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RESUMO

As galectinas sao proteinas ligadoras de residuos de carboidratos reconhecidas por
exercerem importantes fungdes anti e pro-inflamatdrias. No Sistema Nervoso Central
(SNC), estudos mostram que a expressao de galectina 1 nas regides CA1 e CA3 do
hipocampo se correlaciona positivamente as habilidades cognitivas visto que
camundongos mutados deficientes para galectina 1 mostraram prejuizo de
aprendizado na tarefa de labirinto aquatico e aprendizado de medo contextual.
Quanto a galectina 3, estudos mostram que regula negativamente a formacdo da
memorias dependente do hipocampo por intermédio da inibigdo da sinalizagao de
integrina e sua fosforilagdo, ademais apresenta papel neuroinflamatério. Por outro
lado a galectiina 4 foi sugerida como capaz de regular o crescimento de neuritos, a
biogénese das bainhas de mielina e o transporte axonal de glicoproteinas sinapticas,
o que confere um possivel densenvolvimento neuroprotetor da galectina 4. Ainda
nao se sabe se a galectina 4 tem acgao pro-inflamatoria ou anti-inflamatéria. Outra
proteina de interesse cientifico € a PAR-4, proteina de resposta apoptética 4, ela é
expressa ubiquamente nos tecidos com fungdo pré-apoptética, mas também
influencia a proliferacdo tumoral. Ainda sdo escassas as informagbes sobre o
envolvimento de galectinas e PAR-4 na consolidagdo de memorias. Assim, neste
trabalho, buscamos investigar o envolvimento de galectinas e proteina PAR-4 na
consolidagdo de memorias aversivas, utilizando a tarefa de medo condicionado
contextual. Para tal, camundongos machos foram treinados na terefa de
condicionamento de medo contextual e sacrificados em 30 minutos, 3 horas ou 6
horas pos treino, para analise da janela temporal de modulagéo das proteinas na
fase de consolidagdo da memodria. O treinamento na tarefa de medo condicionado
contextual envolve a exposicdo do animal a um estimulo condicionado (EC-
contexto) e a exposigdo a um estimulo incondicionado (El - choque) para que um
traco de memodria seja formada entre o reconhecimento do EC associado a um El.
Esta associagcdo € reconhecida como um parametro de formacdo de memdrias
aversivas. Apos o sacrificio dos animais nos tempos propostos, os hipocampos dos
camundongos foram homogeneizados ou parafeinizado para analise da expressao
de galectinas 1, 3, 4 e PAR-4 pelas técnicas de western blot ou imunohistoquimica,
respectivamente. Como resultados, os niveis proteicos de galectina 1, 3 e PAR-4 nos
hipocampos dos animais treinados ndo demonstraram diferenga relevante quando
comparado com o controle em quaisquer tempos avaliados. No entanto,
visualizou-se uma menor expressao de galectina 4 no tempo de 3 horas apos o
treino. Sugere-se um possivel papel neuroprotetor que condicione a redugdo dos
processos neuroinflamatérios durante a fase de consolidagdo da memoria.
Amejou-se aqui, identificar novas vias neuromoleculares importantes para a
consolidacdo de memdrias aversivas e com isso identificar novas ferramentas de
interveng¢ao para minimizar a consolidagdo destas memoarias.



Palavras-chave: Galectinas. PAR-4. Memoédria. Medo condicionado contextual.
Cognigao.
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ABSTRACT

Galectins are carbohydrate residue-binding proteins recognized for exerting
important anti- and pro-inflammatory functions. In the Central Nervous System
(CNS), studies show that the expression of galectin 1 in the CA1 and CAS3 regions of
the hippocampus is positively correlated with cognitive abilities since mutated mice
deficient for galectin 1 showed learning impairment in the water maze task and fear
learning contextual. As for galectin 3, studies show that it negatively regulates the
formation of hippocampus-dependent memory through the inhibition of integrin
signaling and its phosphorylation, in addition to having a neuroinflammatory role. On
the other hand, galectin 4 has been suggested to regulate neurite outgrowth, the
biogenesis of myelin sheaths and the axonal transport of synaptic glycoproteins,
which confers a possible neuroprotective development of galectin 4. It is not yet
known whether galectin 4 has pro-inflammatory or anti-inflammatory action. Another
protein of scientific interest is PAR-4, prostate apoptosis response 4, it is an protein
ubiquitously expressed in tissues with pro-apoptotic function, but also influences
tumor proliferation. There is still little information about the involvement of galectins
and PAR-4 in the consolidation of memories. Thus, in this work we seek to
investigate the involvement of galectins and PAR-4 protein in the consolidation of
aversive memories, using the contextual conditioned fear task. For this, male mice
were trained in the contextual fear conditioning task and sacrificed at 30 minutes, 3
hours or 6 hours post-training, to analyze the temporal window of protein modulation
in the memory consolidation phase. Training in the contextual conditioned fear task
involves exposing the animal to a conditioned stimulus ( CS - context) and exposure
to an unconditioned stimulus (US - shock) so that a memory trace is formed between
the recognition of the CS associated with an US. This association is recognized as a
parameter for the formation of aversive memories. After the animals were sacrificed
at the proposed times, the animals' hippocampi were homogenized or paraffinized for
analysis of the expression of galectins 1, 3, 4 and PAR-4 by western blot or
immunohistochemical techniques, respectively. As a result, the protein levels of
galectin 1, 3 and PAR-4 in the hippocampus of the trained animals did not show
relevant difference when compared with the control in any evaluated times. However,
a lower expression of galectin 4 was seen at 3 hours after training. A possible
neuroprotective role is suggested that conditions the reduction of neuroinflammatory
processes during the memory consolidation phase. The aim here was to identify new
important neuromolecular pathways for the consolidation of aversive memories and
with that to identify new intervention tools to minimize the consolidation of these
memories.

Key words: Galectins. PAR-4. Memory. Fear conditioning. Cognition.
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1 Introducgao

Pertencentes a uma extensa familia de lectinas, as galectinas sao proteinas
reconhecidas por se envolverem em diversas atividades biologicas, exercendo
papéis no que concerne a inflamacéo, adesao celular, diferenciacdo celular, entre
outras (BARONDES et al., 1994; BLANCHARD et al., 2016). Ha a presenca de um
dominio de reconhecimento de carboidratos que promove a ligagdo das galectinas a
B-galactosideos celulares (BARONDES et al.,, 1994). Ao todo foram descobertas
quinze tipos diferentes de galectinas (BLANCHARD et al., 2016), todavia, ao que
tange o0 SNC séo as galectinas 1, 3, 4, 8 e 9 as mais presentes.

Estudos sobre a galectina 1 (gal-1) indicaram a expressao da proteina nas
regibes CA1 e CA3 do hipocampo correlacionada positivamente as habilidades
cognitivas (SAKAGUCHI et al., 2011). Por outro lado, foi observado que ha baixa
expressdo da proteina no hipocampo de animais treinados na tarefa de medo
condicionado contextual (CHEN et al., 2017). Ademais, outro estudo relata que
niveis elevados de gal-1 induzem a expressao do fator neurotréfico do cérebro
(BDNF), promovendo no SNC a recuperacéo de lesdes, e diminui a perda neuronal
ocorrente em pacientes com a doenca de Alzheimer (QU et al., 2010).

Similarmente a gal-1, os niveis de galectina 3 (gal-3) também também se
apresentaram diminuidos apos a tarefa de medo condicionado contextual (CHEN et
al., 2017). Neste estudo foi demonstrado que ela regula negativamente a formagao
da memodria dependente do hipocampo (CHEN et al., 2017). Além disso, a gal-3 foi
exposta como molécula pré-inflamatéria aumentando o nuamero de células gliais,
macréfagos, linfécitos e citocinas no SNC (HENDERSON E SETHI, 2009).
Outrossim, os autores correlacionam seu papel pro-inflamatério com superexcitagéao
glial e declinio nas habilidades cognitivas (HENDERSON E SETHI, 2009).

De maneira distinta, sdo escassos os estudos sobre o papel da galectina 4
(gal-4) no SNC. Entretanto, foi anteriormente comprovada a sua expressao em
diversas areas encefalicas, como em areas corticais, hipocampais, neurdnios
olfativos e ganglios da raiz dorsal (STANCIC et al., 2012). Além disso, foi sugerida a
capacidade dela de regular o crescimento de neuritos, a biogénese das bainhas de
mielina e o transporte axonal de glicoproteinas sinapticas (STANCIC et al., 2012), o
que l|he confere um possivel desenvolvimento neuroprotetor. Ainda, as acdes

pro-inflamatoéria ou anti-inflamatéria de gal-4 permanecem um campo de debate na
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literatura (DA ROSA, 2021).

Outra proteina que em estudos anteriores pareceu ter um papel interessante
no ambito no SNC foi a Proteina de Resposta Apoptética 4 (PAR-4). Ela tem como
principal fung&o sua caracteristica pro-apoptotica (SELLS et al., 1997; EL-GUENDY
et al., 2003). Ela possui um dominio ziper de leucina no seu terminal carboxi que
exerce sua atividade pro-apoptética ao inibir a atividade do fator de transcricdo
NF-kB, importante para a sobrevivéncia celular, e condiciona a ativagao do receptor
de morte Fas e FasL. Em um estudo feito com um modelo animal da doenga de
Alzheimer, observou-se uma expressdo aumentada de PAR-4 em neurbnios
vulneraveis a apoptose (GUO et al.,, 1998). Entretanto, informacbes sobre o
envolvimento de PAR-4 no SNC tanto sobre processos cognitivos quanto memarias
aversivas sao ainda incipientes.

As memodrias aversivas sao facilmente criadas durante a rotina diaria, haja
visto o estresse ao qual a populacdo humana é submetida constantemente. O
estresse atual por si s6 ja foi relacionado com diversas alteragdes psicologicas e
problemas cognitivos e de desenvolvimento (MAENG et al., 2010). Modelos animais
possibilitam estudar a influéncia de moléculas na fase de consolidagdo de memdrias
aversivas.

O modelo de medo condicionado contextual € um tipo de condicionamento
pavloviano que visa formar memorias aversivas associadas a um contexto. Por
exemplo, neste teste animais sdo expostos a um estimulo incondicionado aversivo
(El), isto é, um estimulo aversivo independente que é associado a um contexto, ou
seja, um estimulo contextual (EC). Esta associacao induz a formagao de um trago de
memoria traumatica relacionado a EC-EI. A retengdo da memaria € avaliada quando
0s animais sao reexpostos ao contexto horas ou dias apds a exposigao inicial.
Animais que lembram a associagao EC-El apresentam uma maior percentagem de
respostas de medo, representadas pela auséncia de movimentos dos animais, com
excecao de movimentos respiratorios (CHAAYA et al., 2018).

Isto posto, este estudo visara avaliar o envolvimento das galectinas 1, 3, 4
PAR-4 na modulagdo da memdria de medo a partir da técnica de medo condicionado

contextual, western blot e imunohistoquimica.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Galectinas

Constituintes de uma grande familia dentro das lectinas, as galectinas estéao
associadas com diversas atividades biolégicas de apoptose, adesdo celular,
inflamacao, diferenciacdo celular, entre outras (BARONDES et al., 1994;
BLANCHARD et al., 2016).

No total existem cerca de 15 galectinas (BLANCHARD et al., 2016; VASTA,
2012) que foram nomeadas e numeradas de acordo com a ordem de descobrimento.
Elas sdo expressas em organismos multicelulares ao que tange tanto vertebrados,
quanto invertebrados (COOPER, 2002). Johannes e colegas (2018) selecionaram na
literatura e apresentaram a distribuicdo nos tecidos e espécies das galectinas e
proteinas relacionadas a galectinas.

As galectinas sao proteinas soluveis, majoritariamente nao glicosiladas, estao
presentes no espacgo intracelular no citoplasma e nucleo, onde exercem suas
funcdes bioldgicas. Entretanto, também podem ser encontradas no espaco
extracelular. Apesar de ndo apresentarem uma sequéncia signal, elas sdo capazes
de serem secretadas por um mecanismo de secregao nao-classico (COOPER, 2002)

Como representantes das lectinas, as galectinas sdo aptas a ligarem-se a
B-galactosideos de carboidratos (BARONDES et al.,1994) e assim exercerem suas
funcdes. Essas proteinas se ligam aos carboidratos por intermédio de dominios de
reconhecimento de carboidratos (CRD) conservados que estdo presentes em todas
as galectinas e é usado como critério de classificagao estrutural entre elas (YANG et
al., 2008). Yang et al. (2008) abordam as galectinas agrupando-as de acordo com a
semelhanca estrutural quanto aos CRDs e as divide em trés grupos: prototipica, tipo
tandem-repeat e o tipo quimera.

A maioria das galectinas concentram-se no grupo prototipica, sdo as
galectinas 1, 2, 5,7, 10, 11, 13 e 15. Nesta classe, as galectinas apresentam apenas
um CRD. No tipo tandem-repeat sdo caracterizadas as galectinas 4, 6, 8, 9 e 12.
Sua estrutura contém dois CRDs que sdo homdlogos em uma cadeia polipeptidica e
apresenta um ligante, de até 70 aminoacidos, que os separa. E o ultimo grupo € o
tipo quimera que tem como unica representante a galectina 3. Ao analisar a

estrutura da galectina 3, ela apresenta um CRD na regido C-terminal e difere das
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demais por conter uma regido N-terminal n&o-lectina rica em prolina e glicina que &
ligada ao CRD (VASTA, 2012; YANG et al., 2008). A estrutura das galectinas permite
que muitas delas consigam se organizar para se ligarem a varios carboidratos,
tornando-as bivalentes ou multivalentes, elas podem se organizar como dimeros e
no caso da galectina 3, que é classificada como tipo quimera, ela consegue se
organizar em pentameros (BREWER, 2002; SACCHETTINI et al., 2001), podendo
ser visto na figura 1.

Ao que tange o SNC algumas sdo marcadamente mais expressas, sao as
galectinas 1, 3, 4, 8 e 9 (STANCIC et al., 2011). Essa familia de proteinas despertou
interesse cientifico principalmente por influirem em atividades inflamatdrias e
apoptéticas que podem exercer fungdes pertinentes em condigdes fisioldgicas, como
processos cognitivos e de memoaria, mas também em processos patoldgicos como ja
observado em doengas de Alzheimer (DA) (DA ROSA et al., 2021), doenca de
Parkinson (DP) (BOZA-SERRANO et al., 2014), Isquemia cerebral (DOVERHAG et

al., 2010) e outras.

Figura 1: Classificagdo das galectinas segundo sua estrutura em: prototipica, tandem-repeat

e quimera. Organizacao espacial e ligacao a B-galactsideos.
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Fonte: SREJOVIC, I.

1.1.1 Galectina 1

A primeira galectina identificada, a gal-1, estd agrupada pela sua natureza
estrutural nas galectinas prototipicas (VASTA, 2012). Dentre suas fungdes mais

reconhecidas, ela exibiu, tanto intra como extracelularmente, a capacidade de inibir
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a adesao de células imunes, alterar a sinalizagdo e expressao de citocinas no
contexto inflamatéria (SUNDBLAD et al., 2017).

1.1.1.1 Neuroinflamacgao e atuagao em doengas neurodegenerativas

Vastamente discutida como uma molécula imunomoduladora, a gal-1 possui
diversas atividades extracelulares e intracelulares. Ela exerce fung¢des relacionadas
a atividade imunossupressora e anti-inflamatéria, seja na inflamagdo aguda ou
cronica. Para mais, a sua atuacao anti-inflamatdria € possibilitada principalmente
devido a ativagdo de macrofagos (SUNDBLAD et al., 2017).

No entanto, estudos recentes discutem seu papel para além da atividade
anti-inflamatdria e a postulam também como proé-resolutiva. No estudo de Yaseen et
al. (2020) camundongos ausentes de gal-1 demonstraram hiperinflamagao durante a
resolugdo de uma peritonite mediada por zymosan A, onde houve redugado numerica
de macrdéfagos, reducéo de citocinas anti-inflamatodrias, como a interleucina-10, e
aumento de citocinas proé-inflamatodrias, como a interleucina 12. Ademais, a enzima
pré-resolucado 12/15-lipoxigenase demorou a ser expressa em macréfagos em
contraposi¢cao aos altos niveis da proteinase 3 (PR3) no liquido peritoneal de
camundongos nulos para gal-1.

Autores do Reino Unido, Law e colegas (2020), também usaram de zymosan
para ocasionar peritonite em camundongos nulos para a proteina. Durante o estudo,
animais receberam administracdo de gal-1 recombinante e apos 24 e 48 horas do
pico de inflamacédo houve reducdo do numero de neutrdfilos. O tratamento resultou
no aumento da apoptose de neutrofilos, o que reforcgou o seu envolvimento
pré-resolutivo.

Assim como a gal-1 incita a resposta anti-inflamatéria em macroéfagos,
também gera essa resposta no sistema nervoso central a nivel de microglias
(STAROSSOM et al., 2012), mostrando, portanto, envolvimento na neuroinflamacgéo.
Starossom e parceiros (2012) avaliaram a influéncia que a proteina exerce no SNC e
0s mecanismos relacionados a ativagdo de microglia dentro do modelo animal de
esclerose multipla, a encefalomielite autoimune experimental (EAE), encontrando
que a gal-1 desativa a microglia classicamente ativada e protege da

neurodegeneragao induzida por inflamacao.
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Diversos estudiosos do nicho de estudos neurodegenerativos dissertam sobre
a importancia da neuroinflamagao em processos neurodegenerativos. Com isto, eles
puderam direcionar as galectinas como agentes de potencial terapéutico conforme o
abarcamento na inflamagao, haja vista que, é inferido que a neuroinflamagao
contribui para danos neuronais e, consequentemente, o processo de
neurodegeneracdo (RAMIREZ HERNANDEZ, et al., 2020; RAMIREZ HERNANDEZ,
et al., 2022).

Em detrimento do carater anti-inflamatorio da gal-1, esta proteina foi apontada
como molécula de potencial terapéutico, porém, ndo somente ela parece evitar a
neurodegeneragao, mas também é responsavel por estimular a secregao de fatores
neurotroficos pelos astrocitos, a exemplo do fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF) (SASAKI et al., 2004) e promover a regeneracao neuronal (ISHIBASHI et al.,
2007).

No caso da esquizofrenia como doenca neuropsiquiatrica que pode ser
degenerativa, a pesquisadora YUksel et al. (2020) realizaram uma pesquisa com
pacientes com esquizofrenia, irmaos nao afetados e controles saudaveis. Foi
relatado que os niveis séricos de gal-1 eram estatisticamente maiores nos irmaos
nao afetados quando comparado com o grupo de pacientes e o grupo controle
saudavel.

Em modelos para a DP também buscou-se avaliar a interagao da gal-1 com a
condigdo neurodegenerativa. Em um trabalho foram usadas células MN9D, uma
cultura de célula modelo para o estudo da DP. As células MN9D foram submetidas a
nocaute de gal-1, o que gerou uma reducao da propriedade de neuroprotecédo das
células T reguladoras (TREGs). Ademais, a proteina interage com CD45 dentro de
um mecanismo de contato célula a célula direcionando a transferéncia adotiva de
TREGs que protegem os neurdnios dopaminérgicos no modelo animal de DP
(HUANG et al., 2020).

Outro estudo sobre a DP mostrou que a gal-1 minimizou o estado inflamatério
ao inibir a ativagado da microglia e diminuir a secregéo de citocinas pré-inflamatorias
e outros agentes pro-inflamatorios, além de melhorar o processo neurodegenerativo
(LI et al., 2020b).

Também foram feitas pesquisas correlacionando a ligagdo da proteina com a
neuropatogénese e evolugdo da DA. Uma dessas pesquisas foi realizada por Presa

et al. (2019) em um modelo animal da DA, onde a proteina foi administrada por
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cerca de trés semanas. Os efeitos foram melhora cognitiva dos animais com DA.
Além disso, houve reducdo da ativagdo da micréglia e indicio do aumento da
depuracdo de placas B-amildides que se acumulam nas paredes vasculares
hipocampais. Esses resultados se mostram positivos, ja que o que os autores
compreendem que a neuroinflamacado e deposi¢cao de peptideos B-amildides sao

pontos chaves na DA.

1.1.1.2 Cognic&do, memoria e estresse

Chen et al. (2014) relataram que a gal-1 esta expressa em diversas regides
encefalicas como cerebelo, prosencéfalo, bulbo olfatério, zona subventricular,
neurdnios, neurénios motores, células gliais e células de Schwann. Contudo, apenas
a descoberta de sua expressao em areas cerebrais relacionadas com a formagao da
memoria encorajaram o inicio de estudos que buscam um possivel envolvimento da
gal-1 em processos cognitivos e na memoria.

Neste espectro, Sakaguchi et al. (2011) observou que essa proteina é
expressa nas regides CA1 e CA3 do hipocampo. Valendo-se do conhecimento de
que o hipocampo €& um importante local para a formagdo da memoria, os
pesquisadores buscaram avaliar a performance da gal-1 na memoaria hipocampal.
Desta forma, foram usados camundongos mutantes nulos de gal-1 (gal-1-/-) e
camundongos selvagens, os quais foram submetidos a testes de aprendizado e
memoria. Verificou-se que ao comparar os camundongos selvagens com o0s
camundongos gal-1-/- que os camundongos nulos exibiram aprendizado prejudicado
de acordo com os testes de labirinto aquatico e o teste de medo condicionado
contextual. Além disso, os autores confirmaram com outros testes que ndo houve
influéncia de outros aspectos que provocam os déficits de aprendizagem espacial e
contextual, logo, reforcando o envolvimento da galectina na memaria dependente de
hipocampo.

Contudo, na literatura s&o observadas discordancias sobre o efeito da gal-1
na formagao da memoaria. Foi abordado em um estudo ela é expressa em um tipo de
células progenitoras neurais e regula negativamente a neurogénese no hipocampo
adulto. O estudo valia-se do fato de células-tronco neuronais proliferarem no giro
dentado do hipocampo. No estudo foi confirmada a sua expressdo em células-tronco

e que ela regula o processo de neurogénese negativamente, naquela regido, em
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animais adultos (IMAIZUMI et al., 2011).

Um diferente estudo produzido por Chen e parceiros (2017) trabalhou com
ratos nulos de gal-1 e ratos selvagens, onde foi demonstrado que o treinamento de
medo condicionamento contextual diminuiu significativamente o nivel de expressao
de gal-1 na area CA1 dos animais, enquanto que os animais com nocaute
apresentaram uma boa retencdo de memdria. Logo, o que sugere uma modulagao
negativa na memoria da proteina. Nao obstante, os autores alegam que esses
dados séo discrepantes com a literatura anterior e consequentemente refletem que
outros fatores podem ter encaminhado sua pesquisa para tais resultados como a
prépria metodologia empregada. O que néo torna claro se sua presenca prejudica a
formagao da memoaria.

Outro objeto de pesquisa da neurociéncia também foi avaliado e
correlacionado com a implicagdo da gal-1, o estresse. Um estudo trabalhou com
animais nulos para a proteina, neste caso, camundongos, e os submeteram a testes
comportamentais como teste do campo aberto, teste de natacéo forgcada, teste de
suspensao da cauda e teste de enterrar marmore. A comparagéo dos animais nulos
com animais selvagens permitiu discernir que os animais sem expressao de gal-1 se
mostravam prejudicados ao enfrentar o estresse. Além do mais, a auséncia da
proteina aumentava o comportamento compulsivo. Por conseguinte, os autores
sugeriram que pode existir envolvimento de gal-1 com a neurobiologia da depressao

e do comportamento obsessivo-compulsivo (SARTIM et al., 2020).

1.1.2 Galectina 3

Classificada estruturalmente como do tipo quimera, a gal- 3 apresenta
possibilidade de formar pentdmeros e fazer ligagbes com diversos carboidratos
concomitantemente (YANG et al., 2008). Ela possui diversas fungdes. como adeséao
celular, apoptose, migragao, sobrevivéncia e proliferacao celular, respostas imunes e
inflamac&o. Esta presente em compartimentos intracelulares e também pode ser
secretada para o espaco extracelular, exercendo fungdbes em ambos o0s espagos
(DONG et al., 2018; RAHIMIAN et al., 2018).
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1.1.2.1 Principais fungdes no sistema nervoso central e atuagdo em doencgas

neurodegenerativas

A gal-3 é expressa em diversos tecidos do corpo e mostrou que também é
expressa no SNC. Yoo et al. (2017), um grupo de pesquisadores da Republica da
Coreia, averiguaram que nado somente ela é expressa em células ependimarias,
astrécitos da zona subventricular (COMTE et al., 2011) e oligodendrdcitos em
desenvolvimento (Pasquini et al., 2011). O estudo focou no cérebro de ratos e
verificou a expressdo da gal-3 em varias areas hipotalamicas, locais relacionados
com essas areas hipotalamicas e com o sistema nervoso auténomo. Ja Chen et al.
(2017) avaliaram especificamente a sua expressao no cortex frontal, bulbo olfatério,
corpo estriado, amigdala e hipocampo. Neste caso, a expressao de gal-3 é cerca de
2,5 a 6 vezes maior no hipocampo do que nas demais areas.

No SNC, a proteina demonstrou estar envolvida em diversos processos
fisioloégicos e patoldgicos (SREJOVIC, 2020). No desenvolvimento normal do SNC
trabalhos sugeriram a sua atuagao na estimulagdo do crescimento de neuritos,
adesao de células, migracdo de neuroblastos e diferenciagdo de oligodendrécitos
(SHIN, 2013).

Por exemplo, no estudo de Pasquini et al. (2011) foram utilizados
camundongos nulo para gal-3 e camundongos selvagens, onde avaliaram a
expressdo da proteina nos estagios de diferenciagdo dos oligodendrécitose e a
frequéncia de mielinizagdo dos axénios e as lamelas de mielina. Logo, foi visto que a
gal-3 é expressa em varios estagios de diferenciacdao pelos oligodendrécitos,
promovendo a sua diferenciagdo. Este ultimo € necessario também a atuacao de
microglias e astrocitos. Além disso, tanto a mielinizagdo era menor nos axénios dos
animais deficientes da proteina, quanto a mielina também se apresentava mais
frouxa quando comparada com os animais selvagens. Desta forma, a gal-3 promove
diferenciacao de oligodendrocitos e mantém a integridade da mielina e sua funcéao.

O papel mais estudado da gal-3 no SNC é sua atuagao inflamatéria, pois ela
promove ativacdo de microglia (RAHIMIAN et al., 2021). Logo, diversas sinalizagbes
foram estudadas buscando entender os mecanismos pelos quais ela exerce seu
efeito pré-inflamatério. Outro mecanismo seria o proposto por Boza-Serrano et al.
(2019), através de seus achados, inferem que a proteina se liga ao receptor

expresso nas ceélulas mieldides 2 (TREM2) levando a inflamagao por intermedio de
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células mieloides como neutréfilos, mondcitos e macréfagos. Também Burguillos et
al. (2015) demonstrou que a gal-3 se liga ao receptor toll-like 4 (TLR4) que € um
receptor candnico na resposta inflamatoria.

Ao desempenhar um papel pro-inflamatério, a galectina foi estudada sob
diversas condi¢des patoldgicas. Isto pois, as doengas neurodegenerativas tem como
elemento chave a neuroinflamacgéo, sugerindo que a gal-3 pode exercer um papel
crucial no desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. Ela foi estudada
dentro deste aspecto correlacionando-a com doengas como a esclerose multipla, DP,
DA e outras (GE et al.,, 2022; RAHIMIAN et al., 2021; SREJOVIC et al., 2020).
Todavia, é importante enfatizar que, segundo autores, a gal-3 pode atuar com papel
dual dentro da patogénese de diversas doengas neurodegenerativas (RAHIMIAN et
al., 2019)

Um estudo focado para a esclerose multipla investigou a atuagdo da gal-3
através do modelo de encefalomielite autoimune experimental (EAE) em
camundongos, mostrou que a deficiéncia da proteina minimizou a EAE devido
devido a atenuagdo da inflamacdo do SNC, onde a expressao de citocinas
pré-inflamatérias se encontrava reduzida e houve polarizacdo Th2 das células
dendriticas (JIANG, 2009). Ademais, a gal-3 ja havia se mostrado aumentada em
macrofagos e micrdglias nos locais com injurias (REICHERT, ROTSHENKER, 1999).
Para mais, Rotshenker (2009) posteriormente visualizou que ha uma expressao
aumentada de gal-3 na microglia que fagocita a mielina e, ao contrario, animais
nulos da proteina tiveram inibicdo das microglias que fagocitam mielina, o que
consequentemente piora a degeneragao.

Na DP, a expressao de gal-3 foi encontrada aumentada em pacientes com a
doenca, relacionando-se com a gravidade clinica da doenca (WU et al., 2021). Em
oposigao, quando a galectina foi inibida ou houve delegdo do gene da proteina, se
obteve inibicdo da microglia mediada pela a-sinucleina e redugao da expressao de
citocinas pro-inflamatérias (SREJOVIC, 2020). Estes achados tornam clara, para os
autores, a possibilidade da gal-3 atuar em novas alternativas terapéuticas na DP.

Quanto a DA, uma série de pesquisadores analisaram que a gal-3 promove a
ativagcdo da microglia e atua como proteina pro-inflamatéria o que favorece a
neuroinflamacao que possui carater essencial na doenga (BOZA-SERRANO et al.,
2019; RAMIREZ et al., 2019; SEKI et al., 2020). Nado apenas a expresséo dessa

proteina esta aumentada na doenga, quanto a auséncia de galectina ou inibigao dela
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gerou, consequente, diminuicdo da inflamacéo (BOZA-SERRANO et al., 2019). Além
disso, a auséncia de gal-3 promove menor sedimentacao de peptideos B-amildides
e consequentemente placas B-amiloide menores. Em contrapartida, a presenca da
gal-3 esta associada com placas maiores BOZA-SERRANO et al., 2022) Esses
achados foram concomitantes com uma melhora cognitiva dos camundongos do
estudo (BOZA-SERRANO et al., 2019). Outros autores também avaliaram que a
gal-3 é responsavel por promover oligomerizagdo de peptideos B-amildides, mas
também toxicidade in vivo (PUIGDELLIVOL et al., 2020; TAO et al., 2020).

1.1.2.2 Cognigao, memoria e estresse

O ramo da pesquisa que estuda a cognigdo apropriou-se da gal-3 como um
possivel alvo terapéutico, principalmente devido sua expressao a nivel hipocampal e
o papel do hipocampo na aprendizagem e na memoria. Foi visto anteriormente que
danos ao hipocampo afetam prejudicialmente as habilidades cognitivas, refletindo
isto na aprendizagem e na memoria espacial e contextual (GIOVANELLO et al.,
2009; HITTI; SIEGELBAUM, 2014; MORRA et al., 2009).

Tendo isso em vista, Lowther et al. (2020) objetivaram verificar se o volume
hipocampal poderia ser predito de acordo com os niveis séricos da proteina. Os
autores obtiveram uma predicdo significativa dos niveis de gal-3 com o volume
hipocampal esquerdo, porém o resultado ndo foi significativo com o hemisfério
esquerdo. Diante da atividade pro-inflamatéria dessa proteina, os pesquisadores
sugeriram que ela pode se tornar um possivel biomarcador. Este pensamento é
justificado, pois os biomarcadores neuroinflamatorios ja sdo conhecidos por estarem
relacionados com o volume cerebral e hipocampal (GU et al., 2017). Assim, o estudo
de Lowther et al. (2020) reforga o que foi visto anteriormente na literatura por
Henderson e Sethi (2009) que ja direcionavam a natureza inflamatéria da gal-3 como
importante dentro do declinio das habilidades cognitivas e superexcitagao glial.

Além disso, como foi visto anteriormente, ela é expressa em diversas areas
cerebrais como o coértex frontal, bulbo olfatério, corpo estriado, amigdala e
hipocampo. O estudo de Chen et al. (2017) mostrou que a sua expressao no
hipocampo pode ser de até 6 vezes maior comparado com as outras areas citadas,
como pode ser visto na figura 2. Também foi discriminado que a proteina regula

negativamente a memoria contextual de medo e a formagdo da memoria espacial
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através da inibigdo da sinalizagao da integrina a3. Neste estudo, ratos que passaram
pelo treino de medo condicionado contextual, treinamento espacial ou mesmo
injecdo de N-metil D-Aspartato (NMDA) na area CA1 apresentavam diminuicao
significativa da sua express&o. Enquanto que ratos nulos de gal-3 apresentavam
prejuizo da memoria, além da maior retengdo da memoria de medo e espacial.

Além disto, ainda no trabalho de Chen et al. (2017) viu-se que o mecanismo
que regula negativamente a memoria ocorre por intermédio da inibicdo da
sinalizagcdo da integrina a3 que se apresentava diminuida apos o treino de medo
condicionado contextual. Para mais, niveis menores de gal-3 fosforilada na serina da
posicao 6 (Ser-6) foram encontrados apds o treinamento de condicionamento de
medo. Ao bloquear a fosforilagdo da galectina na serina obteve-se uma melhora da
memoéria de medo. Logo, a inibigdo da sinalizagao da integrina a3 e fosforilagdo da
galectina parecem ser 0s mecanismos que a gal-3 exerce para regular
negativamente a memoaria dependente do hipocampo, tornando-a um biomarcador
com potencial em novas terapéuticas voltadas ao declinios cognitivos e
mnemaonicos.

Além da gal-1, um mesmo estudo também avaliou o envolvimento da gal-3 no
estresse. Neste trabalho, os animais com nulos da proteina 3 demonstraram
prejuizos ao enfrentar o estresse quando comparados com 0s animais selvagens.
Para mais, a deficiéncia da proteina estava correlacionada com o aumento do
comportamento compulsivo. Logo, os pesquisadores informam que a gal-3 esta
ligada a neurobiologia da depressdao e do comportamento obsessivo-compulsivo
(SARTIM et al., 2020) .

Figura 2: A) Analise de Western blot com a express&do das galectinas 1, 3 e 7 no bulbo
olfatério (OB), cortex frontal (CF), estriado (ST), amigdala (Amy) e hipocampo (Hip) no
cérebro de rato. B) Analise quantitativa do western blot para as galectinas 1, 3 e 7. C)

Imunohistoquimica focada na galectina 3 na regido CA1 do hipocampo de rato e NeuN.
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1.1.3 Galectina 4

Classificada dentro das galectinas como tandem-repeat devido sua
configuragdo estrutural, a gal-4 apresenta dois CDRs que s&o passiveis de
ligarem-se a diferentes carboidratos simultaneamente (VASTA, 2012). Tal
caracteristica permitiu implicar que ela estabiliza jangadas lipidicas, isto pois, ela
possui afinidade e se liga a glicoproteinas sulfatadas e glicoproteinas nao sulfatadas
e nao siallados concomitantemente com a ligacdo com glicoesfingolipideos
(BREWER et al., 2002). Ademais, a proteina desempenha atividades importantes

como na progressao tumoral, trafego apical de proteinas, cicatrizacdo de feridas,
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adesao celular, inflamacéao intestinal e outras que foram revisadas por Cao e Guo
(2016).

1.1.3.1 Inflamacéo

Dentre as atividades biolégicas mais caracteristicas das galectinas esta o
envolvimento da familia em mecanismos inflamatérios (BLANCHARD et al., 2016).
N&o obstante, a gal-4 ndo se consolidou em um papel dentro do contexto da
inflamac&o. Um dos estudos realizados com um modelo de colite experimental
divulgou que ela incitou a apoptose de células T da mucosa, em contraposi¢cao
quando a proteina foi bloqueada por oligonucleotideos antisense houve reducéo da
morte de células T. Para mais, reduziu-se a secrecao de citocinas pré-inflamatérias
como interleucina 7 (IL-7) e melhorou a inflamag¢&o da mucosa (PACLIK et al., 2008).
Apontando, assim, a galectina como molécula anti-inflamatéria, ao menos, no ambito
intestinal.

Por outro lado, foi demonstrado anteriormente em uma pesquisa, também
voltada a regido intestinal, que a gal-4 é responsavel por ampliar a producédo de
interleucina 6 (IL-6) por intermédio de células T CD4 + em condigbes intestinais
inflamatdrias. Isto coloca essa proteina como pré-inflamatéria, uma vez que houve
agravamento da colite crénica e prolongou-se a recuperagao da lesao intestinal
aguda (HOKAMA et al., 2004). Assim, ha uma incerteza se a gal-4 pode assumir
ambos papéis, pro-inflamatéria e anti-inflamatéria, ou se existem outros interferentes
que justificam a discrepancia. Ademais, nao existem estudos suficientes que

respondam adequadamente ao dilema.

1.1.3.2 Atuagao no sistema nervoso central

Embora os estudos que concernem a gal-4 majoritariamente a estudem
correlacionando-a ao trato gastrointestinal (BRINCHMANN et al., 2018), ela também
€ expressa no SNC. Storan e colegas (2004) alegam que ela € expressa por axdnios
olfatérios primarios ao longo de seu crescimento da cavidade nasal para o bulbo
olfatério. Também esta presente a nivel de coértex, hipocampo, ganglios da raiz
dorsal (STANCIC et al., 2012), além dos oligodendrocitos (WEI et al., 2007).
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Entretanto, a expressdo em areas cerebrais ndo ocorre aleatoriamente segundo
Velasco et al. (2013). E possivel ser encontrada dentro de segmentos intracelulares
e associados, mas também pela extensdao da superficie axonal dos neurdnios
corticais e hipocampais.

Mediante sua afinidade por glicoproteinas sulfatadas e terminais nao
sialilados de N-glicanos, a gal-4 regula a adesao de células aos componentes da
matriz extracelular (MEC). Além disso, ela exerce um papel interessante no trafego
da membrana de axénios por intermédio da molécula de adesdo de células
neuronais (NCAM) L1. Isto pois, a NCAM L1 possui extremidades de ramificacao de
N-acetillactosamina (LacNAc) de L1 N-glicanos nos axénios, locais os quais a
proteina se liga com especificidade e sao essenciais para regular o processo de
transporte axonal de glicoproteinas sinapticas (VELASCO et al., 2013). Nao
obstante, ela também influi no crescimento de axénios. Foi provado que a gal-4
também aumenta o numero e o tamanho do agrupamento de NCAM L1 na
membrana do axénio (VELASCO et al., 2013).

Um trabalho de Stancic et al. (2012) avaliou outro papel da gal-4 no sistema
nervoso central ao demonstrarem sua expressao durante a diferenciagdo de
oligodendrdcitos, o que também os orientou a questionarem sobre uma provavel
habilidade dela de regular a diferenciacdo de oligodendrécitos e também o processo
de mielinizagdo. Diez-Revuelta et al. (2017) reforga a veracidade das hipoteses e
direciona a atividade da gal-4 na mielinizagao ao afirmar que ela inibe a mielinizagao
quando se liga aos oligodendrécitos pré-mielinizantes.

Ainda ao que tange o sistema nervoso central, essa proteina foi alvo de
pesquisa com pacientes com DP em estagio inicial, estagios avangados e um grupo
controle. No estudo foi visto que os pacientes do estagio inicial possuiam niveis
séricos mais baixos ao comparar os pacientes de estagios mais avangados. Ja
quando comparou-se 0 grupo controle saudaveis com os pacientes, os primeiros
apresentavam menores niveis séricos de gal-4. Através da analise de curva ROC os
autores propuseram que a proteina apresenta potencial como marcador ndo invasivo
como ferramenta para identificagdo da DP e estagios avancados da doenga
(CENGIZ et al., 2019).
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1.2 Proteina de resposta apoptotica 4

Proteina de resposta apoptética 4 (PAR-4) é uma proteina da classe de
proteinas PAR. Essa proteina também é nomeada como proteina de resposta de
apoptose da préstata 4, haja visto, que sua identificagdo deu-se em células
cancerigenas de prostata em apoptose (SELLS et al., 1994). Ela é expressa
globalmente expressa nos tecidos e localiza-se majoritariamente no citoplasma
(SELLS et al., 1997; EL-GUENDY et al.,2003).

Ela € uma proteina de aproximadamente 40 kDa que apresenta em sua
estrutura um dominio ziper de leucina no seu terminal carbéxi que é conhecido como
dominio de morte da proteina e é responsavel pela interacdo da PAR-4 com demais
proteinas (EL-GUENDY et al., 2003).

E capaz de promover a apoptose por via intrinseca e extrinseca. Seu dominio
ziper de leucina atua inibindo a atividade do fator nuclear KB (NFKB) que é
importante para a sobrevivéncia celular, mas também direciona a ativacdo do
receptor de morte Fas e FasL. Em detrimento disto, a PAR-4 é capaz de regular a
regressao da proliferacdo tumoral (EL-GUENDY et al., 2003).

Sua atividade supressora de tumor culminou em diversos estudos que
avaliaram os efeitos da PAR-4 dentro do processo carcinogénico humano como no
cancer de colon, cancer de pancreas, cancer de mama, renal, glioma e outros (LEE
et al.,, 2010; NGUYEN et al., 2017; SHRESTHA-BHATTARAI et al, 2013; ZHUANG et
al., 2011).

1.2.1 Principais Fung¢bes no Sistema Nervoso Central

Embora a proteina PAR-4 esteja presente a nivel de SNC e envolvida em
processos neurodegenerativos, pouco se sabe de fato sobre os mecanismos
neuromoleculares aos quais a proteina pode estar envolvida nesses processos
(GUO et al., 2001). Foi incutido que ela pode exercer uma atividade pro-apoptoética
na morte tumoral de doencas como a DA, DP, no acidente vascular cerebral,
esclerose lateral amiotrofica e outras (CULMSEE et al., 2001; DUAN et al., 1999;
GUO et al., 1998; PEDERSEN et al., 2000). Todavia, poucos estudos conseguiram
construir um esclarecimento de como ela atua nessas doengas. Algumas das

doencas melhores descritas sdo retratadas a seguir.
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A proteina PAR-4 foi avaliada dentro da neuropatogénese da esquizofrenia
devido seu papel na sinalizagdo com o receptor da dopamina DA2 (D2DR) (PARK et
al., 2005). No trabalho de Amar et al. (2008), cérebros post-mortem foram estudados
no formato de linhagens celulares derivadas de linfécitos (LDCL) de pacientes com
esquizofrenia e a expressdo protéica foi avaliada por western blot. Apesar da
hipotese sugerida pelos autores sobre o envolvimento da PAR-4 na esquizofrenia
juntamente com outras proteinas, os niveis proteicos de PAR-4 ndo demonstraram
diferencga significativa. Outros estudos também avaliaram o seu gene em populagdes
japonesas e chinesas com esquizofrenia. O estudo de pacientes japoneses né&o
apontou variagdo no gene PAR-4 (KISHI et al., 2008), enquanto que os pacientes
chineses com esquizofrenia possuiam dois polimorfismos de nucleotideo unico
missense do gene (WANG et al., 2008).

Os estudos sobre a proteina na modulacdo da dopamina mostraram-se mais
promissores quando estudados dentro do campo da depressao. Foram feitos testes
de nado forgado e suspensao da cauda em camundongos mutantes para PAR-4.
Esses modelos foram usados para o estudo da depressao desses animais e foi-se
constatado comportamentos de congelamento nos testes, o que conferem
comportamentos anémalos. Os autores créem que o0s camundongos mutantes
apresentavam uma sinalizagdo D2DR prejudicada e que isto justifica a resposta
comportamental referente a depressao (PARK et al., 2005).

Outro estudo verificou os niveis proteicos de PAR-4, DADR e calmodulina
pelo método de western blot usando-se do cértex temporal do cérebro de individuos
post-mortem com esquizofrenia, depressdao maior e transtorno bipolar. Foi
constatado, com isso, que a proteina se encontrava reduzida em 67% ao compara-la
com controles normais ao que refere-se o grupo com depressédo maior. Isto reforga o
envolvimento da PAR-4 com a sinalizacdo da D2DR que parece se encontrar
alterada na depressao maior, ja apontada por Park et al. (2005).

Focando-se em outra doenca neurodegenerativa, a DA foi investigada por
diversas Opticas quanto a uma plausivel participagdo da PAR-4 na doencga.
Valendo-se da morte neuronal presente na neuropatogénese da DA (JAYARAMAN
et al., 2021) e o papel pro-apoptotico da proteina (SELLS et al., 1994), pesquisas
verificaram um possivel papel direto da PAR-4 na DA.

Um dos modelos de DA que foi estudado por Guo e colegas (1998)

demonstrou que PAR-4 tem sua expressdo aumentada em neurdnios vulneraveis a
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apoptose.

Outro trabalho baseou-se na mutagcéo de genes que codificam a presenilina 1
(PS1), o que gera desregulacdo da homeostase do calcio do reticulo
endoplasmatico. Essas mutagdes forjam diversas consequéncias como a
perturbacdo da homeostase de calcio sinaptico que leva a ativacdo de cascatas
pro-apoptéticas relacionadas com a producdo de PAR-4, além de ativacdo de
caspase e disfungao mitocondrial (MATTSON et al., 2001). Neste caso, os casos de
DA causados pela mutagdo da PS1 podem ter a PAR-4 como um elemento
importante que se regulado poderia diminuir a morte neuronal.

Posteriormente, a PAR-4 foi estudada associadamente com a ceramida, onde
a elevacao de ceramida e expressao de PAR-4 incitaram apoptose em células
progenitoras neurais (BIEBERICH et al., 2003; BIEBERICH et al., 2004). Em
continuidade, Wang e parceiros (2012) demonstraram que o peptideo beta amildide
que tem papel chave na doenca de Alzheimer conduz a secrecido de PAR-4 e
ceramida por astrocitos. A exposicdo dos astrécitos ao peptideo amildide gera a
secregcao de exossoma, vesiculas lipidicas que se mostraram preenchidas por
PAR-4 e ceramida, que séo liberadas e antecedem a morte glial. Os autores
hipotetizaram que a secregdao de exossomos sirva como um meio de eliminar dos
astrocitos o maximo de PAR-4 e ceramida pro-apoptoticos. Assim, os autores
apontam um novo mecanismo pro-apoptético por intermédio de exossomos

liberados apds a exposic¢ao a proteina amildide.

1.3 Memoria

Defini-se “memdéria® como a “faculdade de reter ideias, sensacgdes,
impressdes, adquiridas anteriormente”. Durante a vida cotidiana o ser humano é
exposto a diversos estimulos diariamente e interage com uma quantidade
significativa de informagdes que sao essenciais para realizar desde atividades
simples até trabalhos complexos, além da formacdo da propria identidade. A
capacidade de adquirir informacdes, armazena-las e evoca-las quando necessario €
0 propoésito da memoria.

Robertson (2002) classifica a memoria inicialmente em dois tipos: as
memorias explicitas e implicitas. As explicitas sdo as memorias conscientes,

enquanto que as implicitas sido informacdes e experiéncias que se obtém e
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recuperam de maneira inconsciente. Além disso, as memoarias explicitas também
sdo classificadas de acordo com o tempo como a memoria de curto prazo que pode
durar segundos, minutos ou horas e a memoria de longo prazo que pode perdurar
por anos (MCGAUGH, 2000).

A formacdo da memodria depende da integragdo de circuitos neuronais que
processam a informacéao para diferentes regides cerebrais até seu armazenamento.
As memoérias a longo prazo para serem formadas passam por uma fase de
consolidagdo que consiste em um momento onde as informacgdes s&o estabilizadas,
priorizadas e podem ser transformadas em novas experiéncias. A consolidacéo
ainda é representada por dois niveis processuais: a consolidagdo celular e a
consolidagao de sistemas (DUDAI et al., 2015)

A consolidagao celular € o nivel onde ocorrem mudangas na estrutura de
sinapse. Por outro lado, a consolidagcdo em nivel de sistemas se faz através das
alteragdes na distribuicdo das representacbes da memoria nas regides do cérebro
(DUDAI et al., 2015; FRANKLAND; BONTEMPI, 2005; KANDEL et al., 2014). Nokia
e Pebttonen (2022) trazem as regides do neocortex, o talamo e o hipocampo como

base para a consolidagao da memodria.

1.3.1 Medo Condicionado Contextual e o Estudo das Memoarias Aversivas em

Roedores

Tendo em vista o padrdo de vida moderno do ser humano do século XXI a
vivéncia em sociedade estd cerceada de frustragbes diarias que envolvem os
ambitos profissional, econémico, educacional, sanitario, social e pessoal.

Apesar de evolutivamente o estresse ter apresentado papel crucial para a
sobrevivéncia humana, a exposicdo excessiva aos diversos eventos que envolvam
algum grau de frustracdo tem acarretado altas cargas de estresse. Dentro deste
contexto, eventos que induzem estresse apds algum trauma intensificam a
consolidagdo de memorias traumaticas (BREWIN, 2018).

As memodrias traumaticas operam como Shohamy e Adcock (2010), que as
descrevem como a capacidade de selecionar especificamente as informacdes
relevantes e armazena-las em prol de se adequar a situagdes de risco e superar
situagdes problematicas baseadas em experiéncias anteriores.

Nao obstante, niveis demasiados de estresse foram relacionados com
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alteragdes psicoldgicas e problemas de cognigdo e desenvolvimento (ADHIKARI et
al.,, 2010; ROOZENDAAL et al., 2003). S6 no Brasil, o transtorno de estresse
pés-traumatico afeta 45,5% da populacdo e cerca de 86,5% apresentavam
ansiedade, porém as alternativas terapéuticas adequadas permanecem
desconhecidas (BRASIL, 2020).

A fim de estudar a formacgdo e consolidagdo de memorias aversivas em
roedores, um modelo pavloviano € bastante adotado conhecido como medo
condicionado contextual (CHAAYA et al., 2018; FANSELOW, 2010; MAENG et al.,
2010). O teste de medo condicionado contextual € baseado na exposigdo de
roedores a dois tipos de estimulos paralelamente.

O primeiro estimulo é o estimulo condicionado sendo um estimulo
originalmente neutro, como um som ou uma informagéao visual. O segundo estimulo
€ o estimulo incondicionado que projeta-se como um estimulo aversivo ao animal
como um choque elétrico. Na presenca no estimulo aversivo € comumente
observado um comportamento de congelamento pelos animais (MAREN, 2001).

O teste de medo condicionado contextual € um modelo de condicionamento
pavloviano bastante empregado para o estudo de memdérias aversivas em roedores
(CHAAYA et al., 2018). Ele funciona para que memorias traumaticas sejam
associadas a um contexto, este contexto que inicialmente era um estimulo neutro.
Por exemplo, o animal é exposto a algum estimulo sensorial como uma imagem,
sendo este o estimulo contextual que é um estimulo originalmente neutro, ao mesmo
tempo que é exposto a um estimulo aversivo como um choque elétrico. O método
funciona de maneira a combinar os dois estimulos e promover a associacao entre
ambos pelo animal. Em condi¢des de estimulo aversivo o animal usualmente
responde com imobilidade. Ao associar os estimulos, mesmo ao ser submetido
exclusivamente ao estimulo condicionado, ou seja, sem o estimulo aversivo, o
animal reage com uma resposta de imobilidade demonstrando a formagado da
memoria aversiva associativa (CHAAYA et al., 2018; LEDOUX, 2014; MAREN et al.,
2013).

Sem embargo, ainda ndo é totalmente claro quais sdo os mecanismos
neuromoleculares intrinsecos na formacdo de memoarias traumaticas. Desse modo,
compreender a neurofisiologia da formagdo das memoérias aversivas pode
condicionar o descobrimento e utilizacdo de medidas terapéuticas eficientes para o

tratamento de individuos com transtorno do estresse pds-traumatico e estresse
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar se as galectinas 1, 3, 4 e a proteina PAR-4 estdo envolvidas na

consolidacdo de meméarias traumaticas.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar se galectinas 1, 3, 4, e PAR-4 estao expressas no hipocampo de
camundongos submetidos ao treino da tarefa de medo condicionado
contextual,

- Avaliar por western blot, se ha alteracdo significativa da expressado de
galectinas 1, 3, 4 e PAR-4 no hipocampo de camundongos submetidos ao
treino da tarefa de medo condicionado contextual;

- Avaliar por imunohistoquimica, se ha alteragao significativa da expressao de
galectinas 1, 3, 4 e PAR-4 no hipocampo de camundongos submetidos ao
treino da tarefa de medo condicionado contextual,

- Determinar a janela temporal de expressao de galectinas 1, 3, 4 e PAR-4 no
hipocampo de camundongos submetidos ao treino da tarefa de medo

condicionado contextual.
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3 METODOLOGIA

3.1 Desenho Experimental

A priori, camundongos machos foram submetidos a técnica de medo
condicionado contextual. Adiante, os animais foram sacrificados apds o treino
através de deslocamento cervical em diferentes janelas temporais nos tempos de 30
minutos, 3 horas e 6 horas pos treino. Desta forma, visou-se analisar a expressao de
galectinas e PAR-4 na consolidacdo da memdria aversiva nos diferentes janelas
temporais.

Seguida a eutanasia, os hipocampos dos animais foram extraidos e
armazenados a -80°C. Um grupo de animais teve seus hipocampos
homogeneizados utilizando tampao de lise celular com inibidores de protease, para
a técnica de western blot. Enquanto que um segundo grupo de hipocampos foram

parafinizados para a técnica de imunohistoquimica.

3.2 Animais

Foram utilizados camundongos machos, adultos, de 6 — 8 semanas, de
25-40gq, fornecidos pela Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os animais
foram mantidos no biotério climatizado (22-26°C, umidade constante) e submetidos
a um ciclo de iluminagao de 12h claro / 12h escuro. Receberam ragao padronizada e
agua fresca fornecidas ad libitum. Os animais foram mantidos no biotério do
departamento de Fisiologia e Farmacologia na UFPE. Os experimentos foram
conduzidos de acordo com o processo aprovado pelo comité de ética animal da
Universidade Federal de Pernambuco de numero 0013/2020 CEUA/UFPE. Todos os
procedimentos experimentais com animais vivos envolveram o minimo de

desconforto ou sofrimento.

3.3 Medo Condicionado Contextual

O teste de medo condicionado contextual é realizado em um aparelho de

condicionamento de paredes de acrilico, parede frontal de vidro e o assoalho

formado por barras de metal, que conduzem corrente elétrica quando acionada
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externamente. Pode-se controlar tanto a intensidade dos impulsos elétricos quanto
sua duragdo. Para o teste, os animais foram condicionados ao aparato onde
permaneceram por 6 minutos, semelhante ao que foi realizado por Da Rosa et al.
(2012), com algumas alteragbes. Assim que adentra o aparato o camundongo é
deixado livre no espacgo para exploragao por cerca de 3 minutos. Apés o periodo de
exploragédo, uma corrente elétrica foi ligada e o animal a percebe através das grades
de metal como um choque elétrico. Nesta técnica, o intuito é gerar um estimulo
incondicionado (El) aversivo que corresponde ao choque elétrico e o associa-lo a um
contexto, o estimulo contextual (EC), neste caso associa-se ao ambiente em que
estd inserido, ou seja, o aparelho de condicionamento (PAMMI; SRINIVASAN, 2013).

Em totalidade foram disparados trés choques elétricos, cada choque consistia
em uma corrente de 0.6 mA e com duragéo de 2 segundos (CANTO-DE-SOUZA;
MATTIOLI, 2016), com intervalo de 50 segundos entre os choques administrados.
Os animais permaneceram na caixa de condicionamento por 60 segundos apds o
término dos choques. Para o teste de medo condicionado contextual, 24 horas apos
o treinamento (apresentacdo aos contextos) os animais seriam reexpostos ao
aparato e suas respostas de imobilidade seriam contabilizadas. As respostas de
imobilidade representam um maior tragco de memoéria formada entre a associagao
EC-ElI (MAREN et al.,, 2013). Para este trabalho, ndo houve teste do medo
condicionado contextual, 24h apds o treino, uma vez que, o objetivo do trabalho € a

analise da fase de consolidagdo da memoria (pds-treino).

3.4 \Western Blot

Apds o teste de medo condicionado contextual os camundongos foram
sacrificados por deslocamento cervical. A ordem de sacrificio foi de acordo com a
divisdo dos trés grupos de tempos, assim, os animais foram sacrificados ap6s 30
minutos, 3 horas e 6 horas findo o treino. Seguido do sacrificio dos animais, os
mesmos tiveram seus hipocampos retirados e homogeneizados com tampéo de lise
celular em 50 uL contendo tampéao fosfato de Na2+ 20 mM com KCI 140 mM, pH 7.4
com Na2HPO4 e com inibidores de protease. Apds essa etapa foi feita uma
centrifugacdo de 60 segundos em uma rotacdo de 11.000 RPM e o pellet foi
ressuspendido em 60 uL de tamp&o de lise. Desta forma, o homogenato foi usado

para quantificacdo das concentracdes proteicas de cada amostra por meio do
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método de Bradford.

Apds a quantificagao proteica padronizou-se os extratos proteicos para uma
concentracdo de 30 ug por aliquota. Os extratos, entdo, foram submetidos a
desnaturacdo com tampao 7,5 % Tris 2M pH 6,8; 0,5 % SDS; 5 % azul de
bromofenol; 26 % glicerol; 16,5 % de 2-mercaptoetanol. Subsequentemente foi
realizada a eletroforese em gel de SDS-PAGE 10% em tampdo de corrida
Tris-Glicina (3,0 g/l Tris-Base; 14,5 g/l Glicina, 0,1 % de SDS) para separacao das
proteinas. Para a corrida, utilizou-se de uma corrente elétrica de 3 A, voltagem de
100V e poténcia de 300W por 1 hora e 30 minutos. Finda a corrida foi realizada a
transferéncia das proteinas do gel para membranas de nitrocelulose por 50 minutos
a 15V. A transferéncia concluida, passa-se para a etapa de bloqueio, isto &, as
membranas serao bloqueadas em solucao de 5% de leite desnatado em TBS-T em
agitacdo por 16 horas a 4°C. Uma vez que o bloqueio ocorreu, passou-se para o
momento de incubacdo. Nesta fase foram utilizados cerca 5mL anticorpos primarios
na concentragao de 1:1000 de galectina 1, 3, 4 e PAR-4 onde foram incubados por
2 horas em temperatura ambiente. Ademais, realizaram-se quatro lavagens
consecutivas por 5 minutos com 5mL TBS-T e uma lavagem com TBS-T por 10
minutos. Depois disso seguiu-se uma nova incubagao de 1 hora a temperatura
ambiente utilizando anticorpos secundarios na concentragdo de 1:2000 de acordo
com os anticorpos primarios ja utilizados anteriormente. Uma fase de lavagens
seguiu-se novamente e entdo adiantou-se para a fase de detecg¢ado das proteinas na
membrana. Esta fase ocorre mediante o uso do kit ECL™ Western Blotting Detection
Reagents por quimioluminescéncia segundo o protocolo da Abcam (ABCAM, 2020).
Foi a revelacdo da membrana ao exp6-la ao filme de raio-X Amershan Hiper filmTM
ECL em temperatura ambiente por 2-5 minutos. Com a revelagdo foi facultado
analisar a expressado das proteinas alvo no tecido hipocampal, mas também a

proteina beta-actina colocando-a como controle.

3.5 Histologia e Imunohistoquimica

Inicialmente, os hipocampos foram fixados com formalina a 10%. Posteriormente, foi
feita a desidratacdo com alcool absoluto e em seguida o clareamento com xilol.
ApOs, realizou-se a inclusdo na parafina e assim os cortes estruturais puderam ser

feitos por seccdes no micrétomo semi-automatico na espessura de 5 micrometros e
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sdo adicionados em laminas com ovalbumina, sendo levadas para a estufa para
apos 24 horas a 45°C passar pelo processo de desparafinizagao.

Nesta etapa, algumas laminas foram direcionadas para a fase de coloragao
com os corantes hematoxilina eosina e em seguida pode-se visualizar e diferenciar
as estruturas do corte histologico (SANTOS et al., 2021). Tinha-se como almejo
observar se houve qualquer alteragdo morfolégica na estrutura tecidual do
hipocampo.

As demais laminas foram armazenadas e utilizadas posteriormente para a
técnica de imunohistoquimica. Desta maneira, para tais laminas utilizou-se de
banhos sucessivos com xilol por 10 minutos na estufa e em seguida outro banho
com xilol por 10 minutos em temperatura ambiente para desparafinizagdo. Depois na
fase de reidratacao, foram feitos banhos com etanol nas concentragées de 100% por
5 minutos duas vezes, um banho com etanol 95% por 3 minutos, um banho com
etanol 70% por 1 minuto e um com etanol 50% por 1 minuto.

Tendo isto feito, foi realizada a recuperagao antigénica, onde as laminas séo
submetidas ao banho maria a 96°C por 20 minutos inseridas em tampao citrato 100
mM pH 6.0. Ao concluir esta fase, as laminas foram resfriadas para executar o
bloqueio da peroxidase enddgena a temperatura ambiente por 10 minutos. Em
seguimento € a realizada a fase de bloqueio das peroxidases enddgenas com o
bloqueador a temperatura ambiente por 10 minutos.

Findo este ponto, incubou-se com 50ul por lamina de anticorpos primarios na
concentracdo de 1:1000 por 1 hora em temperatura ambiente. Apds a incubacéao
foram realizadas trés lavagens consecutivas com PBS-Tween 20 (0,05%), cada
lavagem com duragdo de 5 minutos. Depois disso foi feita uma nova incubacgéo
usando 50ul por lamina de anticorpos secundarios na concentragao de 1:1000 por 1
hora em temperatura ambiente. Da mesma forma, apds a incubacao foram feitas
trés novas lavagens com PBS-Tween 20 (0,05%) por 5 minutos cada. Logo adiante
os cortes histologicos foram submetidos a DAB e incubados por 10 min em
temperatura ambiente. Apds a incubagdo com DAB foram feitas trés lavagens assim
como as anteriores.

Em seguida, as laminas seguiram para a fase de desidratagdo com
sucessivos banhos na sequéncia de etanol 95% por 1 minuto, etanol absoluto 1 por
1 minuto, etanol absoluto 2 por 1 minuto, xilol 1 por 1 minuto e xilol 2 por 1 minuto,

posteriormente com resquicios de xilol colocou-se uma gota de entellan na borda da
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ldamina e aplicou-se uma laminula sobre ela. Apdés secagem as laminas foram

observadas no microscoépio de fluorescéncia e fotografias foram retiradas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em primeiro momento foi feito o teste de medo condicionado com o grupo de
camundongos que passaram pelo testes e foram sacrificados 30 minutos apos o
treino. Usando do homogenato dos hipocampos foi executada a técnica de western
blot com o almejo de visualizar a expressao proteica dos animais na consolidagao da

memoria que pode ser visualizada na figura 3.

Figura 3: Expressao proteica do homogenato do hipocampo de camundongos apés o treino
da tarefa de medo condicionado contextual, pela técnica de western blot. Na imagem, C1
representa um animal controle, isto &, aquele que nao foi treinado na tarefa de medo
condicionado contextual, representando a expressao enddgena de proteinas. Enquanto que
T representa os animais que foram submetidos ao treino na tarefa e que apés 30 minutos do
treino foram sacrificados. Foram representados trés animais tratados: T1, T2 e T3. Eles

representam a expressao de proteinas do processo de consolidagdo da memoria de medo.
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Com a revelagdo do western blot foi observado que o grupo de animais
eutanasiados apdés 30 minutos do treino ndo apresentou diferenca relevante na
expressdo de galectina 1, 3 ou 4 comparando animais n&o treinados (controle) com
animais treinados.

Embora previamente tenha sido visto tanto a expressdo dessas proteinas no
hipocampo, como o envolvimento dessas proteinas nos processos cognitivos e seus
papéis como agentes na inflamagdo (CHEN ET AL., 2017; RAMIREZ et al., 2019;
SAKAGUCHI et al., 2011), neste trabalho ndo se observou expressao significativa

destas moléculas 30 minutos pds-treino.
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Também é importante enfatizar que nao foi observado perfil de banda de PAR-4 no
tempo de 30 minutos e a beta actina foi usada com o intuito de agir como um
controle proteico no western blot (LIN et al., 2012).

Ainda, dois elementos importantes foram notados. Um deles foi que a galectina 1
demonstrou alteragdo de seu peso molecular. E o outro elemento importante foi que
a galectina 4 configurou-se em duas bandas caracteristicas. Essas mudancas
sugerem que as duas galectinas passaram por processos de modificagao
translacional ao decorrer dos experimentos comportamentais. Segundo Gao et al.
(2017) sao alteragdes passiveis de ocorrerem em experimentos comportamentais
quanto as galectinas. Pensa-se que durante os experimentos podem ocorrer
alteragcbes da expressao génica, sintese proteica ou até a ligagao a outras proteinas
durante o modelo animal, induzindo mudangas estruturais como clivagem,
fosforilagdo, metilagdo ou acetilagdo apds a transcricdo das moléculas (GAO et al.,
2017).

Findo o primeiro grupo, avaliou-se em seguida um grupo de camundongos que
executaram a tarefa de medo condicionado contextual e foram sacrificados apés 3
horas. Os camundongos tiveram o homogenato de seus hipocampos preparados
para técnica de western blot e avaliou-se a expressdo das galectinas 1, 3 e 4 e

PAR-4 conforme a figura 4.

Figura 4: Expressao proteica do homogenato do hipocampo de camundongos apés o treino
da tarefa de medo condicionado contextual, pela técnica de western blot. Na imagem, C
representa animais controles, isto é, aquele que nao foi treinado na tarefa de medo
condicionado contextual, representando a expressdao endogena de proteinas. Foram
representados trés animais controles: C1. C2 e C3. Enquanto que T representa os animais
que foram submetidos ao treino na tarefa e que apoés 3 horas do treino foram sacrificados.
Foram representados trés animais tratados: T1, T2 e T3. Eles representam a expresséo de

proteinas do processo de consolidagdo da memoria de medo.
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De maneira semelhante ao primeiro grupo de animais, na figura 4, a expresséo de
galectina 1 e 3 no hipocampo de animais que foram sacrificados ap6s 3 horas do
treino de medo condicionado contextual obtiveram niveis semelhantes entre animais
controle e treinados.

Anteriormente na literatura a galectina 1 foi sugerida como proteina neuroprotetora
dependente de concentragdo, e a galectina 3 como responsavel por gerar prejuizo
cognitivo (CHEN et al., 2017), no entanto, com a metodologia abordada neste
trabalho a expressdo das proteinas apos 30 minutos e também 3 horas apods a
aquisicdo da memoria ndo segue o mesmo padréo visto na literatura. E provavel que
a consolidacdo de memdérias aversivas ocorra indiretamente a galectina 1 e 3
considerando a consolidagao apés 30 minutos e 3 horas do treino.

Todavia, o nivel protéico de galectina 4 se mostrou superior para o controle fazendo
a comparagdo com os camundongos que foram treinados. Ainda que a galectina 4
seja majoritariamente estudada no espaco intestinal (BRINCHMANN et al., 2018)
voltando-se principalmente para mecanismos de migragao celular e como molécula
imunomediadora (BELO et al., 2013; HOKAMA et al., 2004; PACLIK et al., 2008),
menores niveis de galectina 4 em camundongos apds o treinamento de medo
condicionado quando comparados com o controle pode conotar um mecanismo
neural protetor no cérebro com a condi¢do de reduzir a neuroinflamagao durante a
fase de consolidagao de memodria.

Para o segundo agrupamento de animais, bandas da proteina PAR-4 passaram a

ser vistas, porém animais tratados e controle ndo apresentaram real diferenca



43

quanto a expressao da proteina no hipocampo. Ou seja, a morte celular programada
nao foi alterada 3 horas pés-treino.

Valendo-se das atividades imunomoduladoras das galectinas e PAR-4 em processos
de morte celular, decidiu-se averiguar a nivel hipocampal a proteina de diferenciagao
celular de leucemia mieléide induzida (MCL1). A MCL1 relaciona-se com a
regulacéo da morte celular conhecida como apoptose (LI et al., 2020a; TSENG et al.,
2020) e nao foi observada a expressao de MCL1 com a metodologia abordada.

Em um terceiro momento, camundongos foram submetidos a tarefa de medo
condicionado contextual e foram sacrificados apds 6 horas do treino. De forma
semelhante, tiveram o homogenato de hipocampos utilizados para a técnica de

western blot e a expressao proteica foi avaliado de acordo com a figura 5.

Figura 5: Expressao proteica do homogenato do hipocampo de camundongos apés o treino
da tarefa de medo condicionado contextual, pela técnica de western blot. Na imagem, C
representa animais controles, isto €, aquele que ndo foi treinado na tarefa de medo
condicionado contextual, representando a expressdao endogena de proteinas. Foram
representados dois animais controles: C1 e C2. Enquanto que T representa os animais que
foram submetidos ao treino na tarefa e que apés 6 horas do treino foram sacrificados, foram
representados trés animais tratados: T1 e T2 Eles representam a expresséo de proteinas do

processo de consolidagdo da memoria de medo.
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Neste caso, a galectina 1 e PAR-4 comportaram-se como nos grupos anteriores,
onde controle e tratados demonstraram nao ter grandes diferengas em expressao
dessas proteinas no hipocampo. Quanto a galectina 3, a proteina n&o foi detectada
ap6s 6 horas. No entanto, a galectina 4 que apresentou resultados mais
interessantes, para essa marcacao temporal de 6 horas ndo demonstrou no western

blot variagao significativa entre os animais controle e tratados. E possivel que apés o
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periodo de 6 horas da realizagdo do teste de medo condicionado contextual as
galectinas e PAR-4 nao influem de maneira direta na consolidagdo da memodria
aversiva ou dentro da metodologia utilizada.

Para mais, animais deste ultimo grupo tiveram seus hipocampos retirados para uma
preparacao histoldégica, onde se objetivava analisar a estrutura morfolégica do
hipocampo. Com isso foi visto que nado houve alteragcbes morfolégicas no tecido
constituinte do hipocampo e foram tiradas fotografias da preparacao histoldgica dos

hipocampos como pode ser visto nas figuras 6A e 6B.

Figura 6: Analise de preparacao histologica de hipocampos de camundongos treinados. Na
figura 6A é representado o tecido processado e na figura 6B foi utilizada a coloragcao de

hematoxilina-eosina, confirmando morfologia normal dos hipocampos dos animais.

A avaliagcdo das fotografias da preparacéo histolégica representada na figura 6 ndo
identificou alteragdes morfolégicas significativas na estrutura tecidual mediante os
modelos estudados.

N&o menos importante, a técnica de imunohistoquimica foi empregada se utilizando
de cortes histolégicos de hipocampos de camundongos com o uso de anticorpos
anti-galectina 1, anti-PAR4 e galectina-4. Os hipocampos pertenciam aos animais
que passaram pelo teste de medo condicionado contextual e foram sacrificados
apos 6 horas e com a imunohistoquimica obteve-se fotografias da microscopia de
fluorescéncia, como visto na figura 7. O anticorpo anti-galectina-3 ndo € sensivel a

metodologia de imunohistoquimica.
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Figura 7: Fotografias obtidas da imunohistoquimica por meio de microscopiade
fluorescéncia. Foram utilizados anticorpos anti-galectina 1 (gal 1), anti-PAR-4, anti-galectina
4 (gal 4), o marcador nuclear 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI), um controle positivo com um
corte tecidual previamente positivo para a proteina especifica e um controle negativo com
um corte tecidual ausente da proteina especifica. O controle 1 refere-se ao animal que nao
foi submetido a tarefa de medo condicionado e o tratado 1 refere-se ao animal que realizou

a tarefa de medo condicionado.
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Através dos resultados apresentados pela técnica de imunohistoquimica, pode-se
notar que n&o houve expressao proteica das proteinas testadas quando comparado
com o controle. A ndo deteccdo proteica pode ser relativa a sensibilidade dos
anticorpos utilizados e a baixa expressao de proteinas como comprovado por
western blot.

Utilizou-se 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) um marcador fluorescente que revela a
estrutura do nucleo celular (KAPUSCINSKI, 1995).

Para mais, adotou-se o uso de um controle positivo que consistia em uma lamina

com um corte histolégico sabidamente positivo para a proteina especifica, o qual
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comparou-se com os cortes histolégicos dos animais deste projeto. Também
utilizou-se um controle negativo, neste caso, uma lamina com um corte histoldgico
que se apresentava ausente da proteina especifica, também para método de
comparagao.

Fatores diversos podem ter influenciado nos resultados emitidos. Isto é, o tempo
especifico analisado de 6 horas ao fim do teste de medo condicionado contextual, a
sensibilidade da técnica e o numero de animais que foram tomados como amostrais.
Portanto, é imprescindivel que estudos posteriores considerem essas variaveis e as
contornem, especialmente quanto ao numero amostral para uma melhor
representacdo. Em suma, aponta-se que as galectinas 1, 3 e 4 e PAR-4 nao estéo
relacionadas diretamente a fase de consolidacdo de memodrias apds 6 horas da

aquisicao da memoria.
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5 CONCLUSAO

Neste projeto, almejou-se avaliar o envolvimento das galeticinas 1, 3 e 4 e
PAR-4 no processo de consolidagdo de memoarias aversivas. Os niveis proteicos de
galectina 1, 3 e PAR-4 nos hipocampos dos animais treinados ndo demonstraram
diferenca relevante quando comparado com o controle em quaisquer tempos
avaliados. Em contrapartida, foi revelada uma menor expressao de galectina 4 no
hipocampo de animais que foram sacrificados ap6s 3 horas do treino.

A diminuicdo dos niveis de galectina 4 no periodo de tempo relatado pode
indicar um provavel papel de mecanismo neuroprotetor pelo qual haja redugao dos
processos neuroinflamatérios durante a fase de consolidagdo da memoaria. Ainda,
pode-se propor a auséncia de mecanismos de morte celular programada diante das
variaveis avaliadas.

Dessa forma, apontamos que novas abordagens metodoldgicas direcionadas
a investigacdo de galectina 4 devem ser empregadas para o esclarecimento de
como a proteina atua na regulacédo do processo de consolidacdo de memdrias
aversivas. Com isso, aprofunda-se o conhecimento sobre o0s mecanismos
neuromoleculares na consolidacido da memdria e condiciona-se o alcance de novas

alternativas que reduzam a consolidagao de memdrias aversivas.
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