolidacdo da memodria de medo em protocolos de esquiva, o inibidor
de PDES sildenafil resultou em aumento da memoria (Baratti; Boccia, 1999) ou em
nenhum efeito (Shafiei et al., 2006). A mesma interferéncia na consolidacdo e na
reconsolidagao pode resultar em efeitos diferentes na memadria, uma vez que esses
processos envolvem mecanismos distintos. Além disso, outras particularidades
resultantes das diferentes tarefas de memodria de medo (condicionamento classico
versus operante), e dos inibidores de PDES devem ser consideradas ao comparar
esses achados (Gazarini, Stern; Bertoglio, 2023). Entre os inibidores da PDE5, o
vardenafil se destaca por sua maior poténcia e seletividade em comparacdo ao

P

de Tejada et al., 2001; Sommer, 2005).
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Além disso, esses resultados reforcam 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 a obtengao de um
nivel maximo 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 memdria no contexto
pareado. Tal premissa ja foi observada anteriormente com outras interferéncias
farmacolégicas (Gazarini et al., 2013; Gazarini, 2015), e um protocolo de CMC mais
leve poderia ser adotado aqui para confirmar essa possibilidade para a inibicao da
PDES5 também, uma vez que diferencas aparentes nos resultados relatados devido
as particularidades do protocolo ndo podem ser descartadas.

Vale ressaltar que a inibicdo da PDE5 nao induziu nenhum efeito de
generalizacdo do medo em testes recentes, contrastando com a perda de
especificidade da memoaria nos pontos de tempo intermediario e remoto. Esse seria
um resultado esperado caso a incapacidade de aumentar as respostas de medo no
contexto condicionado ocorresse pela obtencdo de um efeito teto. Portanto, essa
interferéncia farmacoldgica durante a reconsolidacédo desencadeou (ou antecipou)
uma generalizagdo da memdria de medo dependente do tempo. Com isso, podemos
sugerir que durante a reativacao da memoria recente, a atividade da PDES esteja
mais relacionada a regulagao da especificidade da memoaria, em vez da atualizagéo
da memdéria de medo original. Vale notar que nosso protocolo de CMC, por si s6, néo
conseguiu induzir tal generalizacdo dependente do tempo, uma vez que nao foram
observadas diferengas significativas entre os grupos controle expostos ao contexto
neutro nos diferentes pontos de tempo. A auséncia de generalizagao dependente do
tempo nos grupos controle pode se dever a sessao de familiarizagdo adotada no
protocolo, considerando que a pré-exposicdo ao contexto de treinamento antes do
condicionamento € conhecida por prevenir a perda gradual da especificidade da
memoéria (Biedenkapp; Rudy, 2007). Assim, a inibicio da PDE5 durante a
reconsolidagao resulta em mudangas neurobioldgicas que induzem a generalizagéo
da memoria de medo dependente do tempo que normalmente ndo ocorreria no

protocolo adotado.
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52 O EFEITOS DA INIBICAO DA PDE5 DURANTE A RECONSOLIDACAO
RECENTE NA SEPARAGAO DE PADRAO

O tratamento com VAR 5 minutos apds a evocacdo da memoria de medo
reduziu significativamente o indice de discriminagdo na tarefa de separagao de
padrdo de objetos no ponto de tempo remoto, sugerindo um prejuizo na separagao
de padrao nesse momento. No entanto, a inibigdo da PDES nao alterou o tempo total
de exploracdo dos objetos, o que descarta a possibilidade de que as mudangas
observadas sejam atribuidas a um aumento no comportamento de congelamento e a
uma redugdo na exploragéo dos objetos, o que poderia ocorrer devido a expressao
da generalizacédo do medo também no teste SPO. Adicionalmente, o protocolo do
teste SPO por si s6 inclui uma longa sessao de habituagao a arena para garantir que
0 ambiente n&o seja um estimulo estressor para o animal, permitindo que ele se
concentre na exploracéo dos objetos, e nao na exploragdo do ambiente em si.

Além disso, ndo foram observados efeitos na separacao de padrao quando os
pontos recente e intermediario foram avaliados. Esse resultado sugere que o
prejuizo na separacao de padrédo se desenvolve gradualmente ao longo do tempo e
estd associado a generalizagdo dependente do tempo induzida pela interferéncia
farmacolégica durante a reconsolidagao, e nao pela inibicdo da PDES5 em si. De fato,
quando a PDES5 foi inibida apés a omissao da sessao de evocagao ou fora da janela
de reconsolidacdo, o prejuizo na separagdo de padrao no ponto remoto n&o foi
replicado. Esses achados indicam que o prejuizo remoto no processo de separagao
de padrao coincide com o desenvolvimento da generalizagdo desencadeada pela
inibicao da PDES durante a reconsolidagdo, como também sugerido por outros
estudos. Foi relatada uma associacdo entre um pior desempenho na separagao de
padrdo comportamental e um aumento da generalizagdo em escores de expectativa
de choque em humanos saudaveis (Lange et al., 2017). Também foi sugerido que
estimulos traumaticos estdo associados a redugcdo da neurogénese hipocampal
adulta, relacionada a separacédo de padrédo prejudicada e generalizacdo do medo
(Kheirbek et al., 2012). Em roedores, o prejuizo na neurogénese hipocampal dificulta
a discriminagao contextual do medo (McHugh et al., 2007; Nakashiba et al., 2012;
Tronel et al., 2012), enquanto seu aumento melhora o processo de separacao de
padrdo, resultando em uma discriminagao contextual do medo aprimorada (Sahay et
al., 2011; Kheirbek; Tannenholz; Hen, 2012). No presente trabalho, a inibigdo da



61

PDES5 durante a reconsolidacao pode ter influenciado o processamento hipocampal,
resultando em prejuizo na separagao de padrao no ponto remoto e na generalizagao
da memoria dependente do tempo. A interacao entre os efeitos de generalizagcao da
via GMPc, influenciada pela inibicdo da PDES5, e o prejuizo na separagao de padrao
foi relatada pela primeira vez neste estudo. O envolvimento do hipocampo neste
caso, no entanto, ainda precisa ser investigado.

Apesar do protocolo de separagdo de padrdo de objetos ter sido adaptado
para avaliar o processo de separagao de padrao, o teste se baseia na avaliagao de
uma memoria episddica de curta duracdo (memoria de localizagdo de objetos,
avaliada depois de 1 h). Com isso, os resultados observados neste trabalho podem
ser interpretados como um prejuizo de memoaria declarativa de curta duragao que se
desenvolve ao longo do tempo, associado ao medo generalizado. Esse efeito foi
desencadeado pela inibicdo da PDES durante a reconsolidagdo da memoaria de
medo recente. Pacientes com TEPT, além de apresentarem uma memoria
mal-adaptativa caracterizada pelo medo generalizado e resisténcia a extingao,
enfrentam um prejuizo cognitivo que dificulta o processamento de outros tipos de
memoria, como as memorias episddicas (Schuitevoerder et al., 2013; Scott et al.,
2015). Em conjunto, a inibicdo da PDES5 durante a reconsolidagao parece favorecer
o0 desenvolvimento de uma memoria de medo mal-adaptativa, semelhante ao
observado no TEPT. Outros estudos mostraram que o aumento da sinalizagéo do
NO leva a resisténcia da extingdo do medo (Lisboa; Gomes; Silva, 2015; Cai et al.,
2018; Jankovic; Bogicevic; Knezevic, 2024). No entanto, se a inibicado da PDE5
durante a reconsolidagcdo ocasionaria resisténcia a extingao - outra caracteristica da

memoria de medo mal-adaptativa - permanece a ser investigado.

5.3 A PARTICIPACAO DO CORTEX CINGULADO ANTERIOR NOS EFEITOS DA
INIBICAO DA PDE5

Estd bem descrito que memodrias contextuais de medo podem se tornar
menos precisas ao longo do tempo, a medida que se tornam mais esquematicas
conforme o engrama cortical amadurece e se torna mais necessario para a
evocacao e expressdao da memoaria (Kitamura et al., 2017; Tonegawa; Morrissey;
Kitamura, 2018). Uma das regides corticais relevantes para esse processo é o CCA,

que esta envolvido com a alocagdo de memorias remotas (Frankland et al., 2004,
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Silva; Burns; Graff, 2019; da Silva et al., 2020) e com a generalizagdo que ocorre ao
longo do tempo (Bian et al., 2019; Ortiz et al., 2019). De fato, ja foi demonstrado em
roedores que, apds 2 semanas, a memoria 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 reconsolidacdo de memorias recentes e remotas ainda
€ debatido. Por um lado, foi relatado que o CCA esta envolvido especificamente na
reconsolidagcdo remota (da Silva et al., 2020). Por outro lado, anteriormente foi
demonstrado sua participacdo tanto na reconsolidagdo recente quanto remota
(Einarsson; Nader, 2012).

Os resultados do presente trabalho mostraram que a inibicado quimiogenética
do CCA durante uma evocacéao recente impediu os efeitos induzidos pela inibicdo da
PDE5 na generalizagdo e separagcéo de padréo, sugerindo que a atividade dessa
regido € necessaria para esses resultados. A técnica de quimiogenética permite a
inibicdo precisa e temporaria de regides cerebrais, com danos minimos ao
administrar um agonista DREADD sistemicamente, evitando métodos invasivos
como lesdes cerebrais ou implantes de fibras 6pticas (Smith et al., 2016; Navabpour
et al, 2020). Em nosso estudo, os receptores hM4Di foram expressos
primordialmente em neurdnios excitatorios devido ao direcionamento ao promotor
CaMKlIla (Nathanson et al., 2009; Wang et al., 2013), diferenciando esse método de
outros que afetam toda a atividade neural, incluindo neurdnios inibitorios.
Adicionalmente, utilizamos o C21 como agonista DREADD, que surgiu como uma
alternativa as limitagdes do CNO (clozapina-N-6xido). O CNO apresenta baixa
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica em ratos e gera efeitos
off-target devido a sua conversdo em clozapina, um metabdlito ativo (Gomez et al,
2017; Goutaudier et al., 2020). Além disso, a inibicdo quimiogenética se assemelha
melhor as redugdes naturais na atividade neuronal em comparagao com abordagens
optogenéticas mais abruptas, aumentando sua adequacdo para investigar a base
neurobioldgica da generalizacdo do medo.

Corroborando com o observado neste trabalho, o acoplamento
NNOS-PSD-95, que aumenta a sinalizagdo de NO, foi mostrado como importante no
CCA para o surgimento da generalizagao dependente do tempo (Qin et al., 2019).
No presente trabalho, a inibicdo quimiogenética do CCA ocorreu durante a evocagéo

recente da memoaria (um dia apdés o condicionamento) no mesmo dia da inibigdo
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farmacolégica da PDE5. E importante ressaltar que essa manipulacdo néo afetou a
expressao do medo no contexto condicionado, visto que ndo foram observadas
diferengas significativas entre os grupos no Teste A comparado com a evocacgao,
sugerindo que o CCA n&o € necessario para a evocagao e reconsolidagao recentes.
Esse achado concorda com estudos anteriores, que enfatizam o papel seletivo do
CCA na evocacdo e reconsolidagdo de memorias remotas, mas nao recentes
(Frankland et al., 2004; Silva; Burns; Graff, 2019; da Silva et al., 2020). Isso ocorre
pois 0 engrama cortical geralmente esta em sua forma silenciosa em uma evocagao
recente, necessitando da maturacdo 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; Graff, 2019; Wirt; Hyman, 2019). Portanto,
sugerimos que a inibicdo da PDES5 altera a atividade do CCA em um ponto recente,
talvez antecipando a ativacdo do engrama do CCA geralmente silencioso, como
ilustrado na Figura 21. Isso levaria a uma maturagdo precoce do engrama,
prejudicando a precisdao da memoria de medo ao transforma-la prematuramente em
uma memdria mais esquematica, uma vez que seu recrutamento é necessario para
os efeitos da inibicdo da PDES5 na especificidade da memdria e separacao de padrao
ao longo do tempo. Devido a participagao da via do NO na LTP (Monfort et al., 2002;
Jia et al., 2007; Chen et al., 2024), e ao favorecimento da transcricdo de proteinas
relacionadas a plasticidade pela via do GMPc, a inibicdo da PDE5 pode engajar
mecanismos de plasticidade suficientes para ativar o engrama do CCA quando
geralmente ainda esta imaturo. Isso pode ocorrer, por exemplo, pelo precoce
aumento das espinhas dendriticas dos neurénios que compdem o engrama do CCA,
que foi visto como caracteristica do engrama quando amadurecido ao longo do
tempo (Tonegawa; Morrissey; Kitamura, 2018). Notavelmente, o prejuizo na precisao
da memodria é evidenciado apenas no ponto remoto, quando o CCA é normalmente
recrutado. No entanto, mais estudos sdo necessarios para aprimorar e testar essa
hipbtese.

Além do CCA, o hipocampo ventral (HV) também apresentou uma atividade
aumentada durante a evocacdo de uma memodria generalizada remota (Bian et al.,
2019). Foi visto que antes da evocagao remota, a inibicado farmacoldgica (Cullen et
al., 2015) ou quimiogenética (Bian et al., 2019) do CCA ou do HV resultou no
prejuizo especifico da expressdo da generalizacdo da memoédria de medo ao

contexto. A expressao generalizada do medo também foi prejudicada em um ponto
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de tempo remoto quando as projegdes do CCA para o HV foram inibidas
quimiogeneticamente antes da evocagao remota (Bian et al., 2019), demonstrando o
papel essencial das projecbes CCA-HV na mediagdo da generalizagdao do medo
dependente do tempo. As projecbes do CCA e do HV para a amigdala basolateral
(BLA) também desempenham um papel essencial na generalizagado (Ortiz et al.,
2019). Com isso, ndo podemos descartar o envolvimento das projecées do CCA

para outras regides nos efeitos aqui observados.
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Figura 21. Possivel mecanismo de participagdo do CCA na generalizagdo dependente do tempo
desencadeada pela inibigdo da PDE5. O engrama do CCA normalmente encontra-se silencioso
durante a evocagao recente, mas ativo e necessario para a evocagao remota. Sugerimos que 0s
neurdnios do engrama silencioso do CCA sejam recrutados quando a PDES é inibida apdés uma
evocacao recente, mudando o engrama para sua forma ativa, maturada precocemente, resultando em
uma memoria de medo remota generalizada. FONTE: A autora (2024).

5.4 LIMITACOES

Os efeitos observados foram avaliados exclusivamente em ratos machos,
limitando nossa capacidade em saber se seriam replicaveis para fémeas. Isso
destaca a necessidade de investigar possiveis diferencas sexuais nos efeitos da
inibicdo da PDES na generalizagcdo da memoria de medo. Além disso, seria util
avaliar outros aspectos da memodria de medo mal-adaptativa, como a resisténcia a
extingdo, apoés a inibicdo da PDES durante a evocacao recente, a fim de determinar
se essa manipulacdo também afeta esses aspectos.

Embora a via de sinalizagdo do NO e GMPc tenha sido implicada na

generalizacdo do medo (Gazarini, 2015; Qin et al., 2019; Sun et al., 2021), os
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mecanismos moleculares especificos que conectam a inibicdo da PDE5 com o
recrutamento do CCA e a generalizagdo do medo nao foram investigados. Estudos
futuros podem validar a participagao do NO e investigar outros alvos downstream do
GMPc, como a PKG e o fator de transcrigdo CREB.

Além disso, as projecbes do CCA para outras regides tém um papel
importante na memoria de medo generalizada (Cullen et al., 2015; Bian et al., 2019;
Ortiz et al., 2019). Como o protocolo quimiogenético realizado aqui inibiu neurdnios
do CCA, mas néao projecoes especificas, ndo podemos excluir o envolvimento de
areas para quais o CCA se projeta, como o HV e a BLA. Adicionalmente, avaliamos
exclusivamente o papel dos neurénios no CCA, mas nao investigamos se células
nao neuronais também contribuem para o efeito observado, considerando que elas

também podem apresentar a sinalizagao via NO/GMPc (Murphy et al., 1993).

5.5 CONSIDERACOES FINAIS

A atividade da PDES5 durante a reconsolidagdo da memodria de medo
contextual recente parece ser critica para manter a memédria de medo em niveis
adaptativos. Isso sugere que a PDES pode regular a memoria de medo e levanta a
possibilidade de que alteracbes nesta enzima estejam associadas ao
desenvolvimento da memodria de medo mal-adaptativa no TEPT, tornando-a um
potencial biomarcador para este transtorno. Além disso, o diagnostico definitivo de
TEPT é dado ao paciente apenas apos 30 dias do evento traumatico para garantir
que as respostas observadas sejam duradouras e nao meramente reflexo de
estresse agudo. Os resultados do presente estudo destacam a importancia desse
periodo de espera, pois a generalizagdo do medo observada surgiu com o tempo.

Do ponto de vista translacional, permanece em aberto a investigagado sobre
uma possivel suscetibilidade ao desenvolvimento de memadrias mal-adaptativas em
individuos que fazem uso clinico de vardenafil. No entanto, &€ importante ressaltar
que observamos a generalizagcdo do medo apenas quando o vardenafil foi
administrado durante a janela de reconsolidagdo da memaria. Nesse sentido, drogas
que atuam prejudicando a sinalizacado do GMPc podem ser investigadas para tratar
a memoria de medo mal-adaptativa.

O protocolo de CMC, utilizando a inibicdo da PDE5 apds a evocacédo da

memoria recente, pode ser empregado para estudar a agdo de drogas destinadas a
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alterar memodrias de medo mal-adaptativas semelhantes as observadas no TEPT,
permitindo a avaliacdo de efeitos inclusive em aspectos como a separagao de

padrao prejudicada.
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6 CONCLUSAO

A atividade da PDES5 durante a reconsolidagdo da memoria de medo
contextual recente € critica para manter a especificidade da memdéria ao longo do
tempo. Quando a PDES5 ¢ inibida, ocorre a generalizagdo da memoria de medo nos
pontos de tempo intermediario e remoto, de maneira dependente da evocacgao e do
CCA. Com o tempo, a inibicado da PDES5 também prejudica o processo de separagao
de padrdao. Em geral, os resultados deste trabalho oferecem implicacbes
significativas para a compreensao da neurobiologia da generalizagdo do medo e

para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes para o TEPT.
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APENDICE
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Apéndice 1. Padronizacdo da posicdo do objeto no teste de SPO. A) Animais naive foram
submetidos ao protocolo de SPO: na sesséo de teste um dos objetos foi deslocado verticalmente com
incrementos progressivos em relagao a posi¢ao 0: inicial. O deslocamento do objeto selecionado por
randomizagao seguiu o seguinte padrao crescente: Posigdo 1: 6 cm (acréscimo de 6 cm em relagéo a
Posicdo 0), Posigcdo 2: 12 cm (acréscimo de 6 cm em relagdo a Posicado 1), e Posicdo 3: 18 cm
(acréscimo de mais 6 cm em relagdo a Posi¢do 2). B) A ANOVA de uma via mostrou haver diferenca
significativa entre os grupos F, ,;=11,773, p=0,00021; n*=0,466. Todos os grupos foram diferentes
entre si considerando p < 0,05 (posigéo 1 vs 2: p = 0,0065; posigéo 1 vs 3: p = 0,0002; posi¢ao 2 vs 3:
p = 0,05256; Newman-Keuls). O grupo posigédo 3 (deslocamento de 18 cm em relagéo ao eixo central
da posigao inicial) demonstrou uma discriminagéo significativamente maior na tarefa em relagcao aos
demais grupos. Desse modo, a posi¢céo 3 levou a um resultado controle mais adequado quando se
objetiva avaliar possiveis prejuizos na separacado de padréo, os quais resultariam na diminuicdo da
discriminacdo. FONTE: A autora (2024).
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Apéndice 2. Tempo de exploragéo total dos objetos durante o SPO. A): no SPO remoto, apesar da
diminuicdo observada no indice de discriminagdo no grupo VAR 1 (Figura 17D), o teste t de Student
mostrou ndo haver diferencas entre os grupos na exploragao total dos objetos (t,,=0,017; p=0,987;
d=0,001). B): no SPO remoto no experimento com inibigdo quimiogenética do CCA, apesar da
diminuicdo observada no indice de discriminagédo no grupo controle-EGFP + VAR 1 (Figura 20F), para
o tempo de exploracao total dos objetos a ANOVA de duas vias mostrou diferenca significativa para
os fatores interagdo (F23=0,302; p=0,588; n?=0,013), o tratamento (F2=0,012; p=0,914;
n?=0,0005), e o constructo viral (F.25=1,301; p=0,266; n?*=0,053). FONTE: A autora (2024).



