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RESUMO

BUENO-DE-CAMARGO LM. Neuroplasticidade no complexo basolateral da amigdala
e no circuito de ansiedade e memoria de extingdo mediada pelos glicocorticoides via
GR [tese]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo, Instituto de Ciéncias Biomédicas;
2023.

Frente a crescente ocorréncia de fatores estressantes na vida cotidiana,
principalmente nas grandes cidades, o aumento na incidéncia de transtornos de
ansiedade e de estresse pdés-traumatico (TEPT) tém atraido crescente atencao de
orgdos como a Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Contudo, os mecanismos
neurobiologicos envolvidos nessa relacdo estresse-TEPT ainda séo parcialmente
conhecidos. Em ratos, o estresse agudo por contencao e seu decorrente aumento da
liberacao de glicocorticoides (GCs), corticosterona (CORT) em roedores, desencadeia
0 comportamento do tipo ansioso apés 10 dias, por meio de remodelagem dendritica
no complexo basolateral da amigdala (BLA), no hipocampo e no cortex pré-frontal
medial (MPFC). Nao obstante, sabe-se que esse aumento de CORT acentua a
consolidacdo de memdrias aversivas e promove um déficit na sua extincdo nessa
mesma janela temporal. Altamente envolvidas em processos mnemonicos, a
sinalizacao glutamatérgica é alterada pela acdo da CORT via receptores de GCs (GR),
com o aumento do trafego de AMPA e de NMDA nas membranas pré-sinapticas do
circuito mPFC-hipocampo-BLA. Como € evidente, essas relagcbes sdo tempo-
dependente, tornando a neuroplasticidade subsequente ao estresse e ao aumento de
CORT um importante foco de estudo. A partir disso, investigamos, em camundongos,
modificacdes nas ativacbes neuronais e na sinalizacdo glutamatérgica nesse
neurocircuito, decorrentes da acdo dos GCs via GR apés estresse agudo,
acompanhadas pelo comportamento do tipo ansioso e/ou por déficit de extingdo de
memoéria aversiva. Para isso, padronizamos um modelo de estresse agudo em
camundongos machos e avaliamos, 72 horas depois, 0 aparecimento do
comportamento do tipo ansioso, do déficit de extingdo ou de renovacdo de memdria
aversiva e, ainda, a alteracdo da atividade neuronal no circuito mPFC-hipocampo-
BLA. Uma Unica sessao de estresse agudo por derrota social (SD1) aumentou a
liberacdo de CORT e, embora néo tenha promovido o comportamento do tipo ansioso
ou maior avaliag&o de risco no labirinto em cruz-elevado (EPM), teve desdobramentos
comportamentais sobre o processamento de memoria aversiva. O SD1 aumentou 0
aprendizado aversivo (stress-enhanced fear learning, SEFL) de maneira que, mesmo
apresentando um ganho de extin¢do igual ao dos grupos controle e estresse repetido
por SD (SD3), suas porcentagens de freezing ndo retornaram a seus padrdes basais.
Além disso, o grupo SD1 também apresentou a renovacdo dessa memoria,
semelhante a um dos principais desafios da terapia de exposicao aplicada em
pacientes com TEPT. O processamento diferenciado da extingdo pelo grupo
estressado foi relacionado a uma hipoativacdo das sub-regides CA1l, CA3 e DG do
hipocampo ventral, juntamente a um efeito de lateralidade de hipoativagdo do CA2
direito. Nao foram observadas mudancas quantitativas na ativacdo do BLA, (sub-
regido lateral e ndo basal). Porém, ainda ndo esta claro se os neurdnios ativados



nessas regibes sdo majoritariamente glutamatérgicos ou de outra natureza. Esses
resultados indicam que a exposicdo prévia ao estresse agudo por SD em
camundongos promove um efeito tardio sobre a maior aquisicdo de memaria aversiva
e sobre a renovacdo dessa mesma memoria, ainda que ja extinta, processo esse
altamente dependente da modulacéao da atividade neuronal das regides CA2 dorsal e
CAl, CA3 e DG ventrais do hipocampo.

Palavras-chave: Estresse agudo. Derrota social. Extingdo de memodria aversiva.
Renovacgdo de memoria aversiva. BLA. Hipocampo.



ABSTRACT

BUENO-DE-CAMARGO LM. Neuroplasticity at the basolateral amygdala complex,
anxiety-like behavior, and extinction memory circuitries mediated by glucocorticoids
via GR [thesis]. S&o Paulo: Universidade de Sdo Paulo, Instituto de Ciéncias
Biomédicas; 2023.

The increasing occurrence of stressors in everyday life, especially in large cities and
the increased incidence of anxiety disorders and post-traumatic stress disorder (PTSD)
have attracted attention from the World Health Organization (WHO). However, the
neurobiological mechanisms involved in this stress-PTSD relationship are still partially
known. In rats, acute restraint stress and its consequent increased glucocorticoids
(GCs) release, corticosterone (CORT) in rodents, promote anxiety-like behavior after
10 days, through dendritic remodeling in the basolateral complex of the amygdala
(BLA), hippocampus, and medial prefrontal cortex (mPFC). Still, it is known that this
CORT increase improves the aversive memories consolidation and promotes
extinction memory impairment in this same time window. Highly involved in mnemonic
processes, glutamatergic signaling is altered by CORT’s action via GR, with increased
AMPA and NMDA traffic in the presynaptic membranes of the mPFC-hippocampus-
BLA neurocircuitry. As is evident, these relationships occur time-dependently, making
neuroplasticity due to stress and CORT increase an essential focus of study. From
this, we investigated, in mice, changes in neuronal activations and glutamatergic
signaling in this neurocircuitry, resulting from the action of GCs via GR after acute
stress, and the occurrence of anxiety-like behavior and/or aversive memory extinction
deficit. For this, we standardized an acute stress model in male mice and evaluated,
72 hours later, whether it would induce anxiety-like behavior, extinction impairment, or
aversive memory renewal and which brain structures on the mPFC-hippocampus-BLA
circuitry would have their neuronal activities changed. A single acute social defeat
stress (SD1) session augmented CORT release, and although it did not promote
anxiety-like or greater risk assessment behaviors in the elevated plus maze (EPM), it
altered aversive memory processing. SD1 promoted stress-enhanced fear learning
(SEFL), since their freezing percentages did not return to their baseline patterns even
with an equal extinction gain compared to the control and the SD-repeated stress
(SD3) groups. In addition, the SD1 group also showed this memory renewal, similar to
what is observed and configures one of the main challenges of exposure therapy
applied in PTSD patients. The differentiated extinction processing in this stressed
group is related to a hypoactivation of the CA1, CA3, and DG subregions of the ventral
hippocampus, together with a hypoactivation laterality effect at the right CA2. No
guantitative changes were observed in BLA activation, predominantly in the lateral
rather than basal subregion. Butitis still unclear whether the neurons activated in these
regions are primarily glutamatergic or another type. These results indicate that prior
exposure to SD acute stress in mice promotes a late increased aversive memory
acquisition and on its renewal, even if it is already extinct, a process highly dependent
on the hippocampal dorsal CA2 and ventral CA1, CA3, and DG.
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1. INTRODUGAO

A exposicao a situagdbes como competicdo profissional, transito, baixa
qualidade de vida e violéncia (frequentes em grandes cidades) -cresceu
expressivamente nas ultimas trés décadas. Com isto, um maior conjunto de pessoas
tem sido exposto a estes elementos estressores que, de maneira conjunta ou isolada,
configuram diferentes tipos de estresse. Este, quando vivenciado gera memorias
aversivas que, na maioria das vezes, sao extintas apds um certo periodo. Entretanto,
uma pequena, porém crescente, porcentagem das pessoas expostas a tais estresses
nao extinguem estas memoarias e, a partir disso, desenvolvem alguns transtornos
emocionais. Dentre eles, os mais comuns sdo os transtornos de ansiedade e o
transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT), e a depressdo. Em 2017 suas
incidéncias mundiais ja eram de 3,6% e 4,4% (com crescimento de 15% e 18%,
respectivamente em comparagdo com 10 anos atras) e de 9,3% e 5,8% no Brasil,
respectivamente (OMS 2017)".

Além da tamanha importancia para a saude em si desses pacientes, esses
transtornos psiquiatricos também tém substancial impacto econdmico dada sua
caracteristica incapacitante. Segundo o relatério de 2017 da OMS, até o ano de 2020
os transtornos mentais seriam a maior causa de incapacitacdo no mundo. No Brasil,
dados da Secretaria de Previdéncia do Ministério da Fazenda mostraram que no
periodo entre 2012 e 2016, transtornos mentais e comportamentais foram a terceira
causa de incapacidade laboral, na qual 92% dos casos decorreram de causas nao
necessariamente intrinsecas ao trabalho (Secretaria de Previdéncia do Ministério da
Fazenda: 1° Boletim Quadrimestral sobre Beneficios por Incapacidade de 2017). De
fato, a partir da revisao “World Mental Health Report’ de 2022, essa previsdo foi
comprovada e esses dados corroborados: ja em 2019, os transtornos mentais
tornaram-se a principal causa de incapacidade no mundo com as prevaléncias de
depressao e ansiedade tendo aumentado em mais de 25% a partir do primeiro ano da
pandemia de COVID-19 (WHO, 2020; PAHO, 2021; WHO, 2022).

' O crescimento dos referenciados transtornos mostra-se alarmante ao ponto de edigdes
atuais completas de revistas e 6rgaos de impacto, como Nature (nimero 7419, volume 490
de outubro de 2012; numero 10, volume 18 de outubro de 2015, cujo tema foi "Focus on
stress") e OMS (dados de 2017) dedicarem-se a pesquisa, debate e conscientizacao de
transtornos mentais e comportamentais como ansiedade e depressao.
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Situagdes estressantes e a subsequente consolidacido de memdrias aversivas
a partir de situagdes adversas tém importante funcao bioldgica e evolutiva, permitindo
que o individuo adote estratégias mais eficazes para evitar situa¢des de risco futuras.
Fisiologicamente, em situa¢cdes de estresse ou durante o ciclo circadiano, ocorre a
ativagdo do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA). Nele, o hipotdlamo, mais
especificamente o nucleo paraventricular (PVH), promove a liberagdo do horménio
liberador de corticotrofina (CRH) na adenohipofise que, por sua vez, libera o horménio
adrenocorticotrofico (ACTH) para que, uma vez nas glandulas adrenais (suprarrenais),
haja consequente liberacdo de hormoénios glicocorticoides (GCs) — corticosterona
(CORT) em murinos e cortisol em humanos. Por feedback negativo, o eixo HPA é
autorregulado para que retorne as concentragdes hormonais basais. Entretanto, a
presenca de estresses de gravidades variadas (Herman et al., 2016) ou de
persisténcia mais longa (Figueiredo et al., 2003a; Figueiredo et al., 2003b),
desregulam esse eixo de forma que, por falha no feedback, as concentragdes séricas
de CORT mantém-se elevadas, atingindo concentragdes suprafisioldgicas. Estruturas
encefalicas envolvidas em comportamentos emocionais também modulam a atividade
do eixo HPA por meio de proje¢des para o PVH (Feldman et al., 1994; Herman et al.,
2003; Mitra et al., 2009). Dentre elas, figuram a amigdala [central (CeA), medial (MeA)
e complexo basolateral (BLA)], o hipocampo [dorsal (dHPC) e ventral (vHPC)] e o
cortex pré-frontal medial (mPFC) [pré-limbico (PL) e infra-limbico (IL)] (Jankord and
Herman, 2008).

Uma vez secretados, os GCs atuam por meio de dois receptores: o receptor de
mineralocorticoide (MR) e o de glicocorticoide (GR), com uma afinidade dez vezes
maior por MR do que por GR (Reul & de Kloet, 1985; Arriza et al., 1988). Porém, em
situacdes nas quais as concentragcdes de GCs encontram-se elevadas, como apoés
uma ou mais sessdes de estresse, esses horménios atuam preferencialmente via GR
(de Kloet et al., 2005), receptores nucleares. Uma vez ativado, este receptor pode
sinalizar por meio de duas vias: genémica (classica) e ndo-genémica (Kadmiel and
Cidlowski, 2013). A via gendmica, onde o complexo GCs-GR atua como um fator de
transcrigdo, pode ser de quatro tipos: via GRE positivo ou negativo (nGRE) (elementos
responsivos a glicocorticoides), nédo-GRE, tethering e composta (Kadmiel and
Cidlowski, 2013). Todas essas modulam (aumentando ou diminuindo) a transcrigéo

de uma vasta gama de genes. Por sua vez, a via ndo-gendmica (anteriormente
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denominada rapida) ocorre por meio da ativagdo de cascatas de sinalizagédo que
incluem as proteinas quinases ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases), da
familia das MAPK (mitogen-activated protein kinases), RSKs (ribosomal protein S6
kinases), MSKs (mitogen- and stress-activated kinases) e os fatores de transcricdo
CREB (cAMP response element binding) e AP-1 (activator protein 1), importantes para

a plasticidade sinaptica (Chen and Qiu, 2001; Thomas and Huganir, 2004).

O perfil comportamental de pacientes com transtornos de ansiedade é
composto por déficits na regulagdo emocional e na extingdo de memorias aversivas
(DSM-V-TR, 2014). Esses déficits parecem ser ocasionados por alteragdes na
atividade da amigdala, hipocampo e mPFC, que integram o circuito neural envolvido
nos transtornos de ansiedade em humanos e em modelos murinos (Rauch et al.,
2006). A amigdala, mais especificamente o BLA, responsavel pela expressao
comportamental de medo e ansiedade (LeDoux, 2003; Gross and Hen, 2004),
encontra-se hiperativada em animais experimentais que apresentam o
comportamento do tipo ansioso (Roozendaal and McGaugh, 1996; Kellett and
Kokkinidis, 2004; McGaugh, 2004) e em pessoas com TEPT (Hull, 2002; Rauch et al.,
2006; Shin et al., 2006). Nesses sujeitos, esta hiperativagcédo seria decorrente da falta
de inibicdo proveniente de neurdnios inibitérios do mPFC, que se encontram
hipoativados (Milad et al., 2006; Rauch et al., 2006; Shin et al., 2006). Ja em individuos
com transtornos de ansiedade generalizada, tanto a amigdala quanto o mPFC
encontram-se hiperativados (Bishop et al., 2004; Etkin et al., 2004; Berkowitz et al.,
2007; McClure et al., 2007), demonstrando a existéncia de nuances nos padrbes de
ativacao de estruturas enceféalicas nesses transtornos mentais. Por fim, o hipocampo,
estrutura importante para o processamento espacial e contextual, parece estar
hipoativado em tarefas de memoria de cunho emocional (Astur et al., 2006).
Entretanto, embora existam estudos que avaliem o perfil de atividade da amigdala,
hipocampo e mPFC, a estreita comunicacao entre elas, assim como a participacao de

outras estruturas encefalicas, ainda nao esta completamente elucidada.

Grupos de pesquisa da area de neurobiologia do estresse, incluindo o nosso,
tém buscado entender a participacdo da sinalizacdo de GCs no sistema nervoso
central (SNC), principalmente via GR, nos efeitos do estresse no desencadeamento
de transtornos de humor (Korte, 2001; Millan, 2003; Binder et al., 2008; Binder, 2009;
Galigniana, 2012; Spijker and van Rossum, 2012; Novaes et al., 2017). Um dos tdpicos
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avaliados nos ultimos anos envolve a relagao entre neuroplasticidade (por exemplo, o
remodelamento dendritico) nessas estruturas com o aparecimento de comportamento
do tipo ansioso tardio. Esses grupos observaram que episodios agudos e/ou crénicos
de estresse promovem diferentes perfis de remodelagem dendritica: atrofia dos
neurdnios piramidais (glutamatérgicos) do mPFC e do hipocampo e hipertrofia desses
mesmos neurdnios do BLA (Vyas et al., 2002; Mitra et al., 2005; Rao et al., 2012). Este
processo de plasticidade seria mediado pelo aumento da sinalizagao dos GCs via GR
e dependente de uma janela temporal especifica para cada estrutura encefalica
envolvida. Para o BLA, é necessario um periodo de 10 a 12 dias apds o estresse
agudo ou a administragao aguda de CORT (Mitra et al., 2005; Mitra et al., 2009). Para
o mPFC e hipocampo, por sua vez, sdo necessarios 6 dias (Mitra and Sapolsky, 2008;
Kim et al., 2014). Contribuindo para o melhor entendimento da participagdo dos GCs
nesse fendbmeno, durante minha Iniciacdo Cientifica (FAPESP 2016/21559-4),
observamos ser especificamente a agdo gendmica de GR o mecanismo pelo qual
ratos desenvolvem o comportamento do tipo ansioso tardio, observado 10 dias apos
estresse agudo de contencdo de 2 horas (Novaes et al., 2022).

Transtornos como o de ansiedade generalizada e TEPT, além da ansiedade
propriamente dita, também tém como importante componente a consolidacdo de
memorias aversivas sem que haja uma extingdo eficaz das mesmas (Yehuda and
LeDoux, 2007). Em modelos animais, memorias aversivas sdo criadas a partir do
condicionamento de medo pavloviano. Nele, o animal é apresentado a um estimulo
condicionado (CS), como um contexto, juntamente ao estimulo incondicionado (US)
(nocivo; choque nas patas) de maneira que, se aprendida a tarefa, a reapresentagao
do CS por si s6, sem o US, promove o comportamento de congelamento (freezing)
neste animal (LeDoux et al., 1988; Fendt and Fanselow, 1999; Maren, 2001). A
consolidagao dessas memdrias aversivas ocorre principalmente pelo recrutamento de
estruturas como o BLA, hipocampo e mPFC. Segundo a teoria dos engramas de
memoria (Tonegawa et al., 2015), cada estrutura relacionada a memoria contém
populagdes neuronais especificas que, ao serem ativadas durante o processo de
aprendizagem (durante o condicionamento), apresentam modificagbes celulares
importantes. Na presencga do estimulo condicionado, essas populacdes celulares sédo
ativadas, o que resulta na evocagdo da memoaria aprendida. Cada um desses

engramas responde a determinados estimulos, por exemplo: na amigdala, ha
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engramas responsivos ao medo que, quando estimulados, promovem este
comportamento. O hipocampo, responsavel pela interpretagcdo do contexto, assimila
o contexto do condicionamento e o transmite até a amigdala (Maren, 2001; Fanselow
and Poulos, 2005). Esta, mais especificamente o BLA, por sua vez, promove a
aquisicao da memodria de medo ao contexto (Blanchard and Blanchard, 1972) e a
associagao entre o CS e o US (LeDoux et al., 1990; Goosens and Maren, 2001; Gale
et al., 2004). Por fim, o mPFC completa o circuito ao integrar ambas as informagdes
provenientes do hipocampo e da amigdala a fim de suprimir informacgdes irrelevantes

para aquela situagao especifica (Nieuwenhuis and Takashima, 2011).

Estudos sugerem uma funcdo modulatéria dos GCs, aumentados apos
estresse agudo, sobre a consolidagao de memdrias aversivas: altas concentragoes de
GCs promovem aumento na consolidacido de memoarias com elevado teor emocional
(McGaugh and Roozendaal, 2002; Andreano and Cahill, 2006) via efeitos n&o-
genbmicos mediados por MR e gendmicos, mediados por GR, juntamente a
sinalizagao noradrenérgica e ao aumento na transmissao glutamatérgica (Krugers et
al., 2010). Sabe-se que o estresse agudo promove aumento da liberagéo de glutamato
através das vias ndo-genomicas de GR no hipocampo (Karst et al., 2005), na amigdala
(Karst et al., 2010) e no cortex pré-frontal (Musazzi et al., 2010; Liu et al., 2010).

Apbés o estresse, os GCs promovem, no BLA, o trafego de receptores
ionotropicos do tipo AMPA (AMPARSs) para glutamato para a membrana sinaptica.
Esses AMPARs parecem ser compostos principalmente pelas subunidades GluA1 e
GIuA2 (Krugers et al., 2010; Aubry et al., 2016), importantes para a consolidagao de
memorias de medo (Conboy and Sandi, 2010; Migues et al., 2010). Entretanto, na
literatura ainda ndo sao conhecidas quais subunidades dos AMPARSs est&do envolvidas
em cada uma das etapas da memoaria (aquisi¢éo, consolidagao, evocagao), tampouco
como os GCs modulam esses receptores (Shi et al., 2001; Plant et al., 2006; Adesnik
and Nicoll, 2007). Semelhantemente, também ocorrem alteracbes na sinalizagéo
GABAérgica, com estudos apontando para a diminuicao da expressao do receptor
ionotrépico GABAA no mPFC e no dHPC (Geuze et al., 2008).

Outro componente presente nos pacientes com TEPT é o déficit na
manutencdo da extincdo da memoaria aversiva, assim como no reconhecimento de

pistas inofensivas e aversivas e na diferenciagcao entre elas (Vervliet et al., 2013;
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Wicking et al., 2016, van Marle, 2015). Em individuos saudaveis esses prejuizos nao
ocorrem da forma que comumente as memoarias aversivas sao extintas com a simples
passagem de tempo. Em modelos murinos, apds o condicionamento, o protocolo de
extingdo pode ser feito por meio da realizagdo de seguidas reexposi¢coes ao CS e,
ocorrido o retorno da porcentagem de freezing aos niveis basais, a extingdo da
memoria aversiva pode ser confirmada (Chang et al., 2009). A extingao nao representa
esquecimento, mas sim a formagao de uma nova memoaria que se sobrepde a anterior

aversiva a qual foi reexposto para que fosse ressignificada (Myers and Davis, 2007).

Esse processo de extincdo de memorias aversivas novamente envolve o
neurocircuito mPFC-hipocampo-BLA (Figura 1 — A), responsavel por diferentes
aspectos desse comportamento (Orsini and Maren, 2012; Lee et al., 2013; Ganella et
al., 2018). Nele, a atividade do BLA é regulada pelo hipocampo por meio de duas vias:
a) direta: na qual o BLA recebe projegdes excitatorias diretamente do hipocampo e; b)
indireta: na qual o hipocampo envia proje¢des glutamatérgicas para o mPFC (IL), de
onde saem projegdes excitatoérias até o BLA (Orsini and Maren, 2012; Ganella et al.,
2018) — esta comunicagao mPFC (IL)-BLA é necessaria para a extingdo da meméria
aversiva (Bloodgood et al., 2018). Por sua vez, a comunicagao entre hipocampo-BLA
parece ser importante para a evocacao da extincdo de maneira contexto-especifica
(Maren and Hobin, 2007). Quanto ao mPFC (PL), este estaria relacionado com a
expressao da memoria de medo, contrariamente a agcdo do mPFC (IL) (Burgos-Robles
et al., 2009; Sierra-Mercado et al., 2011; Milad and Quirk, 2012). Porém a literatura a
respeito das atividades especificas de cada uma dessas intercomunicag¢des ainda é
controversa, de forma que estudos recentes mostram a existéncia também de
sinapses excitatorias entre o mPFC (PL e IL), que favorecem o processo de extingéo
(Marek et al., 2018Db).

Em seguida, o BLA emite projegdes excitatérias para as massas intercaladas
da amigdala (ITC), de onde partem interneurénios inibitérios (GABAérgicos) que
atuam sobre o nucleo central da amigdala (CeA), inibindo o comportamento de
congelamento (McDonald et al., 1996; Vertes, 2004). O mPFC (IL) também apresenta
projecdes diretas para as ITC, sugestivo de uma via por meio da qual este nucleo
exerce seu efeito favorecedor do processo de extingdo. No entanto, o papel do CeA
como promotor de freezing tem sido revisto recentemente, sugerindo que suas

projecdes para a formacéao reticular e para a substancia cinzenta periaquedutal, na



29

verdade, sdo cruciais para o comportamento predatério (Han et al., 2017). Em
modelos com déficits na extincdo de memoéria aversiva, foi observada uma
hipoativagdo do mPFC que, decorrente de atrofia de seus neurdnios piramidais, falha
em inibir a atividade da amigdala hiperativada e assim promove esse déficit (Liberzon
and Sripada, 2008). O dHPC (hipocampo dorsal), responsavel pelo processamento
diferencial contextual, apresenta-se hipoativado durante as fases sintomaticas nesses
transtornos (Bremner et al., 1999). Esse € um circuito (mPFC-hipocampo-amigdala)
compartilhado entre diferentes espécies de mamiferos, incluindo roedores e humanos,
onde o mPFC (IL) dos primeiros € homélogo ao vmPFC e o mPFC (PL) ao cértex
cingulado anterior dorsal (dACC) (Figura 1 — B) (VanElzakker et al., 2014).
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Figura 1 — Neurocircuito de formagao de memdria de extingdo conhecido até o
presente momento em ratos (A) e sua equivaléncia em humanos (B)

| I
. A fearneuron - PLYPL] >7
[0 extinction neuron: IL]IL
o—< excitatory
—— inhibitory
ITC cells
CeA | —= nofreezing (?)
/\
BA
JS memory
sensory input sensory input

\/‘

AMYGDALA

Fonte: (A) adaptado pela prépria autora a partir dos trabalhos de Orsini & Maren, 2012, Lee
et al.,, 2013 e Ganella et al., 2018 e; (B) adaptado de VanElzakker et al., 2014. (A) Durante a
extingdo, o IL inibe a ativagdo do CeA por meio de neurdnios inibitérios provenientes das ITC
e de sinapses com os neurdnios de "extingdo" do BLA — que disparam frente ao EC — que se
projetam para o CeA, influenciando assim o freezing. Essa inibicdo do CeA promovida pela
via BLA-CeA ¢ ansiolitica, apresentando diminuicdo na ansiedade. Por fim, a participagédo do
hipocampo na extingdo parece ocorrer dada sua comunicacao direta e indireta com o BLA
envolvida no reconhecimento do contexto. As setas continuas e tracejadas apontam as
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projecoes fortalecidas e enfraquecidas, respectivamente. O sentido das projecbes verdes é
do circulo verde para a seta e das proje¢des vermelhas, da extremidade sem o circulo para o
losango. LA: amigdala lateral e BA: amigdala basal. (B) Equivaléncia do neurocircuito de
extingdo de meméaria aversiva em ratos e humanos no qual a partir da amigdala sao muito
similares. CeA: amigdala central; dACC: coértex cingulado anterior dorsal; HPC: hipocampo;
IL: infralimbico; ITC: células intercaladas da amigdala; PL: pré-limbico; SC: cortex
somatossensorial; vmPFC: cortex pré-frontal ventromedial.

Visto que a extingdo consiste em consolidar uma nova memoaria, a importancia
dos GCs (moduladores da expressdo génica) nessa etapa é sugerida (Barrett and
Gonzalez-Lima, 2004; Cai et al., 2006; Yang et al., 2006; Blundell et al., 2011), mas
nao completamente elucidada. Apesar de os GCs auxiliarem na consolidagao de
memorias de cunho emocional, como seria o caso da memoria de extingdo, as
diferentes fungdes dos GCs na memoadria dependem da temporalidade envolvida entre
o0 aumento nas concentragdes desses hormdnios e o processo de memdria em
questao (Kinner et al., 2016; Merz et al., 2018). Assim, a consolidagao da memoria sé
¢ facilitada pelo aumento de GCs se ele ocorrer proximo ao momento do aprendizado
(Schwabe et al., 2012). Embora haja evidéncias sobre o aumento na consolidagao de
memoria de medo por meio da ativagdo do GR apds estresse agudo, sua fungéo nas
vias de sinalizagdo downstream envolvidas na extingdo ainda ndo é conhecida. Da
mesma forma, n&o é sabido por que, mesmo com o aumento das concentragdes de

GCs, ndo ha melhora na consolidacdo da memoria de extincao.

Estudos recentes tém verificado a participacdo dos receptores ionotropicos
glutamatérgicos [AMPA e NMDA (N-metil-D-aspartato)] e GABAérgicos (GABAA),
presentes no BLA, na extingdo da memdria aversiva e, como a presenca de
subunidades especificas desses receptores melhoram sua consolidagdo. Agentes
farmacolégicos potencializadores da atividade de AMPA, tais como 4-[2-
(phenylsulfonylamino)ethylthio]-2,6-difluorophenoxyacetamide (PEPA), facilitam a
consolidagdo da memoria de extingdo a partir do aumento da expressao proteica de
AMPA com as subunidades GIuA3 e GluA4 no mPFC, especificamente — aumento
esse de forma mais expressiva do que na amigdala e na porgdo CA1 do hipocampo
(Zushida et al., 2007). Porém, na amigdala, os receptores AMPA estdo envolvidos na
mediagcdo da expressdao do comportamento de medo (freezing) e os NMDA, na
extingdo do mesmo (Zimmerman and Maren, 2010). Assim, a extingdo de memorias

aprendidas seriam principalmente NMDA-dependentes, visto que infusbes de
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antagonistas de NMDA blogueiam a extingdo de medo condicionado (Santini et al.,
2001; Liu et al., 2009).

Ratos com maiores indices de extingdo (maior redugéo do freezing) — os quais
também apresentam maior inibigdo sinaptica do CeA — tém aumento na liberagédo de
neurotransmissores e nos niveis de fosforilagdo dos receptores AMPA e NMDA no
BLA, resultando em maior eficacia na comunicacao BLA-ITC, mediada pela acado do
IL do mPFC (Amano et al.,, 2010). Conjuntamente, a aquisicdo da extingao seria
dependente da presenca de receptores do tipo NMDA compostos pelas subunidades
GIuN2B no BLA ja antes da extingdo (Sotres-Bayon et al., 2007; Sotres-Bayon et al.,
2009). Nao obstante, memorias de extingdo também sé&o dependentes da sinalizag&o
GABAérgica. Esta sinalizagdo no mPFC (IL) e no BLA (Akirav et al., 2006; Akirav,
2007) favorece o trafego de GABA para a sinapse, verificado pela upregulation de
GADG67 (enzima sintetizadora de GABA) e de seus receptores GABAa (Chhatwal et
al., 2005; Lin et al., 2009) com as subunidades a2 e B2 e pela diminuigdo do
transportador 1 de GABA (GAT1) na amigdala (Heldt and Ressler, 2007).

Contudo, mesmo apo6s a conclusao do protocolo de extingao, por vezes pode
ser observado o retorno do medo, seja pela simples passagem de tempo (recuperagao
espontanea/spontaneous recovery), por re-experienciar o US em uma situagao de alto
estresse (restabelecimento/reinstatement) ou pela mudanga de contexto, seja ela pelo
retorno ao contexto original de medo ou pela apresentacédo do US e/ou estimulos
discriminativos associados ao medo em um novo contexto (renovagao/renewal). Este
ultimo fendmeno é a ultima etapa de memoaria aqui estudada e comumente alterada
nesses transtornos consiste no fendbmeno de renovacéo (renewal), caracterizado pelo
retorno do medo condicionado em um contexto diferente daquele onde ocorreu a
extingdo (Bouton & Bolles, 1979). Ou seja, novamente € ressaltada a caracteristica
contexto-dependente da extingdo de memodria aversiva que, consequentemente,
envolve o hipocampo de forma primordial. Individuos que experienciam o renewal tém
maior ativacao, inclusive com projecées mais efetivas, dessa estrutura (Hermann et
al., 2016). Da mesma forma, artigos recentes tém demonstrado a participagdo do
mesmo neurocircuito citado anteriormente, na recidiva da memoria aversiva com
destaque as proje¢des do vHPC para o mPFC (Wang et al., 2016) e para o CeA (Xu
et al., 2016).
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A evocacao contextual de memoérias emocionais envolve a sinalizagao
hipocampo — mPFC (PL) e hipocampo — BLA, como mostrado na Figura 1 — A. Em
linha, artigos anteriores demonstraram maior marcacéo de Fos no mPFC (PL) e no
BLA, durante o renewal, em decorréncia da ativagao simultanea — ndo alternada — de
projecdes do VHPC para essas duas estruturas (Jin and Maren, 2015). Em ratificacéo
aos efeitos antagonicos entre mPFC (PL) e (IL), durante o renewal, o0 mPFC (IL)
encontra-se menos ativo (Knapska and Maren, 2009; Orsini et al., 2011) em
decorréncia de projegdes inibitérias do vHPC para o mPFC (IL) (Marek et al., 2018a).
Por sua vez, a participacdo dos GCs no renewal ainda nao esta bem estabelecida e
por vezes é relatada como contraditdria, sendo inferida na maioria das vezes a partir
da analise dos efeitos dos GCs sobre o fendbmeno de extingdo (Meir Drexler et al.,
2019). Por exemplo, alguns trabalhos mostraram que um estresse agudo prévio
previne a evocacao da memoria de extingao (Deschaux et al., 2013; Raio et al., 2014),

mas outros, o mesmo desafio impediu a ocorréncia do renewal (Merz et al., 2014).

Com isso, a literatura aponta para a importancia dos GCs, via sinalizacao de
GR, como moduladores da neuroplasticidade no BLA e nas estruturas encefalicas com
as quais ele se comunica, como mPFC e hipocampo, em situacdes de estresse. Esses
efeitos plasticos exercidos pela acdo dos GCs, que podem ser mediados pela
sinalizagcao glutamatérgica e GABAérgica, estdo relacionados com alteragdes
comportamentais como o desenvolvimento do comportamento do tipo ansioso, o
aumento da consolidacdo da aquisicado e déficits na extingdo de memorias aversivas.
Embora haja um consideravel numero de estudos acerca dessas alteragbes
biomoleculares mediadas por GCs, nédo esta claro quais efeitos bioldgicos estéao
correlacionados com cada efeito comportamental observado, tampouco com quais
alteracbes em cada componente do circuito mPFC-hipocampo-amigdala.
Considerando que o déficit de extincdo de memoaria aversiva e a renovagao ainda
constituem os principais desafios para a eficacia das terapias utilizadas no tratamento
de transtornos de ansiedade generalizada e TEPT, compreender a génese desses

fendmenos mostra-se de crucial importancia.
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7. CONCLUSAO

O estresse agudo por derrota social (SD) em camundongos, utilizado neste
trabalho, promoveu diversas consequéncias comportamentais e modificacdes
bioldgicas de nitida relevancia para o estudo de sintomas relacionados ao transtorno
de estresse poés-traumatico (TEPT). Diferentemente dos trabalhos ja publicados,
essas mudancas foram observadas ndo imediatamente apdés o estresse, mas sim
tardiamente, decorridas 72 horas. Essa avaliagdo tardia tem grande apelo para a
clinica psiquiatrica humana. Isso porque é nesse periodo que ocorrem processos de
plasticidade dos neurocircuitos envolvidos na consolidagcdo e na evocagao da
memoria aversiva e da memoria de extingdo, relacionados a permanéncia do
transtorno TEPT e ao agravamento dos sintomas. Primeiramente, cada sesséo de
exposic¢ao ao estresse por SD desencadeou 0 aumento das concentragdes séricas de
CORT, mas que apds 72 horas, retornaram aos seus valores basais. Nesse periodo,
nao foi observado o aparecimento do comportamento do tipo ansioso em decorréncia
da SD. Nossos resultados demonstram que camundongos expostos previamente ao
estresse agudo por SD, ao serem expostos a outro estressor (choque nas patas), tém
um aumento do aprendizado aversivo decorrente do estresse (self-enhanced fear
learning, SEFL). Pelo SEFL, esses animais estressados apresentam maior
condicionamento aversivo ao som e maiores respostas de congelamento (freezing)
durante a extingado a ponto de, mesmo com um ganho de extingao de igual proporgao
ao do grupo controle, essa resposta condicionada n&o retornar a seus valores basais.
Nao obstante, esse protocolo de estresse promoveu a renovagao de memoria aversiva
tanto no retorno para o contexto do condicionamento, quanto em um contexto neutro,
mas no qual estava presente a principal pista associada ao condicionamento aversivo
(som). Esses resultados novamente tém grande apelo translacional para parte da
sintomatologia do TEPT. A essas consequéncias comportamentais da extingado foram
verificadas alteragdes neurobioldgicas no circuito mPFC-BLA-hipocampo. Dentre
elas, a extincdo parece ser dependente de subpopulagdes especificas de neurdnios
do BLA e de sub-regides do hipocampo (CA1, CA3 e DG ventrais), além da diminuigdo
da ativagdo neuronal da sub-regido hipocampal CA2 dorsal direito. No BLA e no
hipocampo, os resultados obtidos por enquanto ndo nos permitem afirmar se os

neurdnios ativados sao glutamatérgicos ou néo.
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