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RESUMO

O transtorno de estresse pOs-traumatico (TEPT) é um disturbio mental grave
caracterizado por um medo excessivo, frequentemente desencadeado por eventos
estressantes continuos ou esporadicos. Uma abordagem terapéutica alternativa para
o tratamento do TEPT é a extingdo da memoria de medo, que ndo apaga a memodria
traumatica, mas reduz a intensidade da resposta emocional associada. Esse processo
pode ser eficientemente modelado em estudos com animais. O composto tiazolidinico
inédito (LPSF/NA-7), sintetizado pelo  Laboratorio de Planejamento e Sintese de
Farmacos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), apresenta atividade
ansiolitica em modelo animal, mas seus efeitos na memaria traumatica ainda néo
foram explorados. Neste estudo, investigamos o impacto do LPSF/NA-7 sobre o
enfraguecimento do traco de memoria de medo em ratos, bem como seu potencial
efeito ansiolitico e sua dependéncia das vias glutamatérgicas e dopaminérgicas.
Ratos Wistar machos adultos foram submetidos ao condicionamento de medo, no qual
receberam um estimulo aversivo (choque). Antes da exposi¢ao ao choque, 0s animais
receberam administracao intraperitoneal (i.p.) de PBS ou do composto LPSF/NA-7, na
dose de 300mg/kg. Nos dias subsequentes, foi avaliada a extincdo da memoria de
medo e o comportamento ansiolitico dos animais. Os resultados indicam que 0s
animais tratados com LPSF/NA-7 apresentaram uma reducéo significativa no traco de
memoria de medo, além de um efeito ansiolitico nos testes comportamentais
realizados. Esses achados sugerem que o LPSF/NA-7 pode induzir a extincdo da
memoria de medo sem gerar respostas ansiogénicas, destacando seu potencial como

uma abordagem promissora para o tratamento de transtornos relacionados ao medo.

Palavras-chave: memodria; cogni¢do; trauma; tiazolidina



ABSTRACT

Post-traumatic stress disorder (PTSD) is a severe mental disorder characterized by
excessive fear, often triggered by continuous or sporadic stressful events. An
alternative therapeutic approach for treating PTSD is fear memory extinction, which
does not erase the traumatic memory but reduces the intensity of the associated
emotional response. This process can be effectively modeled in animal studies. The
novel thiazolidine compound LPSF/NA-7, synthesized by the Laboratory of Drug
Design and Synthesis of the Federal University of Pernambuco (UFPE), presents
anxiolytic activity in an animal model, but its effects on traumatic memory have not yet
been explored. In this study, we investigated the impact of LPSF/NA-7 on fear memory
traces in rats, as well as its potential anxiolytic effect and its dependence on
glutamatergic and dopaminergic pathways. Adult male Wistar rats were subjected to
fear conditioning, in which they received an aversive stimulus (shock). Before the
shock exposure, the animals were administered an intraperitoneal (i.p.) injection of
PBS or the LPSF/NA-7 compound at a dose of 300mg/kg. In the following days, we
assessed fear memory extinction and anxiolytic behavior. The results indicate that
animals treated with LPSF/NA-7 showed a significant reduction in fear memory traces,
along with an anxiolytic effect in the behavioral tests performed. These findings
suggest that LPSF/NA-7 may promote fear memory extinction without inducing an
anxiogenic response, highlighting its potential as a promising approach for treating

fear-related disorders.

Key words: memory, cognition, trauma, thiazolidine.
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l.Introducéo

Sigmund Freud (1953) discutiu em suas primeiras teorias sobre a mente, que o0
individuo passa por estagios de desenvolvimento psicolégico, comecando pela
criacdo de defesas inconscientes contra dor e trauma, através do afastamento dos
gatilhos do sofrimento, e, finalmente, pela rejeicdo consciente de impulsos com o uso
do julgamento. Inicialmente sua pesquisa se concentrou em como traumas e
experiéncias dolorosas podem causar impactos duradouros e profundos na psique de
um individuo.

Embora o estresse seja um tipo de mecanismo de defesa do ser humano e que
a sua evolucédo seja um processo adaptativo, o estresse a longo prazo € prejudicial e
pode levar a danos graves a saude (McEwen, 2002). De acordo com a OMS (2019),
o Brasil foi classificado como o pais com o0 maior niumero de pessoas ansiosas no
mundo, com cerca 18,9 milhGes de brasileiros apresentando transtorno de ansiedade
em algum grau. Sendo assim, & valido dizer que, os transtornos mentais atuais,
impactam de forma direta a qualidade de vida e a saude mental das pessoas. O
transtorno de estresse poés-traumatico (TEPT) é caracterizado como um tipo de
transtorno de ansiedade grave. Essa condicdo mental tem como particularidade, a
fixacdo de uma memodria de medo advinda de situacfes estressantes continuas ou
nao, as quais podem ser desencadeadas no dia-a-dia ou em um momento especifico
na vida do individuo (APA, 2013). As memdrias traumaticas desencadeadas pelo
TEPT sdo permanentes na maioria das pessoas acometidas. Além do mais,
transtornos mentais tém um impacto negativo na qualidade de vida das pessoas,
afetando sua produtividade no trabalho, relacionamentos familiares e levando ao
isolamento social (Jesulola et al., 2018). Nesse contexto, uma das abordagens
promissoras para avancar no desenvolvimento de melhores ferramentas de
tratamento para doencas neuro-humorais esta relacionada as pesquisas sobre
circuitos neurolégicos e novas moléculas associadas a esses processos.

A literatura utiliza modelos animais com roedores para estudar memorias
traumaticas. O teste do medo condicionado contextual (MCC) permite a inducdo de
uma memdria traumatica no animal, simulando um episodio traumatico vivido por uma
pessoa (Gomes et al., 2010). Esse teste € amplamente utilizado para o screening de
novas moléculas com potencial terapéutico para o enfraquecimento de memdrias

traumaticas (Davis et al., 2006; Haubrich et al., 2017; Ponomareva et al., 2023).
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A hibridizacdo molecular € uma técnica da biologia molecular que consiste na
identificacdo de compostos bioativos através da fusdo de diferentes grupos
farmacoféricos, auxiliando como uma ferramenta para o desenvolvimento de novos
alvos terapéuticos (Zhuang et al., 2017). Por hibridizacdo molecular, o Laboratorio de
Planejamento e Sintese de Farmacos da-Universidade Federal de Pernambuco
produziu o composto LPSF/NA-7. O composto LPSF/NA-7 € um derivado tiazolidinico
3,5-diaril, o qual contém em sua estrutura um grupamento naftaleno. Tal grupamento
esta presente em farmacos antidepressivos e ansioliticos, como os inibidores da
recaptacao de serotonina e noradrenalina, a exemplo duloxetina. Estudos ainda nao
publicados do grupo mostram acédo ansiolitica do LPSF/NA-7 em modelos animais
sem apresentar efeitos toxicos. Derivados das tiazolidina podem atuar em canais de
sédio dependentes de voltagem e apresenta efetiva agdo agonista no PPARYy (Viveka
et al, 2015; Pandey, Sonar e Saraf, 2016). Tais mecanismos, encontrados em
farmacos anticonvulsivantes e ansioliticos, podem induzir atividade importante no
SNC.

Desta forma, este trabalho visou identificar se o derivado inédito LPSF/NA-7
apresenta atividades ansioliticas ao minimizar memorias traumaticas induzidas pelo

teste do MCC, em ratos.



14

1.Referéncia bibliogréfica

1.1Transtorno do Estresse pos-traumatico

O medo é uma emoc¢do humana unica, facilmente reconhecida em individuos.
E um estado consciente composto por elementos associativos e ndo associativos,
causados por ameacas reais ou imaginarias. De acordo com McEwen (2002), a
pressao exercida durante o cotidiano das pessoas e a forma de como conduzi-la € o
gue se denomina estresse. Dessa forma, o excesso de medo e estresse que pode ser
induzido por questdes frequentes ou ndo, como assaltos, violéncia sexual, acidentes,
guerras, € denominado Transtorno do estresse pés-traumatico (TEPT), visto como um
tipo de disturbio de ansiedade grave.

O TEPT esta associado a consolidacdo de memdrias aversivas e sintomas de
ansiedade relacionados (Siegmund E Wotjak, 2006; Rauch et al., 2006; De quervain
et al., 2009; Kaplan et al., 2018;). Exames de imagem sugerem que a amigdala e o
hipocampo séo estruturas encefalicas amplamente relacionadas ao TEPT (Bremner,
2007). O hipocampo esté relacionado a contextualizacdo da memdria uma vez que a
amigdala na formacdo da memoaria traumatica, codificando e também na recuperacao
de memorias aversivas, além de desempenhar um papel importante nos circuitos
neuronais de ansiedade, medo e respostas emocionais (Ebner et al., 2004; Carter et
al., 2004; Shekhar et al., 2005; Davis, 2006).

Diferentes estudos trazem a prevaléncia do transtorno em diversas areas e
contextos. Um estudo realizado pela Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
demonstrou que houve um aumento na quantidade de profissionais de saude que
desenvolveram o TEPT apos a pandemia da COVID-19 (Bridgland et al., 2021). Em
outro estudo (Yuan et al., 2021) indicou que 18% das pessoas que foram infectadas
pelo virus também desenvolveram TEPT. Em outro contexto mais recente, envolvendo
um desastre ambiental, apds as enchentes que deixam familias sem casas e algumas
sem seus entes queridos, uma pesquisa feita pelo Hospital das Clinicas de Porto
Alegre (HCPA) em 2024, revelou que 42% dos gauchos desenvolveram sintomas do
transtorno, 778 de 1.846 dos participantes foram entrevistados e a maioria possuiam
sinais clinicos de modo grave do transtorno (Hauck, 2024).

O TEPT é mais prevalente em mulheres do que em homens, em uma
porcentagem de 1% a 14% da populacio (Santos et al., 2021; Coelho et al., 2023. E

um tipo de transtorno mental multifatorial, isto é, a interacdo de fatores bioldgicos,
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sociais e psicoldgicos contribuem para o seu desenvolvimento (Martins-Monteverde,
Padovan e Juruena, 2017). Os fatores de risco sao classificados em trés categorias,
0 primeiro esta vinculado a um trauma prévio, como violéncia sexual. O segundo se
refere a gravidade daquele evento trauméatico, também chamado de peri traumatico,
séo fatores que foram ligados a ameaca a vida daquele individuo. O terceiro condiz
com traumas que sdo manifestados ap0s o trauma, como respostas emocionais
negativas, falta de apoio familiar, desenvolvimento de estresses agudos (Martins-
Monteverde, Padovan e Juruena, 2017).

Mudancas em estruturas funcionais do encéfalo que estdo atreladas a
aprendizagem e a memoéria de medo séo visiveis na fisiopatologia do TEPT. Em Karl
e colaboradores (2006), foi relatado que existe uma diminuicdo do hipocampo, da
amigdala, do corpo caloso e do cértex pré-frontal em pacientes que tiveram um evento
traumatico durante a sua vida e daqueles que néo tiveram, foram feitos exames de
imagem para a visualizacdo. Aléem disso, 0 aumento de citocinas pro-inflamatorias e a
interacdo delas com as regides ja mencionadas, sdo mais frequentes em individuos
com TEPT, como a liberagcédo de Interleucina-6 (IL-6) interleucina-1 beta (IL-1B) e o
fator de necrose tumoral alfa e (TNF-a), essa liberacdo diminui a formacdo da
neurogénese no cerebro, evento importante para a formacdo de novos neurénios
(Michopoulos et al., 2017; Cardoner et al.,, 2024). Alteragbes no sistema
neuroendocrino também foram identificadas, como, por exemplo, o stress, que
provoca alteracbes nos niveis de glicocorticoides modificando a liberacdo de
glutamato, neurotransmissor excitatério importante para a memodria, nas areas
cerebrais discutidas (Lowy et., 1993; Cardoner et al., 2024).

A sintomatologia do TEPT esta relacionada a sintomas fisicos e mentais, que
podem ocorrer logo apos o evento ou depois de alguns meses. A apresentacao clinica
desses sintomas pode ser aguda, se manifestando um més ou trés meses apos a
exposicao traumatica; Ou tardia, em que ap0s seis meses 0s sintomas sao visiveis
(Martins-Monteverde, Padovan e Jurena, 2017).

Os sinais mais comuns do TEPT e que séo sinalizados como de risco estdo
agrupados em quatro tipos: 1 - revivéncia do evento traumatico 2 - evitacdo de
situacles, lugares ou pessoas que lembrem a memaria do trauma; 3 - pensamentos
intrusivos; 4 - hiperexcitacdo. A revivéncia do evento traumatico se caracteriza por
flashbacks do episodio traumético, em que o individuo pode reviver lembrancas,

pensamentos que causam angustia e até sintomas fisicos, como taquicardia,
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ansiedade, calafrios. Os sintomas relacionados a evitacao podem ser aqueles em que
a pessoa nao ira frequentar ambientes ou interromper de vez situagcdes que lembram
0 trauma, como evitar andar de carro, passar por alguma rua e/ou casa, onde tenha
acontecido o acidente, é um tipo de sintoma em que a mudanca de rotina do individuo
esta em questdo. A raiva e o estresse, além de sustos constantes, comportamentos e
ideagOes suicidas ou que levem a risco de vida sdo sintomas que representam a

hiperexcitacdo (Pacella et al., 2013; Carmassi et al., 2020; Schrader e Ross, 2021).

1.2. Memoéria

Memodrias sdo fatos consolidados do passado, representam 0 que somos no
presente e espelham o que seremos no futuro. Todas as nossas vivéncias, conquistas
e lembrancas séao parte de um processo cognitivo que envolve interagdes com um
emaranhado de redes neurais especificas. Logo, o resultado de tudo aquilo que foi
aprendido gera o registro de forma permanente ou fluida das informagdes adquiridas
e que molda todo o conjunto do ser (Izquierdo, 2002).

A memoria possui divisbes que permitem uma melhor organizacdo e
diferenciacdo em relacdo ao tempo e conteudo. Elas podem ser classificadas em
memorias de curto prazo ou imediatas, a qual esta atrelada em armazenar
informacbes de forma rapida, elas sdo formadas, mas facilmente esquecidas. As
memoarias de longa duracdo armazenam informacfes por mais tempo, meses e anos.
Memodérias que podem durar uma vida toda, sdo conhecidas como remotas (McGaugh
e lzquierdo, 2000; McGaugh 2000; Izquierdo, 2002).

Ao ser lembrado de fatos ou eventos ocorridos, podemos classificar a meméria
também em declarativa ou n&o-declarativa. A memoria declarativa se ramifica em
semanticas e episodicas. Nessa linha, a memoria episodica € tudo aquilo que
participamos no passado, eventos, viagens, festas, ou seja, estédo ligadas ao tempo.
A memdria semantica é o presente, referente a conhecimentos que o individuo
adquiriu durante a vida (Izquierdo, 2002). As memorias nao-declarativas estéo ligadas
aos habitos, ligadas as habilidades motoras e sensoriais (Frank e Landeira-
Fernandes, 2006; Izquierdo, 2002).

A memoria ndo € algo estatico e vinculado a apenas um local ou estrutura, as
relacbes de redes neurais tornam a memoria um sistema, e dentro dele ocorre o
processamento de etapas como codificacdo, consolidacdo e evocagao de

informacgdes. Na codificagdo ocorre toda a organizagcédo das informagGes adquiridas
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para que elas sejam armazenadas. A consolidacdo é a etapa em que toda a
informacéo adquirida é fixada, é nessa fase que pode ocorrer interrup¢des de agentes
farmacoldgicos ou outras memdrias. A evocacdo € o momento de acessar ou recordar

aquela memoéria armazenada (Izquierdo, 2000).

1.3. Consolidacédo de memoria

O processo de aprendizado de novas informagdes pode ser classificado em
dois tipos principais de memoria: a processual e a declarativa. Ambas pertencem a
categoria de memdria de longo prazo, ou seja, envolvem mecanismos que
armazenam e recuperam fatos, eventos e dados. Para que uma memodria instavel se
torne duradoura, o sono €é considerado um fator essencial, pois fortalece a informacao
e a organiza dentro de redes de memodria ja existentes (Girardeau & Zugaro, 2011).

A consolidacdo da memoaria ocorre em trés etapas fundamentais: codificacao,
armazenamento e recuperacdo (Squire et al., 2015). A codificacdo é o primeiro
estagio, no qual a informagcao adquirida é transformada em memdria armazenada.
Esse processo € crucial para a eficiéncia da aprendizagem (Kandel et al., 2014).
Varios fatores influenciam a codificacao, incluindo o volume e a complexidade do
conteudo a ser aprendido. Informacfes extensas ou pouco familiares podem dificultar
esse processo. Alem disso, fatores ambientais, como o estado emocional do individuo,
a presenca de ruidos, luzes intensas e variacfes extremas de temperatura, também
podem interferir na codificacdo da memoria (Kandel et al., 2014).

O armazenamento, por sua vez, € um mecanismo ativo que estabiliza a
memoria, permitindo a selecdo, organizacdo e preservacdo das informacdes
codificadas (Kandel et al., 2014). As memorias armazenadas possuem tanto aspectos
guantitativos, diferenciando-se entre memodrias de curto e longo prazo, quanto
gualitativos. Segundo a literatura, a consolidacdo da memaoria ndo ocorre apenas uma
vez; ela pode ser reativada em determinados contextos, um processo denominado
reconsolidacdo (Kandel et al., 2014; Haubrich & Machado, 2017). Durante a
reconsolidacdo, informacdes previamente processadas podem ser acessadas,
permitindo que lembrancas e reconhecimentos sejam evocados. Esse processo é
particularmente relevante para a manipulacao farmacoldgica, sendo possivel bloquear
memoarias indesejaveis, como as associadas ao medo (Haubrich & Machado, 2017).
Estudos sugerem que inibidores da sintese proteica podem interromper a

estabilizacdo da memoria quando administrados logo ap0s a recuperagdo da
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informagéo, embora os mecanismos envolvidos ainda ndo sejam totalmente
compreendidos (Lee et al., 2014; Kandel et al., 2014).

Em nivel molecular, a consolidacdo da memoria de longo prazo depende da
sintese de proteinas e da ativacao de genes envolvidos na conectividade sinaptica.
Fatores como inibidores da sintese proteica, estresse intenso e certos farmacos
podem interferir nesse processo (Alberini, 2005). Estudos demonstram que memorias
de curto e médio prazo sdo armazenadas por um periodo relativamente breve,
durando de minutos a horas, enquanto as de longo prazo podem persistir por semanas
ou meses (Castellucci et al., 1978; Carew et al., 1979; Kandel et al., 2014).

Pesquisas revelaram que a consolidacdo da memdria de longo prazo requer
sintese proteica e expressao génica.

Do ponto de vista bioquimico, a consolidacdo da memdéria requer uma cascata
de sinalizacdo molecular. O primeiro passo envolve a ativacdo de receptores
glutamatérgicos, como o N-metil-D-aspartato (NMDA), o acido a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol-propidnico (AMPA) e os receptores metabotropicos de glutamato
(mGIuR), levando a um aumento na liberacdo intracelular de célcio (Ca2+). Esse
aumento ativa diversas enzimas, como a proteina quinase Il dependente de calcio-
calmodulina (CaMKIl), a fosfolipase C e a proteina quinase C (PKC), que amplificam
a liberacdo de glutamato. A ativacdo sustentada dessas vias leva a inducdo da
proteina quinase A (PKA) e das proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPK),
gue regulam fatores de transcricdo como CREB, responsaveis pela expressao de
genes essenciais para a plasticidade sinaptica, incluindo c-Fos e Arc (Figura 1). Além
disso, a sintese do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) desempenha um
papel central na manutencdo da plasticidade sinaptica, contribuindo para a

consolidacdo da memoaria (Izquierdo & McGaugh, 2002; Roesler & McGaugh, 2010).
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Figura 1. Sinalizacdo da cascata de eventos bioquimicos da formag¢éo de memoria de

longo prazo e curto prazo.
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Fonte: (Adaptada de Hawk, 2011)

1.4. Extincdo da memoéria de medo

O termo “engrama” foi introduzido por Richard Semon no século XX para
descrever como a memaria € armazenada de forma mais permanente no cérebro. A
memoria é armazenada em células de engramas, ou seja, conjuntos de neurénios e
elas sdo importantes para a recuperacdo da memoria e essa recuperagdo pode
acarretar a extingdo ou reconsolidacao dela ( Josselyn e Tonegawa., 2020, Ortega de
San-Luis e Ryan, 2022). Dessa forma, a extingdo de uma memoria € 0 processo no
qgual uma resposta em que foi condicionado apos a utilizacdo de um estimulo aversivo,

€ diminuida de forma gradual (Garelick e Storm, 2005). Essas respostas
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condicionadas sdo diminuidas através da consolidacdo de memodrias inibitérias, que
consiste em elaborar novas memorias por meio de treinamentos utilizando roedores

no mesmo ambiente no qual houve o trauma, porém sem o estimulo traumatico.

Na literatura, ha diferentes abordagens para investigar a reducdo da memdria
do medo associada a traumas. No contexto do TEPT, uma estratégia amplamente
estudada é a extingdo da memdria traumatica, que ndo implica em seu esquecimento,
mas sim na diminuigdo da resposta emocional associada ao trauma (Kaplan et al.,
2018). Estudos recentes avangcaram no entendimento desse processo, demonstrando
gue areas encefalicas envolvidas na consolidacdo da memaria, como a amigdala e o
hipocampo, também participam de sua extin¢do. O coértex pré-frontal medial (mPFC),
responsavel pela tomada de decisdes e regulacdo emocional, desempenha um papel
central nesse mecanismo. Especificamente, a regido pré-limbica (PL) esta associada
a expressdo do medo, enquanto a regidao infra-limbica (IL) contribui para sua
supressao (Quirk e Mueller., 2008; Arihara et al., 2023)

A inativacdo do IL durante tarefas de condicionamento ao medo compromete
tanto a aquisicado quanto a recuperacao da memoria de extincao (Marek et al., 2018).
Além disso, a infusdo de BDNF na IL do mPFC auxilia na supressdo da memoria do
medo, reforcando a ideia de que a plasticidade sinaptica nessa regido esta
diretamente relacionada ao processo de extincdo do medo (Peters et al.,, 2010;
Edelman et al., 2013; Fitzgerald et al.,, 2014). Estudos utilizando optogenética e
mapeamento de engramas (Kheirbek et al., 2013; Bernier et al., 2017; Denny et al.,
2014; Cazzulino et al., 2016) demonstram que o giro denteado (GD), especialmente
sua porcdo dorsal, desempenha um papel crucial na formacdo de memodrias
contextuais (Kheirbek et al., 2013).

O silenciamento dessa regido durante tarefas de medo condicionado sugere
gue o GD é essencial para a aquisicdo e evocacdo da memoria do medo (Bernier et
al.,, 2017). A marcacao de circuitos neuronais por meio de engramas revelou a
existéncia de tracos de memoria que se estendem do GD dorsal até a regido CA3 do
hipocampo (Denny et al., 2014; Cazzulino et al., 2016). Essa interacdo contribui para
0 entendimento dos circuitos envolvidos na resposta ao medo condicionado. Além
disso, os receptores de glutamato desempenham um papel fundamental no processo
de extingdo do medo. Como a extingdo envolve a plasticidade sinaptica na modulacao

das respostas condicionadas, os receptores NMDA e AMPA sao fundamentais para
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esse processo. O bloqueio dos receptores NMDA dificulta a extingdo da memoria do
medo, evidenciando sua importancia na modulacdo e reorganizacdo das conexdes

sinpticas associadas a essa memoria (Sotres-Bayon, 2007).

1.5. Medo Condicionado Contextual

Modelos animais com roedores e camundongos sao amplamente utilizados
para investigar os processos sindpticos e moleculares envolvidos no TEPT, permitindo
a reproducéo de traumas que resultam em memdérias de medo.

O condicionamento pavioviano do medo consiste em um paradigma de
aprendizagem associativa no qual um estimulo condicionado (EC), como um contexto,
luz ou som, € associado a um estimulo incondicionado aversivo (El), como um choque
elétrico, recompensa ou omissdo de recompensa. Essa associacdo EC-EIl leva a
formacédo de uma memoéria de medo, avaliada por meio da resposta de imobilidade
("freezing") dos roedores no dia do teste, realizado 24 horas ap0s a experiéncia
traumatica (Lovibond, 2004; Chang et al., 2009). A extin¢do desse condicionamento
ocorre quando o animal é repetidamente exposto ao EC na auséncia do El, levando a
formac&o de um novo aprendizado e reduzindo a associacdo inicial de medo. Esse
teste € amplamente empregado ndo apenas para investigar estratégias que
minimizem a consolidacdo de memodrias traumaticas, mas também para estudar a
atividade neurolégica envolvida na resposta a conflitos (Curzon, Rustay e Browman,
2009).
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Figura 2. Esquema do condicionamento de medo contextual em ratos. A jungdo do estimulo
condicionado com o estimulo incondicionado resulta na memoria de medo nos roedores, a qual esta
presente em estruturas da regido limbica como a amigdala basolateral, cértex entorrinal, hipocampo e

o cortex pré-frontal.
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Fonte: A autora, (2025).

As respostas comportamentais observadas nesse modelo, como aumento da
frequéncia cardiaca, congelamento, liberacdo de horménios do estresse e elevacéo
da pressdo arterial, sdo comparaveis as reacdes observadas em individuos com
TEPT. Assim, o condicionamento pavloviano permite a investigagcdo dos mecanismos
neurobioldgicos do transtorno em modelos animais (Schafe et al., 2001; Gomes et al.,
2010; Rubenstein et al., 2024).

Os circuitos cerebrais envolvidos no medo condicionado e no medo
condicionado contextual apresentam semelhancas com aqueles observados em
humanos com TEPT. A ativacdo da amigdala, especialmente sua regido basolateral,
desempenha um papel central na resposta ao medo condicionado, impulsionada pela
ativacao de receptores NMDA que projetam sinais para o nucleo da amigdala (Plas et
al., 2024). No medo condicionado contextual, a participacdo dos receptores NMDA é
mais evidente no hipocampo, onde ocorre a integracdo das informacdes contextuais
e sua comunicacdo com a amigdala basolateral e seu nucleo (LeDoux, 2000; Plas et
al., 2024).

A exposicdo ao medo induz a formacdo de uma memodria forte e duradoura
devido ao seu armazenamento em regides especificas do cérebro, como a amigdala

basolateral e o hipocampo. Esse processo envolve a potenciacdo de longa duragéo
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(LTP), um mecanismo persistente de plasticidade singptica essencial para a
consolidacdo dessas memorias (Abraham et al., 2019).

Dada a relevancia dos circuitos neurais envolvidos no medo condicionado e na
extingdo de memdrias traumaticas, o teste de medo condicionado contextual e o teste
de extingdo representam ferramentas valiosas para a investigacdo de novas
abordagens terapéuticas para o TEPT. Esses modelos permitem avaliar o impacto de
intervencdes farmacolbgicas na modulacéo da plasticidade sinptica, especialmente
nas regibes da amigdala basolateral, hipocampo e cortex pré-frontal medial. Além
disso, possibilitam a identificacdo de compostos que promovam a extingdo da
memoéria de medo sem comprometer outras fun¢des cognitivas. Assim, o uso desses
paradigmas experimentais pode contribuir significativamente para o desenvolvimento
de novos farmacos capazes de reduzir os sintomas do TEPT, oferecendo alternativas

mais eficazes e com menos efeitos adversos em comparac¢ao aos tratamentos atuais.

1.6. Derivados Tiazolidina

A literatura discute que os tratamentos farmacoldgicos utilizando inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS), entre eles a sertralina e fluoxetina,
podem ajudar a reduzir os sintomas emocionais do TEPT (Einstein, Jorge e Lima,
2009). Mas o tratamento farmacolégico ndo € responsivo a todos pacientes. Desta
forma, novas alternativas sdo constantemente estudadas.

A Tiazolidina € um anel heterociclico pentamero que possui um largo espectro
de atividades biologicas, tais como antimicrobiana, anticancer, antidiabética,
antioxidante e anti-inflamatoria (Sucheta et al., 2017; Sahiba, et al 2020). Os derivados
tiazolidinicos vem ganhando notoriedade no planejamento de farmacos que
apresentam variadas acdes ja conhecidas no sistema nervoso central, como
anticonvulsivante, antipsicotica, analgésica, hipnética e anti-amnésica (Verma e Saraf,
2008).
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Figura 3. Estrutura molecular do LPSF/NA-7 (5-(4-hidroxibenzilideno)-3-(naftalen-2-ilmetil) tiazolidina-
3,5-diona)

LPSF/NA-7

Fonte: (Branco-Junior, 2022)

O composto LPSF-/NA-7 € um derivado tiazolidinico que foi sintetizado pelo
Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos (LPSF/UFPE) e teve sua
atividade anticonvulsivante comprovada em modelos animais (Branco-Junior, 2022).

Compostos tiazolidinicos podem modular canais de sodio dependentes de
voltagem e apresentam efetiva agao agonista no receptor PPARYy, (Viveka et al, 2015;
Pandey, Sonar e Saraf, 2016). O naftaleno € uma estrutura amplamente conhecida,
resultante da conjugacdo de dois anéis benzeno, e mostrou-se como um grupo
hidrofébico com grande potencial neuroativo. Estudos recentes com esse grupo
farmacoférico demonstraram sua capacidade de diminuir a frequéncia de
desencadeamento de crises e minimizar fatores pro-epileptogénicos, como a
inflamacéo, através da inibicdo de canais de s6dio NMDA e acdo imunomoduladora
através da ligacao ao receptor PPARYy (Kerru et al, 2018; Makar, Saha e Singh, 2019).
Dessa forma, a hibridizacdo do nucleo ou tiazolidinico com outros nucleos
farmacoféricos, como o naftaleno, pode levar a obtencdo de moléculas mais eficazes
com potencial acdo multi alvo, capazes de promover a reducdo dos sintomas de
ansiedade através da modulacao de diferentes vias de sinalizacdo. O composto LPSF-
INA-7 apresenta tais caracteristicas estruturais e desta forma, explorar os efeitos de
LPSF-/NA-7 em modelos animais de TEPT pode contribuir com a descoberta de novas

moléculas a disturbios emocionais.
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2.0bjetivos

2.1 Objetivo geral
e Identificar se o derivado LPSF/NA-7 é capaz de enfraquecer o traco de memoéria

traumatica e ter atividade ansiolitica em ratos.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar se o composto LPSF/NA-7 facilita a extingdo de memdrias traumaticas;
Verificar se o composto LPSF/NA-7 apresenta atividade ansiolitica;
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3. Metodologia

3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos (4-6 semanas), de 300-400g, fornecidos pela
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), que foram mantidos em um biotério
climatizado sob temperatura constante de 22°C a 27°C, o numero total de animais
foram 15, em que 8 foram utilizados para o grupo de tratamento e 7 para 0 grupo
controle. A equipe fez o necessario para minimizar o desconforto ou sofrimento dos
animais submetidos aos procedimentos experimentais, seguindo a Lei n°
11.794/2008, que condiz com Politicas sobre o Uso de Animais e Seres Humanos em
Pesquisas em Neurociéncias (Processo 0079/2023). Os experimentos foram
conduzidos ap0s o processo de aprovacao do comité de ética animal da Universidade
Federal de Pernambuco.

3.2 Tratamento

O composto LPSF-/NA-7 na dose de 300mg/kg (Branco-Junior, 2022), foi
administrado pela via intraperitoneal (i.p) imediatamente apos o treino da tarefa de
medo condicionado. O composto foi dissolvido em PBS e Tween 80, 20%. Os animais
controles receberam PBS 20% pela via i.p. imediatamente apds o treino na tarefa de

medo condicionado contextual.

3.3 Teste de medo condicionado contextual

O experimento foi executado em duas etapas, a primeira foi o dia do treino e a
outra foi o dia do teste. Como estabelecido por Rosa et al. (2012), o teste de medo
condicionado contextual (MCC) foi realizado em um aparelho formado por barras de
metal no chdo condutoras de corrente elétrica (EC). Nesse teste ocorreram duas
etapas gerais: treinamento do medo condicionado e andlise de retencdo da memoaria
apos 24 horas. No treino, o roedor foi deixado livre para explorar o espaco do aparato
por 3 minutos (EC). Depois, foram disparados trés choques com uma corrente elétrica
de 0,6 mA por 1 segundo, e 30 segundos de intervalo/choque (EIl) (Ferreira et al.,
2022), com intuito de induzir uma memadria traumatica naquele animal. Apos o ultimo
pareamento EI-EC, os animais permaneceram por 60 segundos antes de retornar a

sua gaiola. O teste para andlise de retencdo da memoria ocorreu 24 horas ap6s o
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treino e a resposta de imobilidade dos animais foi quantificada como parametro de

memdaria aversiva, ou seja, uma memoria de medo.

3.4 Teste de extingdo do medo condicionado contextual

O teste de extingdo do medo condicionado contextual foi realizado 24 horas
apos o teste de MCC e foi realizado no mesmo aparelho utilizado no referido
experimento. O teste consistiu em deixar o animal por 6 minutos no aparelho, porém
sem o choque. A retencdo de memoria foi avaliada pelo comportamento de
imobilidade do animal. Quanto maior o tempo de imobilidade, maior a retencao da
memoria, ou seja, maior € a capacidade do animal de lembra da situacdo aversiva.
Este teste € muito utilizado para verificar se compostos facilitam a consolidacdo de

memadrias contextuais.

- Extingdo do medo condicionado contextual: por 4 dias consecutivos 0s
animais foram observados conforme a resposta de imobilidade frente ao contexto, na
auséncia do El, por 6 minutos. O teste de extincdo avalia se compostos auxiliam na
formacdo de novas memodrias contextuais, mas nao aversivas. Quanto menor o
numero de congelamentos ao longo dos dias, mais forte € o indicio de que o animal
aprendeu uma nova associacao que nao necessariamente aquela doEC-EI. Este teste
€ muito utilizado para analise de alternativas para memorias aversivas, memdarias

traumaticas.

3.5 Teste de campo aberto

Apbs o teste do MCC, os animais foram submetidos aos testes de campo aberto
e labirinto em cruz elevada. No teste de campo aberto, 0 comportamento ansioso foi
avaliado com base na atividade locomotora e exploratoria dos roedores. O aparato de
72 x 72 cm é dividido em quadrantes no assoalho, permitindo a analise
comportamental dos animais. O tempo de exposi¢ao ao aparato foi de 5 minutos (Hall,
1934). O teste do campo aberto avalia respostas de crossing (nUmero de cruzamentos
pelos quadrantes), rearing (respostas de levantar do animal) e tempo que o animal
fica no centro do aparato. Os dois ultimos séo utilizados como analise da resposta
ansiolitica de compostos administrados nos animais. O numero de crossing avalia
atividade locomotora de animais, muitas vezes influenciada pela administracéo de

compostos (Archer, 1973).
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3.6 Teste do labirinto em cruz elevado

ApOs o teste de campo aberto, os animais foram avaliados no teste de labirinto
em cruz elevado. Este teste ocorreu em um aparelho suspenso do chao, com dois
bracos abertos e dois bracgos fechados. Os animais foram colocados, individualmente
no aparelho, de frente para um braco fechado. Os ratos ficaram livres por 5 min,
enquanto os seguintes parametros foram registrados: nimero total de entradas nos
bracos abertos e fechados, nUmero de entradas em bracos abertos e tempo gasto em
cada braco. Uma entrada foi definida como cruzar os limites do brago com as quatro
patas. A maior permanéncia em bracos fechados e alteracdo nos valores de

cruzamentos, sinalizam respostas ansiosas (Handley e Mithani, 1984).

3.7 Analise estatistica

Para a analise estatistica e a verificacdo de possiveis diferencas entre o grupo
tratado e o controle, foi utilizado o teste “T “do Student ndo-pareado para amostras
independentes, quando a distribuicéo foi gaussiana. Para a avaliacao de dois fatores
independentes, foi utilizada a ANOVA de duas vias. Os valores sdo mostrados como
desvio padrao (Média £ DP), P < 0,05 foi aceito como um valor significativo. O software

utilizado para as analises foi o GraphPad Prism 10.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Andlise da atividade do composto LPSF/NA7 na consolidacdo e extingdo de

memorias traumaticas

O presente estudo propds analisar se o tratamento com o LPSF/NA-7 foi efetivo
em relacdo a extingdo da memoria de medo e também avaliar a sua atividade
ansiolitica em testes comportamentais. O teste de MCC foi realizado 24h apés o treino.
A imobilidade dos animais, o tempo de congelamento (freezing) foi utilizada como um
parametro de memdria aversiva nos animais. Observou-se que a administracéo i.p do
composto LPSF/NA7 no dia 1 ndo alterou a consolidagdo da memoria aversiva dos

animais (figura 4) (Teste T).

Figura 4. Avaliacdo do congelamento (freezing) do 1° dia do teste de MCC apés o treino de medo

condicionado.
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Os dados do grafico sdo da média + o desvio padrdao de um experimento independente (p> 0,10).
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4.2 Extingdo do medo condicionado contextual

A Figura 5 apresenta a resposta de congelamento (freezing) dos animais ao
longo de quatro dias consecutivos de teste. O teste de extingdo da memoria contextual
avalia se uma nova memodria € consolidada, permitindo que o animal aprenda que o
contexto previamente associado ao estimulo aversivo ndo representa mais uma
ameaca. Para isso, 0s animais sdo expostos ao mesmo ambiente durante quatro dias
consecutivos, sem a apresentacdo do estimulo incondicionado (choque), apenas do

estimulo condicionado.

A andlise de variancia, Two-Way ANOVA, detectou um enfraquecimento da
memoaria aversiva ao longo dos dias do teste de extingdo de MCC, principalmente no
ultimo dia (4° dia) em que foi analisado o congelamento nos animais, quando
comparada a resposta do controle (*p<0,02/ F=3,72), e também aos dias seguintes da
extingao, no 4° dia (#p<0,001; F= 1,72).

Figura 5. Analise entre o grupo controle e o grupo tratado com LPSF/NA-7 (300mg via i.p) em relacao

a extincdo do medo condicionado contextual do primeiro dia apés o teste do MCC até o Ultimo dia.
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Os dados do grafico sdo da ANOVA de duas vias seguida por Turkey como test post hoc (*p < 0,02

em relagdo ao grupo controle e #p < 0,001 em relacdo aos dias, 4° dia; F= 3,72)
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Ha pouca relacdo na literatura de compostos tiazolidinicos e consolidacéao de
memoria. Bem como, h& pouca explicagdo sobre o possivel mecanismo de acgéo
destes compostos.

Um estudo prévio do grupo demonstrou que nosso composto apresenta ligacao
preditiva a receptores GABAérgicos (Branco-Junior, 2022). A analise in silico por
docking molecular indicou afinidade do composto LPSF/NA-7 pelos receptores
GABAA. O acido gama-aminobutirico (GABA) é o principal neurotransmissor inibitorio
do SNC, desempenhando um papel essencial na neuromodulacdo e na homeostase
neuronal. A sinalizacdo via GABA estéd diretamente envolvida na farmacologia de
distarbios como ansiedade, epilepsia e insdnia (Perucca et al., 2023; Greenblatt e
Greenblatt, 2018).

Os derivados da tiazolidina-2,4-diona constituem uma classe de compostos
heterociclicos de cinco membros, contendo enxofre e nitrogénio em sua estrutura.
Esses compostos tém sido amplamente estudados devido as suas diversas atividades
farmacolodgicas, incluindo propriedades anti-inflamatoérias, antitumorais, antidiabéticas
e antiparasitarias (Cleiton, 2011).

Muitos derivados da tiazolidina-2,4-diona atuam como agonistas dos receptores
ativados por proliferadores de peroxissoma gama (PPAR-y). A ativagdo desses
receptores nucleares regula a transcricdo de genes envolvidos no metabolismo de
glicose e lipidios, bem como na modulacdo de respostas inflamatérias. Por exemplo,
as tiazolidinedionas, uma subclasse desses derivados, sdo utilizadas no tratamento
do diabetes mellitus tipo 2 devido a sua capacidade de aumentar a sensibilidade a
insulina (Silva, 2013).

Embora a maioria das pesquisas sobre derivados tiazolidinicos se concentre
em areas como inflamacdo e metabolismo, ha evidéncias sugerindo seu potencial
impacto em processos neurobioldgicos. A ativacdo dos receptores PPAR-y tem sido
associada a neuroprotecdo, possivelmente devido a reducdo de processos
inflamatoérios no sistema nervoso central. No entanto, estudos especificos sobre o
efeito desses compostos ha memdria ou em funcdes cognitivas ainda séo limitados
(Bordet et al., 2006). Pesquisas adicionais sdo necessarias para esclarecer o papel
dos derivados tiazolidinicos em processos neurobioldgicos e sua possivel aplicacédo

em disturbios cognitivos.
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4.3 Analise ansiolitica do composto LPSF/NA-7

Figura 6. Andlise da atividade exploratdria e locomotora (crossing) e respostas de levantar (rearing)
no teste do campo aberto.
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Os dados do gréfico sdo da média + o desvio padrdo de dois experimentos independentes do Rearing

(*p > 0,03 em relacdo ao grupo controle) e o Crossing (p>0,4) Controle; LPSF/NA-7: Tratamento.

A Figura 6 apresenta a atividade exploratéria e locomotora dos animais (6A),
enquanto 6B ilustra as respostas de levantamento (rearing), que podem refletir
alteracoes na exploracdo e na ansiedade dos animais no teste de campo aberto. A
analise estatistica do Teste T (p>0,04) para 0 nimero de cruzamentos (crossing) nao
revelou diferencas significativas. No entanto, observou-se um efeito significativo no
rearing (*p> 0,03), sugerindo que o tratamento influenciou a disposicdo dos animais
para explorar o ambiente. Esse aumento da exploracdo no grupo tratado sugere um
efeito ansiolitico do farmaco, de acordo com critérios estabelecidos na literatura (Rex
et al., 1998). O rearing € um comportamento associado a exploracao do ambiente. O
aumento desse comportamento sugere que 0s animais estdo mais confortaveis e
menos inibidos pela ansiedade. Isso é frequentemente observado com ansioliticos,
como benzodiazepinicos, que reduzem o medo e promovem a exploracéo (Kaplan &
DuPont, 2005). Entretanto, quando analisado de forma isolada, o rearing também

pode refletir um aumento do comportamento ansioso dos animais (Carola et al., 2002).
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Para saber se o aumento do rearing reflete ansiedade ou efeito ansiolitico, €
importante analisar outros parametros no mesmo teste, por exemplo se o rearing
aumenta e o freezing diminui, sugere-se provavel efeito ansiolitico (Carola et al.,
2002).

Embora o LPSF/NA-7 possua uma estrutura quimica e um mecanismo de acao
distintos, alguns compostos tiazolidinicos modulam vias neurotransmissoras
associadas a serotonina e a dopamina, semelhantes as dos benzodiazepinicos
(Liessen et al., 2008). E possivel que o referido composto teste também possa atuar
em algumas destas vias, as quais estéo relacionadas ao tratamento atual de disturbios

de ansiedade. Para tal comprovacéo, mais estudos precisam ser realizados.
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Figura 7. Namero de entradas e tempo gasto nos bracgos abertos e fechados do

labirinto em cruz elevado.
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Os dados do grafico sdo da média + o desvio padrdo de quatro experimentos independentes para o
N° de entradas nos bracos abertos (*p>0,01 em relacdo ao grupo controle); N° de entradas nos

bracos fechados (**p> 0,006 em rela¢@o ao grupo controle); Tempo gasto nos bracos abertos (*p>
0,02 em relag&o ao grupo controle); Tempo gasto nos bragos fechados (p> 0,04).

Para avaliar comportamentos de evitagcdo e fuga e comprovar o efeito
ansiolitico do composto LPSF/NA7, foi realizado o teste do labirinto em cruz elevado.
A Figura 7 apresenta o numero de entradas nos bracos abertos (7A) e fechados (7B).
Foram utilizados sete animais no grupo controle e oito no grupo tratado. Observou-se

um resultado significativo entre os grupos, com o grupo tratado exibindo um namero
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maior de entradas em ambos os bragos do aparato, em comparagcdo com 0 grupo
controle.

Estudos sugerem que um aumento nas entradas tanto nos bragos abertos
guanto fechados pode indicar maior conforto na exploragcdo do ambiente, refletindo
uma possivel reducdo da ansiedade (Walf e Frye, 2007).

A Figura 7C apresenta o tempo gasto pelos animais nos bracos aberto e
fechado (7D) do teste do labirinto em cruz elevado. A andlise estatistica revelou um
efeito significativo (Teste t, p = 0,02), indicando que o composto LPSF/NA-7 influencia
a resposta ansiolitica dos animais. Um maior tempo no braco fechado sugere maior
ansiedade, pois essa regidao do aparato proporciona mais seguranca aos animais
(Komada et al., 2008). Por outro lado, um maior tempo no brago aberto indica uma
reducdo na ansiedade, visto que 0s animais exploram um ambiente normalmente
aversivo (Handley e Mithani, 1984). No presente estudo, os animais tratados
passaram mais tempo nos bracos abertos, enquanto o grupo controle permaneceu
predominantemente nos bracos fechados, reforcando o potencial ansiolitico do
composto.

Resultados semelhantes foram descritos por Branco-junior (2022), que utilizou
um ensaio de transicao claro-escuro para avaliar a atividade ansiolitica do LPSF/NA-
7. Nesse teste, os animais tratados passaram mais tempo na area iluminada, um
ambiente geralmente evitado devido a maior exposi¢cao, comportamento compativel
com o aumento da exploracdo dos bracos abertos no labirinto em cruz elevado,
comprovando um efeito ansiolitico do composto. Adicionalmente, compostos como
gabapentina e pregabalina, que possuem estruturas semelhantes ao GABA, diferindo
apenas no tamanho da cadeia carbénica ligada a cadeia do GABA como radical e sao
conhecidos por seus efeitos ansioliticos e neuroprotetores em modelos de roedores.
Estudos prévios (Singh et al., 1996) demonstraram que esses farmacos reduzem a
ansiedade em testes como o labirinto em cruz elevado e o ensaio claro-escuro. Os
achados do presente estudo seguem essa mesma tendéncia, sugerindo que o
LPSF/NA-7 pode atuar por mecanismos semelhantes, sem comprometer a locomocéo

dos animais.
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5. Concluséao

Os resultados deste estudo sugerem que o composto tiazolidinico LPSF/NA-7
pode modular a consolidacdo de memodrias traumaticas, reduzindo a resposta de
medo ao longo do tempo, além de apresentar um possivel efeito ansiolitico. Esses
achados indicam seu potencial como uma ferramenta promissora para futuras
investigacbes sobre os mecanismos neurobiol6gicos envolvidos na extingdo de
memorias aversivas e na regulacao da ansiedade. Estudos adicionais sdo necessarios

para confirmar seus efeitos neuroprotetores e explorar suas aplicacoes terapéuticas.
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