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“Muitas coisas da natureza, entre elas os estados hormonais, neuro-

humorais ou emocionais e tantas outras que independem de nossa 

vontade, envolvem arte. Há arte no caminhar, na maneira de se 

mexer, na maneira de reagir, no recordar, e essa arte é sustentada, 

em parte, pelos hormônios e pela química peculiar do cérebro, que 

depende das emoções e dos estados de ânimo. Só que é uma arte da 

qual seu criador não é consciente. Como muitas “artes” das crianças, 

não por acaso chamadas assim.” 

 

(Izquierdo, 2010, p. 51) 



RESUMO 

 

O desenvolvimento desta dissertação teve como objetivo investigar se a 

dependência de estado endógena ocorre durante a extinção de memória aversiva 

através de injeções sistêmicas de adrenalina, e, havendo esta constatação, analisar 

se a noradrenalina e a via do Núcleo do Trato Solitário (NTS) → 

Hipocampo/Amígdala Basolateral (HIP/ABL) participam deste processo. Para 

responder às questões levantadas nesta dissertação, ratos Wistar machos foram 

treinados na tarefa de esquiva inibitória (EI; 0,5 mA/2s). Após 24 h os animais foram 

expostos ao mesmo aparato, na ausência do estímulo elétrico (sessão de extinção). 

Para retenção da memória de extinção (sessão de teste) os animais foram 

novamente expostos à caixa de EI na ausência de estímulo elétrico, 24 h após a 

sessão de extinção. Foi observado que os animais que receberam a administração 

intraperitoneal (i.p.) de adrenalina (50 ou 100 µg/Kg) imediatamente após a sessão 

de extinção apresentaram um prejuízo na evocação da memória de extinção e este 

efeito é revertido pela administração i.p. de adrenalina (50 µg/Kg) 6 min antes da 

sessão de teste. Isto sugere dependência de estado. A noradrenalina (1 μg/lado) 

quando infundida intra-NTS antes da sessão de teste reverte o prejuízo da evocação 

da memória de extinção causado pela adrenalina i.p. quando administrada após a 

sessão de extinção. E a infusão intra-NTS de muscimol (0,01 μg/lado) antes da 

sessão de teste impede a dependência de estado induzida pela adrenalina. Além 

disso, os animais que receberam adrenalina i.p. após a sessão de extinção e, 

infusão intra-NTS de muscimol seguido da administração de noradrenalina intra-HIP 

ou intra-ABL antes da sessão de teste, restauraram a capacidade de evocar a 

memória de extinção que havia sido prejudicada pelo muscimol. Os resultados 

sugerem que a dependência de estado ocorre durante o processo de extinção da 

memória de EI e que a noradrenalina e a via NTS → HIP/ABL desempenham um 

papel importante na evocação da memória de extinção. 

 

Palavras-chave: Extinção de memória aversiva. Dependência de estado. Adrenalina. 

Noradrenalina. Núcleo do Trato Solitário. Hipocampo. Amígdala Basolateral.  

 



ABSTRACT 

 

We investigate whether the extinction of inhibitory avoidance (IA) learning can be 

subjected to endogenous state-dependence with systemic injections of epinephrine 

(E), and whether endogenous norepinephrine (NE) and the Nucleus Tractus 

Solitarius NTS → Hippocampus/Amygdala (HIPP/BLA) pathway participate in this. 

Thus, rats trained in Inhibitory Avoidance Learning (IA; 0,5 mA/2s) were submitted to 

session of extinction 24 h apart: the animals were placed to the same apparatus but 

without the footshock. 24 h after the extinction session, they were tested for the 

retention of extinction. Results indicate that post-extinction training E (50 or 100 

μg/kg) induced a poor retrieval of extinction in the test session of this task unless an 

additional E injection (50 μg/kg) was given prior to the extinction test. This suggested 

state-dependence. Muscimol (0,01 μg/side) microinfused into the NTS prior to the 

extinction test session blocked E-induced state-dependence. Norepinephrine (NE, 1 

μg/side) infused bilaterally into NTS restores the extinction impairment caused by 

post-extinction training i.p. E. In animals that received post-extinction training 

injections E and 6 min before the extinction test bilateral NTS blockade induced by 

muscimol plus NE (1 μg/side) into the CA1 region of the dorsal hippocampus or into 

the basolateral amygdala restored the normal extinction levels that had been 

impaired by muscimol. These findings suggest that the state-dependence occurs 

during the extinction of the fear memory and that are a role for the NTS → HIPP/BLA 

pathway in the retrieval of extinction.  

Keywords: Fear extinction. State-dependence. Peripheral epinephrine. Central 

norepinephrine. NTS → hippocampus/amygdala pathway. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

A introdução desta dissertação apresenta os conceitos que formaram a base 

para o desenvolvimento deste estudo. Com o objetivo de facilitar o entendimento do 

leitor, a mesma foi dividida em cinco sessões secundárias. Inicialmente será descrito 

o conceito de memória, sua classificação e fases de formação. A segunda sessão 

comenta sobre o papel de algumas estruturas encefálicas importantes para o 

processo de extinção da memória aversiva, tais como o Hipocampo e a Amígdala, 

bem como a via de conexão entre elas. Para finalizar, a terceira e a quarta sessões 

abordam os temas norteadores desta dissertação: modulação de memórias e os 

mecanismos de dependência de estado. 

 

1.1 Memória: Conceito, classificação e fases de formação 

 

A memória, sob a perspectiva neurobiológica, pode ser definida como a 

retenção da informação aprendida (ANDERSON; SLOTKIN, 1975; BEAR, 2002). 

Podemos dizer que a memória é resultante da capacidade de lembrarmos 

experiências/aprendizados previamente adquiridos e armazenados (IZQUIERDO, 

2002; KOLB; WHISHAW, 2002). Sabemos quem somos e onde estamos devido a 

nossa capacidade de aprender e lembrar. Nosso conhecimento sobre o mundo, a 

nossa identidade, a forma como nos relacionamos com outros seres humanos e o 

nosso meio, são consequências da formação de memórias (IZQUIERDO, 2002; 

SHARMA; RAKOCZY; BROWN-BORG, 2010; SQUIRE et al., 2003). 

É importante destacar que o aprendizado e a memória estão intimamente 

conectados (SQUIRE et al., 2003) que não há memória sem que ocorra o 

aprendizado, entretanto, nem todo aprendizado forma uma memória. A diferença 

entre aprendizado e memória é sutil. O aprendizado refere-se à aquisição de novos 

saberes ou novas capacidades, contudo, nem sempre armazenamos todas as 

informações aprendidas ao longo da vida, muitas são filtradas pelo nível de alerta, 

ansiedade e estado de ânimo (IZQUIERDO, 2002). As informações que são 

registradas pelo sistema nervoso central (SNC) e posteriormente podem ser 

lembradas, referem-se à memória (BEAR, 2002; IZQUIERDO, 2002; SQUIRE et al., 

2003)(ANDERSON; SAAD; CALVANO, 2005; BEAR, 2002). 
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Os avanços nos estudos sobre a memória permitiram à neurociência 

classificá-la em relação à natureza de seu conteúdo ou em relação ao seu tempo de 

duração. Quanto à natureza de seu conteúdo, as memórias podem ser divididas em 

memórias explícitas ou declarativas, e memórias implícitas ou não declarativas 

(BEAR, 2002; IZQUIERDO, 2002; SQUIRE et al., 2003).  

As memórias explícitas dependem da atividade neuronal do hipocampo e 

estruturas relacionadas ao lobo temporal (IZQUIERDO et al., 2006) e podem ser 

subdividas em episódica e semântica. As memórias episódicas nos permitem evocar 

detalhes sobre eventos ocorridos no passado e responder perguntas como “o que”, 

“onde” e “quando” (SANDRINI et al., 2013). São memórias em que o indivíduo 

esteve presente passiva ou ativamente, por exemplo, assistir a formatura de um filho 

ou a sua própria formatura (eventos autobiográficos) (BURIANOVA; MCINTOSH; 

GRADY, 2010; CONWAY, 2009; IZQUIERDO, 2002; KOMPUS et al., 2009; 

RENOULT et al., 2012). Enquanto a memória semântica refere-se a conhecimentos 

de ordem geral desde que não tenham referências espacial ou temporal, tais como a 

língua portuguesa, a filosofia e os conceitos de palavras (BURIANOVA; MCINTOSH; 

GRADY, 2010; DICKERSON; EICHENBAUM, 2009; IZQUIERDO, 2002; KOMPUS et 

al., 2009; RENOULT et al., 2012).   

 As memórias implícitas requerem a atividade do striatum e suas conexões 

(IZQUIERDO et al., 2006). Compreendem as memórias para habilidades motoras, a 

habituação (decréscimo da resposta a estímulos benignos repetidos), o priming, 

(evocação de memórias sob a apresentação de uma dica) e também aquelas 

decorrentes do treinamento em tarefas de condicionamento clássico, que será 

explicado na próxima sessão desta introdução (BEAR, 2002; IZQUIERDO, 2002; 

SCHUCHARD; THOMPSON, 2013). 

 

Figura 1 - Desenho esquemático dos componentes da memória com relação à natureza de seu 

conteúdo. Fonte: Adaptado de Baddeley et al., 2011. 
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Quanto ao tempo de duração e função, as memórias podem ser: memória de 

trabalho, memórias de curta duração e memórias de longa duração. A memória de 

trabalho (MT) é processada pela atividade neural no córtex pré-frontal (IZQUIERDO, 

2002; ZANTO et al., 2011). Quando escutamos uma frase, não lembramos 

exatamente de todas as palavras ditas, porém a memória de trabalho nos fornece, 

em questão de segundos, a informação proveniente da frase dita. É este tipo de 

memória que determina se a informação é nova para o indivíduo e se deve ser 

armazenada. Seu papel é unicamente analisar as informações provenientes do 

ambiente, e não perdura mais do que 1 - 3 minutos (BADDELEY, 1992; 

D’ESPOSITO et al., 1995; IZQUIERDO, 2002; SCHUCHARD; THOMPSON, 2013).  

As memórias de curta duração (MCD) armazenam poucas informações por 

um período de 3 a 6 horas. Formamos continuamente memórias de curta duração e 

a usamos para lembrarmos o que aconteceu há algumas horas atrás e darmos 

continuidade ao nosso tempo presente (IZQUIERDO, 2002; SQUIRE et al., 2003). 

Já as memórias de longa duração (MLD) referem-se àquelas armazenadas 

durante um longo período de tempo, podem durar dias, meses ou anos (Izquierdo et 

al., 1999; Quevedo et al., 2002). A sua formação envolve a ocorrência de eventos 

bioquímicos na região CA1 do hipocampo dorsal e em suas projeções (Izquierdo et 

al., 1999), originando novas conexões sinápticas (IZQUIERDO et al., 1999; 

QUEVEDO et al., 2003) (IZQUIERDO, 2002; KANDEL, 1997; MCGAUGH, 2000).  

Durante muitos anos foi discutido se a MCD e a MLD eram processos 

consecutivos (se a MCD era uma fase inicial da MLD) ou se eram processos 

independentes. Izquierdo e colaboradores (1998) demonstraram que alguns 

tratamentos farmacológicos que bloqueiam a MCD deixam a MLD intacta. Assim, 

mesmo que estes sistemas de memória compartilhem algumas estruturas 

encefálicas para o seu processmento, tais como a região CA1 do hipocampo dorsal, 

o córtex entorrinal e córtex parietal (IZQUIERDO et al., 1999; QUEVEDO et al., 

2003), são separados em algum grau. Outra característica marcante que diferencia a 

MCD da MLD é a propriedade particular desta última em requerer a síntese de 

novas proteínas em sua formação (BEKINSCHTEIN et al., 2008; MYSKIW, 2008; 

ROSSATO et al., 2007). 
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Figura 2 - Divisão da memória quanto ao tempo de duração. MT = Memória de trabalho; MCD = 

Memória de curta duração; MLD = Memória de longa duração. Adaptado de Izquierdo, 2002. 

 

O processo de formação e conservação da memória de longa duração 

envolve algumas fases. A fase de aquisição constitui a fase em que ocorre a 

aprendizagem, cujo conceito foi abordado anteriormente nesta introdução. Em 

seguida inicia-se a fase denominada consolidação, processo pelo qual as memórias 

são armazenadas de forma estável (AKIRAV; MAROUN, 2012, 2012; ALBERINI; 

LEDOUX, 2013; DE LA CRUZ et al., 2008; IZQUIERDO et al., 2006; MCGAUGH; 

IZQUIERDO, 2000). Uma vez consolidada, as memórias podem ser evocadas, fase 

que envolve a rápida recapitulação de uma informação previamente armazenada 

(MEI et al., 2011), e isto comprova que o aprendizado realmente gerou uma 

memória (IZQUIERDO, 2002). A memória evocada torna-se instável (IZQUIERDO; 

BEVILAQUA; CAMMAROTA, 2006) e esta pode seguir por dois processos distintos: 

a reconsolidação ou a extinção. No processo de reconsolidação, novas informações 

podem ser integradas ao conteúdo de uma memória, permitindo a sua modificação 

(ALBERINI; LEDOUX, 2013; CURRAN; ROBBINS, 2013; SANDRINI et al., 2013). Já 

o processo de extinção consiste em um novo aprendizado que se sobrepõe ao 

aprendizado original, ou seja, uma nova memória que inibe a evocação de uma 

determinada memória previamente consolidada (FIORENZA et al., 2011, 2012; 

FURINI et al., 2013).  Ambos os processos dependem da síntese de novas proteínas 

(BAILEY; BALSAM, 2013; MAMIYA et al., 2009; NADER; SCHAFE; LE DOUX, 2000; 

VIANNA et al., 2001). 
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Figura 3 - Desenho esquemático relacionado as fases da memória com o tempo que perduram. 

MT: memória de trabalho; MCD: memória de curta duração; MLD: memória de longa duração. Fonte: 

Adaptado de Mello-Carpes, 2010. 

 

O processo de extinção foi documentado pela primeira vez em 1927 pelo 

cientista russo Iván Pavlov. Inicialmente este observou que ao apresentar um 

pedaço de carne para cães, estes salivavam (resposta incondicionada). Em seu 

experimento pareou diversas vezes um som (estímulo neutro/condicionado) com a 

apresentação da carne (estímulo biologicamente significativo/incondicionado), e 

descobriu que ao apresentar somente o som (na ausência da apresentação do 

alimento) aos cães, esses emitiam uma resposta condicionada de salivação. Este 

processo denomina-se condicionamento Pavloviano ou condicionamento clássico.  

Interessantemente, observou também que a repetida apresentação do estímulo 

condicionado na ausência do estímulo incondicionado produzia um gradual 

decréscimo na resposta condicionada, processo que recebeu o nome de extinção 

(FURINI et al., 2013; MUELLER; CAHILL, 2010; ORSINI; MAREN, 2012; 

RESCORLA, 2004). 

Um fator determinante para que o processo de extinção ocorra é o tempo de 

exposição ao estímulo condicionado, que precisa ser longo, caso contrário, se a 

exposição for breve, não será suficiente para formar a memória de extinção 

(MUELLER; CAHILL, 2010; PEDREIRA; MALDONADO, 2003; SUZUKI et al., 2004). 

Ainda, é importante destacar que a extinção não é uma forma de esquecimento (não 

se deve a perda de memória), mas sim uma diminuição da resposta condicionada 

devido à apresentação do estímulo condicionado na ausência do estímulo 

incondicionado, desvinculado de recompensas ou punição (BENTZ et al., 2013; 
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FIORENZA et al., 2011; KAPLAN; MOORE, 2011; MONFILS et al., 2009; ORSINI; 

MAREN, 2012; PIZZORUSSO, 2009). No esquecimento real as memórias 

desaparecem pela ausência prolongada de sua evocação, por atrofia sináptica 

(IZQUIERDO; BEVILAQUA; CAMMAROTA, 2006) ou ocasionadas por patologias, 

como na doença de Alzheimer (EL HAJ; KESSELS, 2013). 

A extinção possui uma enorme importância fisiológica e/ou adaptativa, visto 

que evocar excessivos detalhes de memórias com conteúdo emocional doloroso ou 

aterrorizante de forma recorrente causaria estragos em nossa saúde emocional, 

viveríamos em constante estado de depressão (IZQUIERDO, 2002).  

Por tratar-se de um novo aprendizado, a memória de extinção necessita ser 

consolidada (BERLAU; MCGAUGH, 2006; WICHERT; WOLF; SCHWABE, 2013), e 

requer a participação de diversas estruturas encefálicas para o seu processamento, 

tais como o hipocampo e a amígdala (BERLAU; MCGAUGH, 2006; FIORENZA et 

al., 2012; KAPLAN; MOORE, 2011; ORSINI; MAREN, 2012), cuja importância será 

abordada na próxima sessão desta introdução. 

 

1.2 Estruturas encefálicas envolvidas na extinção de memórias 

  

O Hipocampo e a Amígdala desempenham um papel crucial na consolidação 

de memória aversiva (IZQUIERDO; MEDINA, 1997; MCGAUGH; IZQUIERDO, 

2000), e também participam do processo de evocação juntamente com o Córtex Pré-

frontal (BARROS et al., 2001; RISIUS et al., 2013). Estas mesmas estruturas 

também são essenciais para o processo de extinção (FIORENZA et al., 2012; 

MUELLER; CAHILL, 2010; MUELLER; PORTER; QUIRK, 2008; ORSINI; MAREN, 

2012; ORSINI; YAN; MAREN, 2013; PARSONS; RESSLER, 2013; VIANNA; 

COITINHO; IZQUIERDO, 2004).  

 O Hipocampo é uma estrutura em forma de um “C” situado na parte caudal do 

cérebro, e é dividido em três sub-regiões: o Giro Denteado (DG), o Subículo e o 

Hipocampo (HIP) propriamente dito, que consiste das regiões CA1, CA2 e CA3 

(Strien et al., 2009). A denominação CA para classificar as regiões do HIP vem do 

termo em latim Cornu Ammonis, que significa Corno de Ammon (PORTO, 2006). 

Das três regiões, a CA1 é a que parece realmente estar envolvida com funções 

cognitivas de aprendizado e memória (FIORENZA et al., 2012; MYSKIW et al., 2010; 

MELLO-CARPES, 2010). 
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Outra estrutura que estrutura cerebral que participa das funções cognitivas 

junto com o HIP é amígdala (ABL), sendo esta, uma estrutura em forma de 

amêndoa, bem delimitada, localizada no lobo temporal (LEDOUX, 2000; PORTO, 

2006). Consiste de aproximadamente 12 diferentes regiões que são divididas em 

sub-regiões, sendo a basolateral, a de maior relevância para o estudo dos processos 

envolvidos na extinção de memórias (LEDOUX, 2000; ORSINI; MAREN, 2012; 

ROOZENDAAL; MCEWEN; CHATTARJI, 2009), pois, está envolvida no aprendizado 

de condicionamento ao medo, regulando a formação e o armazenamento de 

memórias, através de suas conexões com outras áreas do cérebro, tais como o 

Hipocampo e o Córtex Pré-frontal infralímbico (BERLAU; MCGAUGH, 2006; 

BOCCIA et al., 2009; MCGAUGH, 2002, 2004). 

Há uma robusta e recíproca conexão entre a região CA1 do Hipocampo e a 

ABL (ORSINI; MAREN, 2012; ROOZENDAAL; MCEWEN; CHATTARJI, 2009) 

conforme ilustra o desenho esquemático abaixo: 

 

Figura 4 - Desenho esquemático dos principais circuitos neurais envolvidos na consolidação 

da extinção e na sua evocação. A exposição ao estímulo condicionado faz com que o Lócus 

Coeruleus ative as principais estruturas responsáveis pela extinção através da liberação de 

noradrenalina. A amígdala está envolvida e faz a associação/dissociação entre o estímulo 

condicionado e o estímulo incondicionado. O córtex pré-frontal infralímbico integra a informação do 

estímulo condicionado com a informação contextual oriunda do hipocampo e determina a evocação 

da memória de extinção. Adaptado de Mueller & Cahill, 2010.  
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Além do HIP e da ABL, outra estrutura encefálica que merece destaque é o 

Locus Coeruleus (LC). Considerado o maior núcleo produtor de noradrenalina do 

sistema nervoso central e, seus milhares de neurônios noradrenérgicos se projetam 

por todo o encéfalo (MUELLER; CAHILL, 2010). A noradrenalina é extremamente 

importante para a modulação de diferentes processos relacionados à plasticidade 

sináptica, em especial a memória, no qual tem sido bastante investigada. Estudos 

em animais evidenciaram que a infusão de noradrenalina intra-ABL melhora a 

consolidação da extinção, de uma maneira dose e tempo dependentes (BERLAU; 

MCGAUGH, 2006; KAPLAN; MOORE, 2011; MIYASHITA; WILLIAMS, 2004; 

MUELLER; CAHILL, 2010). Williams e colaboradores (1998) demonstraram que há 

um aumento nos níveis de noradrenalina na amígdala após a administração 

periférica de adrenalina, mas este efeito não é observado quando o Núcleo do Trato 

Solitário (NTS) é inativado, sugerindo assim, que o NTS, parece ser a interface entre 

a ativação adrenérgica periférica e os processos que regulam a consolidação de 

memórias (FERRY; L., 2012; ROOZENDAAL; MCGAUGH, 2011). 

A adrenalina, hormônio liberado na circulação periférica em resposta do 

organismo a eventos com conteúdo emocional (positivo ou negativo) não atravessa 

a barreira hematoencefálica. Seus efeitos mnemônicos parecem depender, pelo 

menos em parte, da ativação de receptores β-adrenérgicos no nervo vago 

ascendente (MELLO-CARPES; IZQUIERDO, 2013; ROESLER; SCHRÖDER, 2011; 

ROOZENDAAL; MCGAUGH, 2011; WONG et al., 2011). A possibilidade de que 

fibras ascendentes do nervo vago pudessem provocar efeitos no sistema nervoso 

central, mediado por mecanismos adrenérgicos periféricos, foi originalmente 

proposta por Izquierdo e colaboradores em 1959 (IZQUIERDO et al., 1959; 

MCINTYRE; MCGAUGH; WILLIAMS, 2012; PEÑA; ENGINEER; MCINTYRE, 2013), 

sendo que, até hoje essa hipótese vem sendo sustentada por diversos trabalhos 

(CLAYTON; WILLIAMS, 2000b, 2000c; MELLO-CARPES; IZQUIERDO,2013; PEÑA; 

ENGINEER; MCINTYRE, 2013).  

Ainda, estudos sugerem que o estímulo decorrente da ativação dos 

receptores β-adrenérgicos no nervo vago ascendente, segue através de sinapses 

glutamatérgicas até o NTS (MCINTYRE; MCGAUGH; WILLIAMS, 2012; MELLO-

CARPES; IZQUIERDO, 2013). O NTS regula a atividade noradrenérgica no 

prosencéfalo, através de projeções neuronais ao Nucleus paragingatocellularis 

(PGi). Tanto o PGi, quanto o NTS, possuem conexões sinápticas com o LC 
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(ROOZENDAAL; MCEWEN; CHATTARJI, 2009; ROOZENDAAL; MCGAUGH, 2011), 

e este por sua vez, projeta fibras noradrenérgicas ao Hipocampo e a Amígdala 

(FERRY; L., 2012; MELLO-CARPES; IZQUIERDO, 2013). Assim, o NTS, o HIP e a 

ABL parecem formar um circuito neural importante para a formação de memórias 

(WONG et al., 2011). 

 

 
 
Figura 5 - Desenho esquemático da ativação da via NTS → HIP/ABL. Em experiências com forte 

conteúdo emocional o hipotálamo secreta o hormônio liberador de corticotrofina (CRH) na circulação 

hipotálamo-hipofisária, estimulando a liberação de do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) para a 

circulação geral e este, por sua vez, estimula a liberação de adrenalina pela medula adrenal. A 

adrenalina ativa os receptores β – adrenérgicos localizados no nervo vago ascendente, e o estímulo 

segue pelas projeções do Núcleo do Trato Solitário (NTS) resultando na ativação do sistema 

noradrenérgico no Hipocampo e na Amígdala. Adaptado de: Mello-Carpes, 2010 e Christa et al., 

2012.  

 

Estudos já demonstram a importância da via do NTS → HIP/ABL no processo 

de consolidação de memórias (CLAYTON; WILLIAMS, 2000a, 2000b; MELLO-

CARPES; IZQUIERDO, 2013; WILLIAMS et al., 1998), mas não tem sido estudado o 

seu papel na extinção e evocação de memórias aversivas. 
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1.3 Modulação de memórias 

 

Um estudo publicado por Lashey, em 1917, demonstrou que a administração 

subcutânea de estriquinina em ratos, antes do treino na tarefa de labirinto gráfico 

circular, facilitava a consolidação dessa memória. Após esse estudo, foi 

compreendido que substâncias exógenas podiam agir sobre os mecanismos de 

formação de memória, ou seja, que a memória pode ser modulada (LASHLEY, 1917; 

MCGAUGH; ROOZENDAAL, 2009; ROESLER; SCHRÖDER, 2011; ROOZENDAAL; 

MCGAUGH, 2011).  

Desde então, muitos pesquisadores, de diferentes partes do mundo, têm 

dedicado esforços para investigar a neurofisiologia da modulação da memória, que 

conceitualmente refere-se a influência de drogas, neurotrasmissores ou hormônios 

sobre as fases de formação e conservação da memória (CAHILL; MCGAUGH, 1996; 

MCGAUGH, 2004; QUEVEDO et al., 2003; ROESLER; SCHRÖDER, 2011; TULLY; 

BOLSHAKOV, 2010). Este sistema é considerado uma ferramenta muito útil, apesar 

de indireta, para se estudar as bases neurobiólogicas envolvidas nas diferentes 

fases de processamento da memória (QUEVEDO et al., 2003). Isso é possível 

porque durante os estágios inicias da aquisição e consolidação, e após a evocação, 

a memória encontra-se labilizada e pode, então, ser modificada (BARROS et al., 

2001; MCGAUGH; IZQUIERDO, 2000; MONFILS et al., 2009; NADER; SCHAFE; LE 

DOUX, 2000; SZAPIRO et al., 2003; WICHERT; WOLF; SCHWABE, 2013). 

Agentes neuromodulatórios, como por exemplo agonistas noradrénergicos 

(MUELLER; PORTER; QUIRK, 2008) ou agonistas colinérgicos (BOCCIA et al., 

2009), podem produzir diferentes efeitos, deletérios ou benéficos, dependendo da 

estrutura encefálica, fatores ambientais/emocionais e da fase do processo 

mnemônico em que estão agindo: aquisição, consolidação, evocação, 

reconsolidação e/ou extinção (ROESLER; SCHRÖDER, 2011; ROOZENDAAL; 

MCGAUGH, 2011).  
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Figura 6 - Momentos de modulação farmacológica nas diferentes fases da memória. A 

administração de agentes moduladores antes da fase aquisição afeta tanto o aprendizado quanto a 

consolidação deste. Já a administração unicamente após a aquisição, afeta exclusivamente a 

consolidação. Os tratamentos administrados antes das sessões de evocação são usados para 

investigar a influência destes sobre a expressão de memórias. Adaptado de Roeler & Shröder, 2011.  

 

A extinção, assim como outras formas de aprendizado, pode ser modulada 

por um sistema neuro-humoral endógeno (KISHIMOTO; KANO, 2006; LI et al., 

2014), por tratamentos farmacológicos ou agentes exógenos (BENETTI; 

IZQUIERDO, 2013; BEVILAQUA et al., 2008), por mecanismos de synaptic tagging 

(DE CARVALHO MYSKIW; BENETTI; IZQUIERDO, 2012), e mecanismos 

epigenéticos (MAREK et al., 2011). 

Com o objetivo de verificar os efeitos de diferentes sistemas sobre a memória 

de extinção, Fiorenza e colaboradores (2012) desenvolveram um estudo em que 

administraram diferentes tratamentos, individualmente, logo após a sessão de 

extinção em três regiões cerebrais distintas, em ratos: região CA1 do Hipocampo 

dorsal, Amígdala Basolateral e Córtex Pré-Frontal Ventromedial. Os efeitos sobre a 

consolidação da memória de extinção, dos diferentes tratamentos, nas diferentes 

estruturas encefálicas foram observados em duas tarefas aversivas distintas: 

condicionamento clássico e condicionamento operante. Os pesquisadores 

concluíram que a memória de extinção pode ser modulada pelos sistemas 

histaminérgico, dopaminérgico, glutamatérgico e noradrenérgico, e que os efeitos 

destes sistemas variam conforme a tarefa comportamental empregada e também os 

sítios cerebrais estudados.  

A memória também poder ser modulada pelas emoções e pelos estados de 

ânimos. Estes possuem grande capacidade de influenciar os processos mnemônicos 

(IZQUIERDO, 2002). As respostas fisiológicas iniciadas durante a exposição a 

eventos com conteúdo emocional, negativo ou positivo, modulam fortemente a 

consolidação de novas memórias (FERRY; L., 2012; MCGAUGH, 2004; MUELLER; 

CAHILL, 2010), ou seja, a emoção determina a qualidade do armazenamento 

(MUELLER; PORTER; QUIRK, 2008). Quanto maior o impacto emocional, mais 
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intenso é o registro da memória. A consolidação de uma memória aversiva, por 

exemplo, pode ser facilitada por um sistema modulatório endógeno, mediado pela 

liberação de hormônios do estresse e pela ativação da amígdala cerebral no 

momento de sua aquisição (ROOZENDAAL; MCGAUGH, 2011). De um modo geral 

o estresse pode melhorar ou prejudicar a formação e evocação de memórias em 

animais e em humanos (CHEN; WILLIAMS, 2012; KAOUANE et al., 2012; OLVER et 

al., 2014). Seus efeitos dependem do tempo de exposição ao fator estressante, da 

natureza da experiência vivida e de características do indivíduo como sexo e idade 

(AKIRAV; MAROUN, 2012; IZQUIERDO, 2002; MERZ et al., 2013).  

A modulação da memória emocional envolve a liberação de noradrenalina em 

diferentes estruturas encefálicas (MUELLER; CAHILL, 2010; MUELLER; PORTER; 

QUIRK, 2008), de hormônio adrenocorticotrófico pela hipófise anterior, de 

vasopressina pela hipófise posterior, e de glicocorticoides e adrenalina pela glândula 

supra-renal (CAHILL; MCGAUGH, 1996; IZQUIERDO; DIAS, 1983a, 1983b; 

MCGAUGH; IZQUIERDO, 2000; WONG et al., 2011).  

O papel da adrenalina na modulação de memórias tem sido amplamente 

estudado (CLAYTON; WILLIAMS, 2000a; INTROINI-COLLISON; MCGAUGH, 1986; 

IZQUIERDO; DIAS, 1983b; JACOTTE-SIMANCAS et al., 2013; LIANG; BENNETT; 

MCGAUGH, 1985; WILLIAMS et al., 1998). Gold e Van Buskirk (1975) foram os 

primeiros a reportar que a administração periférica de adrenalina em ratos, após o 

treino na tarefa de esquiva inibitória, melhora a retenção da memória aversiva 

(ROESLER; SCHRÖDER, 2011; ROOZENDAAL; MCGAUGH, 2011). Estudos 

seguintes confirmaram que o aumento nos níveis de adrenalina periférica, induzido 

por um impacto emocional ou pela administração exógena, modula fortemente as 

memórias provenientes de experiências marcantes em ratos (CHEN; WILLIAMS, 

2012) e em humanos (CAHILL; ALKIRE, 2003). Utilizando técnicas bioquímicas de 

microdiálise e cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), pesquisadores 

conseguiram demonstrar que os efeitos mnemônicos deste hormônio parecem 

depender da ativação do sistema noradrenérgico na amígdala (CHEN; WILLIAMS, 

2012; WILLIAMS et al., 1998) e também de uma coativação do sistema 

noradrenérgico no hipocampo (MIYASHITA; WILLIAMS, 2004). 

Além dos exemplos aqui apresentados, uma importante forma de modulação 

da memória é a dependência de estado, cujo tema encerra a introdução desta 

dissertação.  
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1.4 A dependência de estado 

 

A dependência de estado refere-se a substâncias exógenas ou endógenas, 

que são capazes de modular a memória em dois momentos: durante a consolidação 

e durante a evocação. Neste processo, a recordação de determinadas memórias 

somente é possível se o sujeito estiver em um contexto sensorial e estado fisiológico 

muito semelhante ao que ocorreu durante a fase de aquisição/consolidação 

(IZQUIERDO, 2002; JAMALI-RAEUFY et al., 2011; MUELLER; CAHILL, 2010; 

OVERTON, 1978; SHULZ et al., 2000), ou seja, quando o conjunto das alterações 

endógenas (estado neuro-humoral e hormonal) provocadas no momento em que 

estas foram adquiridas se repete .  

Dados da literatura científica da década de 60 e 70 já descreviam o processo 

de dependência de estado. Porém, esses estudos se referiam somente à influência 

de agentes como benzodiazepínicos e anfetaminas (BUSTAMANTE et al., 1970), 

álcool (GOODWIN et al., 1969), e também de hormônios periféricos (GRAY, 1975) 

modulando a consolidação e evocação de memórias. Zornetzer, em 1978, propôs 

que um padrão de ativação específico presente no cérebro durante a fase de 

aquisição de uma memória, poderia se tornar um componente integral de seu 

armazenamento. Assim, para que essa memória pudesse ser evocada de forma 

efetiva, o cérebro deveria “reproduzir” esse padrão de ativação. Este foi o primeiro 

relato propondo a participação de neurotransmissores no processo de dependência 

de estado, ao que o autor chamou de “novo fenômeno neurofarmacológico” 

(IZQUIERDO; DIAS, 1983a; ZORNETZER, 1978). 

A dependência de estado ocorre geralmente através de experiências 

emocionais. Nestas ocasiões há hipersecreção de neurotransmissores ou 

neuromoduladores (β-endorfina, noradrenalina, serotonina) e hormônios do estresse 

(adrenalina, glucocorticóides, vasopressina e ACTH) (IZQUIERDO; DIAS, 1983a, 

1983b; IZQUIERDO, 2002; MCGAUGH; ROOZENDAAL, 2002; ROOZENDAAL; 

MCGAUGH, 1997; ROOZENDAAL, 2003). Assim, o conjunto de alterações 

fisiológicas decorrentes da resposta do organismo a situações adversas, funciona 

como uma “pista” para posterior evocação (IZQUIERDO, 2010).  

As pessoas e os animais evocam melhor uma memória ansiogênica, aversiva 

ou estressante, quando colocadas novamente numa situação ansiogênica, aversiva 

ou estressante, similar a da fase de aquisição/consolidação da memória ou então, 
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quando recebem uma administração de hormônios do estresse, em uma dose que 

faça a concentração sanguínea se aproximar a da fase de aquisição (IZQUIERDO; 

DIAS, 1983a, 1983b; IZQUIERDO; FERREIRA, 1989; IZQUIERDO; NETTO, 1985).  

Izquierdo e colaboradores (1983) demonstraram que a administração 

intraperitoneal (i.p.) em ratos, de agentes como o hormônio adrenocorticotrófico, a β-

endorfina, a adrenalina e a tiramina, antes da sessão de teste em esquiva inibitória, 

reverte o prejuízo observado na evocação da memória causado pela administração 

da mesma substância após a sessão de treino.  Evidenciando assim, a dependência 

de estado no processo de consolidação de memória aversiva. Isto ocorre porque as 

memórias submetidas à dependência de estado ficam inacessíveis à evocação 

(IZQUIERDO, 2010), e somente podem ser evocadas mediante a recriação das 

condições específicas presentes no momento da aquisição (IZQUIERDO, 1984).  

As alterações fisiológicas que compõem um determinado estado neuro-

humoral e hormonal endógeno podem ser provocadas por experiências emocionais, 

conforme abordado anteriormente, ou por agentes exógenos, tais como: a morfina 

(COLPAERT, 1991; MARIANI et al., 2011; PATTI et al., 2005), os peptídeos opióides  

(IZQUIERDO; DIAS, 1981), os antagonistas do receptor de glutamato N-metil D-

aspartato (NMDA) (JACKSON; KOEK; COLPAERT, 1992), o etanol (REZAYOF et 

al., 2008; SANDAY et al., 2013a), anfetamina (SANDAY et al., 2013b), entre outros 

(ALIJANPOUR; REZAYOF, 2013; JAMALI-RAEUFY et al., 2011; PETERSEN; 

GHONEIM, 1980).  

A modulação da memória emocional através da dependência de estado 

possui grande importância adaptativa/evolutiva, permitindo o reforço de memórias 

relevantes para a nossa sobrevivência, tais como a detecção de ameaças, 

permitindo que ativemos os mecanismos de defesa necessários para nos 

mantermos a salvo (BILKEI-GORZO et al., 2012; IZQUIERDO, 2002; WONG et al., 

2011). Contudo, a evocação destas memórias, em momentos inapropriados e de 

forma recorrente, induz a distúrbios de ansiedade, síndrome do pânico e transtorno 

de estresse pós-traumático (CALISKAN; ALBRECHT, 2013; DE CARVALHO 

MYSKIW; BENETTI; IZQUIERDO, 2012; PIZZORUSSO, 2009; QUEVEDO et al., 

2003), e a inabilidade de extinguir este tipo de memória constitui um sintoma chave 

em desordens psiquiátricas (MORRISON; RESSLER, 2013). 

A literatura científica que aborda os mecanismos envolvidos no processo de 

dependência de estado ainda é escassa, e os circuitos neurais envolvidos neste 
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processo foram pouco analisados. Ainda há muito a ser elucidado a respeito deste 

tema, tão importante para a compreensão dos mecanismos envolvidos na etiologia e 

tratamento de desordens cognitivas e psiquiátricas. A grande relevância deste 

estudo se respalda na falta de dados científicos, capazes de comprovar a existência 

da dependência de estado na consolidação da extinção de memória aversiva. 
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2 HIPÓTESE  
 

Em situações de estresse o hipotálamo secreta o hormônio liberador de 

corticotrofina na circulação hipotálamo-hipofisária, estimulando a liberação de ACTH 

para a circulação geral e este, por sua vez, estimula a liberação de adrenalina pela 

medula adrenal (AKIRAV; MAROUN, 2012; BREMNER, 2006; WONG et al., 2011).  

Izquierdo e colaboradores (1983) demonstraram que a administração de 

adrenalina i.p. em ratos antes da sessão de teste em esquiva inibitória, reverte o 

prejuízo observado na evocação da memória causado pela administração desta 

mesma substância após a sessão de treino, evidenciando a dependência de estado 

no processo de consolidação de memória aversiva. Uma das maiores questões 

acerca deste processo: como a adrenalina, uma catecolamina polar, que não 

atravessa a barreira hematoencefálica, exceto em uma pequena região no 

hipotálamo (FERRY; L., 2012; ROOZENDAAL; MCGAUGH, 2011; WEIL-

MALHERBE; AXELROD; TOMCHICK, 1959; WONG et al., 2011), pode ser capaz de 

afetar processos cognitivos, tal como o armazenamento de informações para 

posterior evocação. Seu efeito na consolidação da memória parece depender da 

ativação de receptores β-adrenérgicos localizados no nervo vago ascendente, e o 

estímulo segue pelas projeções do NTS resultando na ativação do sistema 

noradrenérgico no prosencéfalo (ROESLER; SCHRÖDER, 2011; ROOZENDAAL; 

MCGAUGH, 2011; WONG et al., 2011), mais precisamente nas seguintes estruturas: 

NTS, HIP, ABL (CLAYTON; WILLIAMS, 2000a, 2000b; MELLO-CARPES et al., 

2013; WILLIAMS et al., 1998).  

Por tratar-se de um novo aprendizado, a memória de extinção precisa passar 

pelo processo de consolidação (BERLAU; MCGAUGH, 2006; WICHERT; WOLF; 

SCHWABE, 2013), assim, os processos de consolidação e extinção de uma 

memória podem partilhar alguns mecanismos (MUELLER; CAHILL, 2010; MYSKIW 

et al., 2010). Portanto, nossa hipótese de trabalho é que assim como, na 

consolidação da memória aversiva, durante a consolidação da extinção da memória 

de medo, possa ser estabelecida a dependência de estado, pela administração 

periférica de adrenalina, e esta seria capaz de ser “incorporada” ao aprendizado da 

extinção e, então, agir como uma “pista” para posterior evocação desta memória. 

Isto seria possível através da ativação dos receptores β-adrenérgicos presentes no 
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nervo vago e pela ativação da via NTS → HIP/ABL, resultando na liberação central 

de noradrenalina.  
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3 JUSTIFICATIVA 
 

Estima-se que 90% da população mundial será exposta a pelos menos um 

evento traumático grave durante toda a sua vida. Esta exposição pode desencadear 

o surgimento de desordens psiquiátricas como o transtorno de estresse pós-

traumático, que hoje afeta de 5 a 10% da população em geral, mas este número é 

maior, de 20 a 30%, em grupos de risco: pessoas de baixa renda e soldados com 

traumas pós-guerra (MORRISON; RESSLER, 2013; PARSONS; RESSLER, 2013). 

Uma maneira de tratar as desordens psiquiátricas e devolver aos pacientes a 

estabilidade emocional, tão necessária à qualidade de vida, adaptação e 

sobrevivência humana, é através da terapia de exposição (FITZGERALD; 

SEEMANN; MAREN, 2013), técnica muito utilizada na clínica e baseada na extinção 

(ABRAMOWITZ, 2013; DE CARVALHO MYSKIW; BENETTI; IZQUIERDO, 2012; 

FIORENZA et al., 2012; MIYASHITA; WILLIAMS, 2004; RAUCH et al., 2009; THORP 

et al., 2012). O estudo da extinção de memória aversiva em animais de laboratório é 

o modelo experimental mais aceito pela comunidade científica com o objetivo de 

compreender os mecanismos comportamentais e neurais envolvidos na terapia de 

exposição em humanos (FITZGERALD; SEEMANN; MAREN, 2013; SCHILLER et 

al., 2013). Ambas consistem em expor o sujeito ao estímulo aversivo, sem as suas 

consequências perigosas ou assustadoras, resultando em um gradual decréscimo 

do comportamento de medo (KAPLAN; MOORE, 2011; ORSINI; MAREN, 2012). 

Investigar se a dependência de estado ocorre durante a consolidação da 

extinção de memória aversiva, permite conhecer melhor os mecanismos 

neurobiológicos e comportamentais do processo de extinção, tão difundido no 

comportamento humano e animal, e de tanta importância terapêutica para o 

tratamento de patologias ocasionadas pelas memórias de medo em humanos. 

Também contribui para que surjam novos estudos na área que possam maximizar a 

efetividade da terapia de exposição, bem como auxiliar no desenvolvimento de 

novos tratamentos farmacológicos, seja utilizando substâncias medicamentosas 

psicoativas ou controlando a liberação de reguladores endógenos.  
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4 OBJETIVOS 
 

4.1 Objetivo geral 

 

Verificar a ocorrência da dependência de estado na extinção de memória 

aversiva em ratos.  

 

4.2 Objetivos específicos  

 

 Verificar o efeito da administração periférica de adrenalina na consolidação da 

extinção da memória de esquiva inibitória. 

 

 Verificar se a administração periférica de adrenalina é capaz de promover a 

dependência de estado no processo de consolidação da extinção da memória 

de esquiva inibitória. 

 

 Verificar se a administração intra-NTS de noradrenalina mimetiza a 

dependência de estado, estabelecida na extinção da memória de esquiva 

inibitória, devido à administração periférica de adrenalina. 

 

 Verificar se a via NTS → HIP/ABL está envolvida na dependência de estado 

durante a extinção de memória aversiva, induzida pela administração 

periférica de adrenalina.  
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

Para responder às questões levantas nesta dissertação, realizou-se um 

estudo experimental in vivo, com o objetivo de obter uma análise farmacológica e 

comportamental dos processos envolvidos na possível ocorrência da dependência 

de estado endógena na consolidação da extinção de memória aversiva.  

 

5.1 Amostra 

 

Ratos Wistar machos (2,5-3 meses de idade; 290-330 g) foram obtidos do 

Centro de Reprodução e Experimentação de Animais de Laboratório (CREAL), da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). O tamanho amostral (número 

de animais por grupo) foi definido com base em estudos da área publicados em 

revistas internacionais indexadas (qualis A1), totalizando 316 animais (10-12 animais 

por grupo experimental) (ATSAK et al., 2012; CLARKE et al., 2010; DE CARVALHO 

MYSKIW; BENETTI; IZQUIERDO, 2012; DIEKELMANN et al., 2011; ROSSATO et 

al., 2009). 

Durante toda a fase experimental os animais foram mantidos na sala de 

alojamento do Centro de Memória, Instituto do Cérebro (InsCer), da Pontifícia 

Universidade Católica do Rio Grande do Sul (PUCRS). Estes foram alojados em 

caixas plásticas especiais forradas com maravalha, com capacidade para 4 animais, 

em condições controladas de luz (ciclo 12 horas claro/escuro - luz a partir das 7:00 

horas e escuro a partir das 19:00 horas) e temperatura (21-23ºC), recebendo água e 

ração ad libitum. As caixas de alojamento foram trocadas e limpas a cada dois dias, 

e as tarefas comportamentais foram todas realizadas durante a fase clara do ciclo 

dos animais. Os procedimentos experimentais apresentados nesta dissertação 

foram aprovados pela Comissão de Ética para o Uso de Animais (CEUA) da 

PUCRS, sob registro: CEUA 0104/12 (ANEXO A).  

 

5.2 Cirurgia estereotáxica 

 

Para viabilizar a infusão farmacológica intra-estrutura e verificar se as 

diferentes regiões de estudo participam no processo de dependência de estado 

endógena na consolidação da extinção de memória aversiva induzida pela 
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administração sistêmica de adrenalina, os animais foram submetidos à cirurgia 

estereotáxica para implantação bilateral de cânulas guia de 22 gauge (G) 

posicionadas 1,0 mm acima das seguintes estruturas: núcleo do trato solitário (NTS) 

região CA1 do hipocampo dorsal (HIP) e amígdala basolateral (ABL). As 

coordenadas para as diferentes regiões de estudo, segundo o Atlas Paxinos e 

Watson (1986) foram:  

 

 NTS: Antero-posterior (AP) -13.3, Latero-lateral (LL) ±1.0, Dorso-ventral 

(DV) -6.9 mm. 

 

  HIP: AP: –4.2; LL: ±3.0; DV: –1.8 mm. 

 

 ABL: AP:  -2.8; LL: ±4.7; DV: -7.5 mm. 

 

 Todos os procedimentos foram realizados com os animais previamente 

anestesiados com ketamina (Cristália), um anestésico de ação rápida, juntamente 

com Xilazina (Syntec), um sedativo/miorrelaxante/analgésico, ambos administrados 

via intraperitoneal (i.p.), nas doses de 75 mg/Kg e 10 mg/Kg respectivamente.  

Ao término da realização da cirurgia estereotáxica e após a completa 

recuperação da anestesia, os animais foram recolocados em suas respectivas 

caixas moradia. Durante toda a fase experimental não houve troca entre os animais 

em cada caixa. 

 

 

 

Figura 7 - Vista geral do equipamento de cirurgia estereotáxica (KOPF
®
).  
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5.3 Manipulação dos animais 

 

Após 4-7 dias de recuperação da cirurgia estereotáxica, os animais passaram 

por uma sessão de manipulação, com a finalidade de acostumá-los a serem 

manejados, ou seja, para se familiarizarem com o pesquisador e evitar a ansiedade 

e o estresse durante o experimento. Para isso, os animais foram transportados da 

sala de alojamento do Centro de Memória para a sala onde se realizavam os 

experimentos, retirados individualmente de sua caixa moradia e manuseado por 5 

minutos. 24 horas após a sessão de manipulação foi empregado o protocolo 

experimental de esquiva inibitória. 

 

5.4 O paradigma de esquiva inibitória 

 

A esquiva inibitória (EI) é um paradigma muito utilizado para estudar memória 

aversiva (BARROS et al., 2001; BENETTI; IZQUIERDO, 2013; FIORENZA et al., 

2012). É um dos modelos favoritos para análise de eventos bioquímicos e 

farmacológicos envolvidos na formação da memória, pois, sua aquisição é rápida 

(em segundos), e necessita de uma única e breve sessão de treinamento 

(IZQUIERDO et al., 2006a). A aquisição da tarefa de esquiva inibitória depende da 

atividade integrada da região CA1 do hipocampo com o córtex entorrinal e parietal 

posterior, sendo modulada no início pelo septo medial e amígdala e indiretamente 

por hormônios do estresse (CAMMAROTA et al., 2007; IZQUIERDO; BEVILAQUA; 

CAMMAROTA, 2006). Este é um paradigma que permite examinar 

experimentalmente os mecanismos envolvidos na aquisição, armazenamento e 

expressão de memórias emocionais associadas com eventos estressantes, 

intimidadores ou atemorizantes (PORTO, 2006). Em humanos, a esquiva inibitória é 

representada por um tipo de memória que utilizamos diariamente e é muito 

importante para a nossa sobrevivência, pois evita, por exemplo, que coloquemos o 

dedo na tomada ou andemos por lugares perigosos (QUEVEDO et al., 2003) 

O aparato de esquiva inibitória consiste em uma caixa de madeira (50 x 25 x 

50 cm) com a parte frontal feita de acrílico (Albarsch, Porto Alegre, Brasil). O 

assoalho do aparelho é feito de barras de bronze paralelas, com 0,3 cm de calibre 



37 

cada. No lado esquerdo da caixa, há uma plataforma de 5 cm de altura por 7 cm de 

largura.  

Antes de iniciar o protocolo de EI, os animais foram transportados da sala de 

alojamento até a sala onde os experimentos eram conduzidos e aguardava-se cerca 

de 20 min para adaptação (importante para evitar que os animais ficassem 

estressados pela mudança de ambiente). Durante a sessão de treino, no dia 1, os 

animais foram cuidadosamente colocados sobre a plataforma elevada e, quando 

desceram com as quatro patas no assoalho de barras de bronze eletrificáveis 

receberam um estímulo elétrico de 0,5 mA por 2 s, sendo imediatamente 

recolocados nas caixas moradia (BONINI et al., 2007; SZAPIRO et al., 2003). Após 

24 horas da sessão de treino, no dia 2, os animais foram recolocados na plataforma 

para a sessão de extinção, onde os procedimentos foram idênticos àqueles 

empregados na sessão de treino, exceto que ao descer da plataforma o animal não 

recebeu o estímulo elétrico e explorou livremente o assoalho de barras de bronze, 

por um período de 60 s, tempo eficaz para a extinção da memória de esquiva 

inibitória (nas condições de treino aqui apresentada), determinado por estudo prévio 

(FIORENZA et al., 2012). No dia 3, para avaliar a extinção da memória aversiva, os 

animais foram gentilmente colocados na plataforma elevada e foi observada a 

latência de descida. Em todas as sessões (treino, extinção e teste) foram 

cronometradas as latências de descida da plataforma com as 4 patas no assoalho 

de barras de bronze como variável (medida de memória), e os tempos limites foram 

de 30 s para a sessão de treino e 300 s para as sessões de extinção e teste. Os 

animais que não desceram da plataforma na sessão de treino até 30 s foram 

automaticamente excluídos do estudo. E os animais que no segundo dia de 

exposição ao aparato de EI não desceram até 300 s, foram conduzidos até o 

assoalho de barras eletrificáveis na ausência de estímulo elétrico para a sessão de 

extinção (60 s). Se algum animal retornasse para a plataforma elevada durante a 

sessão de extinção, travava-se o cronômetro, conduzia-o novamente ao assoalho de 

barras de bronze eletrificáveis e acionava-se novamente o cronometro até que o 

animal completasse o tempo de extinção exclusivamente no assoalho de barras 

eletrificáveis.  
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Figura 8 - Desenho esquemático do protocolo comportamental de Esquiva Inibitória. (A) 

Sessão de treino: Ratos Wistar machos foram individualmente colocados na plataforma elevada. 

Quando eles desceram com as quatro patas no assoalho de barras de bronze receberam um 

estímulo elétrico de 0,5 mA durante 2s. (B) Sessão de Extinção: após 24 horas os animais foram 

recolocados individualmente na plataforma e ao descerem, não receberam o estímulo elétrico e 

exploraram livremente o assoalho de barras de bronze por um período de 60 s. (C) Sessão de teste: 

para retenção da memória de extinção os animais foram novamente expostos à caixa de EI na 

ausência de estímulo elétrico, 24 h após a sessão de extinção, e ocorrendo a consolidação da 

memória de extinção os animais tendem a descer da plataforma rapidamente. Durante as sessões de 

treino, extinção e teste foram cronometrados as latências de descida da plataforma elevada como 

medida de memória. Adaptado de Mello-Carpes et al., 2013. 
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5.5  Intervenção farmacológica 

 

Os compostos farmacológicos empregados neste estudo foram adrenalina, 

noradrenalina e muscimol, todos adquiridos da empresa Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, 

USA), dissolvidos em salina estéril 0,9% (veículo) e guardados protegidos da luz a – 

20ºC até o uso. Os fármacos ou salina foram administrados i.p. (salina e adrenalina) 

ou intra-cérebro (salina, muscimol e noradrenalina) em dois diferentes momentos: 

imediatamente após a sessão de extinção e 6 min antes da sessão de teste (tempo 

apropriado para a absorção dos compostos farmacológicos propostos do sitio de 

injeção) (IZQUIERDO; DIAS, 1983a, 1983b; IZQUIERDO; FERREIRA, 1989; 

IZQUIERDO; NETTO, 1985) na tarefa de EI.  

 

 

 

Figura 9 - Desenho esquemático dos momentos de intervenção farmacológica durante a 

execução do protocolo experimental de Esquiva Inibitória. 

 

A adrenalina (o principal hormônio da medula adrenal) e a noradrenalina (o 

transmissor da maioria das fibras simpáticas pós-ganglionares) são agonistas diretos 

de células efetoras, sendo ambas equipotentes em estimular receptores β1, mas sua 

ação difere-se na proporção de sua eficácia em estimular receptores α e β2. A 

noradrenalina é um potente agonista de receptores α e apresenta pouca ação sobre 

os receptores β2, contudo, é menos potente do que a adrenalina sobre os receptores 

α da maioria dos órgãos. Estruturalmente a noradrenalina difere-se da adrenalina 

apenas pela falta do substituto metil no grupo amino (GOODMAN; GILMAN; 

GILMAN, 1990).  



40 

 

Figura 10 - Estrutura molecular em 2D da adrenalina e da noradrenalina. Note-se a ausência do 

substituto metil no grupo amino na noradrenalina. (A) adrenalina, fórmula molecular C9H13NO3 e peso 

molecular de 183.20442 g/mol. (B) Noradrenalina fórmula molecular C8H11NO3 e peso molecular de 

169.17784 g/mol. Fonte: PubChem Compound – NCBI. 

 

O muscimol é um agonista dos receptores GABAérgicos do tipo A (GABAA). 

Seu mecanismo de ação está relacionado a potencialização da inibição neural 

mediada pelo ácido gama-aminobutírico (GABA), principal neurotransmissor inibitório 

do SNC.  É amplamente utilizado em estudos farmacológicos com a finalidade de 

causar uma inativação reversível de determinadas estruturas cerebrais associadas 

com funções cognitivas. Ou seja, O muscimol reduz a atividade elétrica espontânea 

ou provocada dos neurônios de grosso calibre na região em que é administrado e tal 

fenômeno envolve a um aumento na condutância dos íons cloretos, mediado pelo 

GABA (GOODMAN; GILMAN; GILMAN, 1990; MISANE et al., 2013). 

 

 

Figura 11 - Estrutura molecular 2D do composto farmacológico muscimol. Fórmula molecular 

C4H6N2O2 e peso molecular de 114.10264 g/mol. Fonte: PubChem Compound – NCBI. 
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A adrenalina nas doses de 5, 50 e 100 µg/Kg ou salina 0,9 % na dose de 1 

ml/Kg foram administradas via i.p. imediatamente após a sessão de extinção e/ou 6 

min antes da sessão de teste da tarefa de EI. A Noradrenalina na dose de 1 

µg/0,5µl/lado em NTS e ABL e 1 µg/µl/lado em CA1, muscimol na dose de 0,01 

µg/0,5µl em NTS e ABL e 0,01 µg/µl/lado em CA1, e salina 0,9% no volume de 0,5 µl 

em NTS e ABL e 1 µl em CA1, foram administrados 6 min antes da sessão de teste, 

podendo ser administrados em mais de uma estrutura ou juntamente com a infusão 

i.p. de adrenalina ou salina. A escolha das doses dos compostos farmacológicos 

utilizados nesta dissertação foi baseada em estudos prévios e na vasta literatura 

disponível (FIORENZA et al., 2012; IZQUIERDO; DIAS, 1983a, 1983b; IZQUIERDO; 

FERREIRA, 1989; IZQUIERDO; NETTO, 1985; MELLO-CARPES et al., 2013). 

Para a administração i.p. dos compostos farmacológicos foi utilizado uma 

seringa hipodérmica com agulha estéril de 1 ml (27,5G x ½”)  da marca BD 

Bioscences. Para realizar o procedimento, o animal foi cuidadosamente imobilizado 

com uma compressa estéril e a agulha foi introduzida no quadrante inferior esquerdo 

do abdômen do animal, fazendo um ângulo de 20-45º com a parede abdominal. 

Antes de dispensar o fármaco foi aspirado o conteúdo para verificar se a agulha não 

atingiu bexiga, intestinos ou algum vaso, e estando a agulha em local certo, foi 

executada a injeção do fármaco. 

Para a infusão farmacológica intra-cérebro uma guia de 30 G foi acoplada a 

um tubo de polietileno (0,15” x 0,43” x 10’) e este sistema foi acoplado a uma micro-

seringa adquirida da empresa Hemilton Company, Estados Unidos, modelo 95 RN 

SYR, ideal para dispensar volumes de 0,5 µl até 5 µl. No momento da infusão o 

animal foi cuidadosamente imobilizado com uma compressa estéril e a guia de 30 G 

foi introduzida na cânula guia de 22 G implantadas na calota craniana dos animais 

anteriormente mediante cirurgia estereotáxica, e então dispensado o fármaco ou 

salina, ambos administrados obedecendo a uma média de velocidade de infusão de 

0,5 µl/30 s. Após o término da infusão intra-cérebro a guia de infusão foi mantida por 

mais 60 s dentro das cânulas guia para evitar o refluxo de líquido (a pressão intra-

craniana é superior a pressão do meio externo), e após, cuidadosamente retirada, 

colocada na outra cânula e o processo foi repetido (infusões bilaterais).   

As injeções periféricas foram administradas até 30 s antes das infusões intra-

cérebro, quando ambas eram requeridas, conforme a tabela a seguir.  
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 TRATAMENTOS:  

Após sessão de treino Após sessão de extinção Pré sessão de Teste 

   

Grupo 1   

Salina (1 ml/Kg) Salina (1 ml/Kg) Salina (1 ml/Kg) 

Salina (1 ml/Kg) Adrenalina (5 µg/Kg) Salina (1 ml/Kg) 

Salina (1ml/Kg) Adrenalina (50 µg/Kg) Salina (1ml/Kg) 

Salina (1ml/Kg) Adrenalina (100 µg/Kg) Salina (1ml/Kg) 

Grupo 2   

Salina (1 ml/Kg) Salina (1 ml/Kg) Salina (1 ml/Kg) 

Salina (1 ml/Kg) Salina (1 ml/Kg) Adrenalina (50 µg/Kg) 

Salina (1 ml/Kg) Adrenalina (50 µg/Kg) Salina (1 ml/Kg) 

Salina (1 ml/Kg) Adrenalina (50 µg/Kg) Adrenalina (50 µg/Kg) 

Grupo 3   

Salina (1 ml/Kg) Salina (1 ml/Kg) Salina (1 ml/Kg) + Salina 1 µl/lado 
intra-NTS 

Salina (1 ml/Kg) Salina (1 ml/Kg) Salina (1 ml/Kg) + Muscimol (0,01 
µg/lado) intra-NTS 

Salina (1 ml/Kg) Salina (1 ml/Kg) Salina (1 ml/Kg)  + Noradrenalina (1 
µg/lado) intra- NTS 

Salina (1 ml/Kg) Adrenalina (50 µg/Kg) Adrenalina (50 µg/Kg) + Muscimol 
(0,01 µg/lado) intra-NTS 

Salina (1 ml/Kg) Adrenalina (50 µg/Kg) Salina (1 ml/Kg)  + Noradrenalina 
(1µg/lado) intra-NTS 

Grupo 4   

Salina (1 ml/Kg) Salina (1 ml/Kg) Salina (1 ml/Kg) + Salina (1µl/lado) 
intra-NTS + Salina (1µl/lado) intra-

HIP 

Salina (1 ml/Kg) Adrenalina Salina (1 ml/Kg) +  Muscimol (0,01 
µg/lado) intra-NTS + Noradrenalina 

(1µg/lado) intra-HIP 

Salina (1 ml/Kg) Salina (1 ml/Kg) Salina (1 ml/Kg) + Salina (1µl/lado) 
intra-NTS + Salina (1µl/lado) intra-

ABL 

Salina (1 ml/Kg) Adrenalina Salina (1 ml/Kg) +  Muscimol (0,01 
µg/lado) intra-NTS + Noradrenalina 

(1µg/lado) intra-ABL 
 

Tabela 1 - Delineamento dos grupos experimentais. 

 

 



43 

5.6 Histologia 

 

A verificação do posicionamento anatômico das cânulas foi realizado post 

mortem: 2-4 dias após o término dos procedimentos experimentais, os animais 

receberam uma solução de azul de metileno 4 % (1 µl em CA1; 0,5 µl no NTS e 

ABL) através das mesmas cânulas em que foram infundidos os compostos 

farmacológicos (noradrenalina e muscimol) ou veículo (salina 0,9%). Após 15 min da 

infusão, estes foram sacrificados pela administração i.p. de uma overdose de 

pentobarbital (100 mg/Kg) e decapitados para retirada dos cérebros que foram 

mantidos em solução de formol a 4%. Após 48 horas, as estruturas cerebrais eram 

analisadas com auxílio do atlas de Paxinos e Watson (1986) e de um microscópio 

óptico. 

Somente animais onde a localização da mancha de azul de metileno 

encontrou-se dentro de um raio de 1 mm do local desejado foram considerados na 

análise estatística dos dados (BARROS et al., 2001; DE CARVALHO MYSKIW; 

BENETTI; IZQUIERDO, 2012; FIORENZA et al., 2012; FURINI et al., 2010; MELLO-

CARPES; IZQUIERDO, 2013).  

 

 

 

Figura 12 – Desenho mostrando a localização da mancha de azul de metileno. Esquema 

procedente dos planos A -13.3 (NTS), -4.2 (HIP) e – 2.8 (ABL) adaptado do Atlas Paxinos & Watson 

(1986), mostrando a localização da mancha de azul de metileno dentro de um raio de 1 mm do local 

desejado (infusão de 0.5 µl de azul de metileno a 4% no NTS e ABL e de 1 µl de azul de metileno a 

4% no HP). Desenho de Maria Eduarda Izquierdo. 
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5.7 Análise estatística  

 

A análise estatística foi realizada através do software PrismGraph 5.0 (Graph-

Pad Software, San Diego, CA, Estados Unidos). A variável em estudo (latência de 

descida da plataforma) não segue uma distribuição normal (Gaussiana) e requer 

técnicas de inferência estatística não paramétrica. Assim, os dados foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA) Kruskal-Wallis e teste post hoc de Dunn, 

sendo expressos em mediana ± intervalo interquartil. Os valores de p<0,05 foram 

considerados estatisticamente significantes (CALLEGARI-JACQUES, 2007).  
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Abstract 

 

We investigate whether the extinction of inhibitory avoidance (IA) learning can be 

subjected to endogenous state-dependence with systemic injections of epinephrine 

(E), and whether endogenous norepinephrine (NE) and the nucleus tractus solitarius 

(NTS) → locus coeruleus → hippocampus/amygdala (HIPP/BLA) pathway participate 

in this.  Rats trained in IA were submitted to two sessions of extinction 24 h apart: In 

the first, the animals were submitted to a training session of extinction, and in the 

second they were tested for the retention of extinction.   Saline or E were given i.p. 

immediately after the extinction training (post-extinction training injections) and 6 min 

before the extinction test (pre-extinction test).  Post-extinction training E (50 or 100 

µg/Kg) induced a poor retrieval of extinction in the test session of this task unless an 

additional E injection (50 µg/Kg) was given prior to the extinction test.  This 

suggested state-dependence.  Muscimol (0.01 µg/side) microinfused into the NTS 

prior to the extinction test session blocked E-induced state-dependence.  

Norepinephrine (NE, 1 µg/side) infused bilaterally into NTS restores the extinction 

impairment caused by post-extinction training i.p. E.  In animals with bilateral NTS 

blockade induced by muscimol, NE (1 µg/side) given prior to the extinction test into 

the CA1 region of the dorsal hippocampus or into the basolateral amygdala restored 

the normal extinction levels that had been impaired by muscimol.  These results 

suggest a role for the NTS → locus coeruleus → HIPP/ BLA pathway in the retrieval 

of extinction, as it has been shown to have in the consolidation of inhibitory 

avoidance and of object recognition learning. 

Key words:  Fear extinction State-dependence Peripheral epinephrine Central 

norepinephrine NTS → hippocampus/amygdala pathway 

 

 

 

 

 

 



47 

Introduction 

 

Ascending noradrenergic fibers originating in the locus coeruleus (LC) modulate 

hippocampal memory processing both during consolidation (Gold & McGaugh, 1977; 

Gold & Zornetzer, 1983; Izquierdo, 1984; Izquierdo & Medina, 1997; McGaugh, 2000; 

Prado de Carvalho & Zornetzer, 1981; Sara, 2009) and at the time of retrieval 

(Barros, Mello e Souza, De David, Choi, Aguzzoli, Madche, Ardenghi, Medina, & 

Izquierdo, 2001). These fibers also innervate the basolateral amygdala (BLA), which 

has a key modulatory role of its own on memory processing by the hippocampus 

(HIPP) (Izquierdo & Medina, 1997; McGaugh, 2000).  In turn, the LC is innervated by 

central catecholaminergic nuclei activated by vagal afferents (Browning & Travagli, 

2010; Izquierdo et al., 1959). These are sensitive to circulating epinephrine (E) levels 

and effects (McGaugh, 2000; Mravec, 2011; Wong et al., 2012).  The vagal afferents 

activate a pathway initiated by the nucleus of the solitary tract (NTS) through locally 

released norepinephrine (NE) (Clayton & Williams, 2000 a,b,c; Mello Carpes & 

Izquierdo, 2013; Williams et al., 1996; Wong, Tai, Wong-Faull, Claycomb, Meloni, 

Myers, Carlezon, & Kvetnansky, 2012; see also Paschalis, Churchill, Marina, 

Kasymov, Gourine, & Ackland, 2009, Thoa & Davidson, 1982; Yao, 2009).  The NTS 

projects to the nucleus paragigantocellularis, which in turn innervates the LC (Ennis 

& Aston-Jones, 1988; Reyes & Van Bockstaele, 2006). The LC sends noradrenergic 

fibers to many areas of the brain including the basolateral amygdala (BLA) and 

hippocampus (HIPP) (see Gold & Zornetzer, 1983; McGaugh, 2000; Mello-Carpes & 

Izquierdo, 2013).  The connection of the LC with the BLA and HIPP is believed to 

play a key role in the regulation of memory processes (Gold & McGaugh, 1975; Gold 

& Zornetzer, 1983; McGaugh, 2000; Prado de Carvalho & Zornetzer, 1981; Sara, 

2009). 

In some cases, the actions of the modulatory pathways and substances may actually 

be incorporated to the tasks being learned as part of the constellation of conditioned 

stimuli, and then act as retrieval cues (Izquierdo, 1984; Izquierdo & Dias, 1983).  This 

establishes state-dependence (Izquierdo, 1984; Colpaert, 1990). The possibility of 

state-dependence on endogenous substances, particularly brain neurotransmitters, 

was first postulated by Zornetzer (1978).  The dependence of memories on 

endogenous substances has been considered to play a major role both in the action 

of peripheral hormones (Izquierdo, 1984), and in that of a variety of drugs, including 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Marina%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19442879
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kasymov%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19442879
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opioid peptides (Izquierdo et al., 1981), morphine (Colpaert, 1990, 1991), NMDA 

antagonists (Jackson, Koek & Colpaert, 1992), ethanol  (Rezayof, Alijanpour, 

Zarrindast, & Rassouli, 2008), and others (Izquierdo, 1984; Jamali-Raeufy et al., 

2011). State-dependence on exogenous substances has been proposed to result 

from the matching of the drug states at the time of acquisition and at that of retrieval 

(Overton, 1978, Jamali-Raeufy et al., 2011; Rezayof et al., 2008).  

In endogenous state-dependence the states believed to be important are instead the 

one present during the post-extinction training period in which consolidation occurs 

(Izquierdo & Medina, 1997; McGaugh, 2000) and the one prevalent at the time of 

retrieval (Barros et al., 2001; Izquierdo, 1984; Zornetzer, 1978).  A sufficient similarity 

between those two states fosters retrieval (Izquierdo, 1984; Izquierdo & Dias, 1983; 

Zornetzer, 1978).   Cerebral NE and peripheral E are released at the time of training 

(Izquierdo, 1984; McCarty & Gold, 1981; Zornetzer, 1978).  Peripherally administered 

E adds to that released endogenously by the training procedure and modulates 

consolidation.  In the IA task, training with a strong footshock leads to a higher E 

release (McCarty & Gold, 1981) and a higher retention test performance; in these  

animals E injected systemically post-training usually reduces consolidation and this is 

overcome by pre-test E administration (Izquierdo & Dias, 1983; Izquierdo, 1984).  In 

animals trained in IA with a low footshock the endogenous E release is lower 

(McCarty and Gold, 1981), the retention performance is lower (izquierdo, 1984) and 

post-training E usually increases this performance (Izquierdo, 1984 Dias & Izquierdo, 

1983).  Thus, the effect of peripherally injected E on consolidation varies with the 

amount of endogenous E released by training; this being one of the reasons that 

actually led to the postulation of the process of memory modulation by endogenous 

substances (Cahill & McGaugh, 1996; McGaugh, 2000; Izquierdo et al., 2006). The 

recovery of memory by pre-test E in animals in which injection of this drug causes 

retrograde amnesia suggests endogenous state-dependence (Dias & Izquierdo, 

1983; Izquierdo & Dias, 1983; Izquierdo, 1984).  

The brain sites involved in endogenous state-dependence must obviously participate 

both in consolidation and in retrieval (Izquierdo, 1984; Zornetzer, 1978).  HIPP and 

BLA are crucial both for consolidation (Izquierdo & Medina, 1997; McGaugh, 2000) 

and retrieval.  In retrieval, however, many other brain structures are also involved 

(Barros et al., 2001; Risius et al., 2013).  The pathway NTS → LC → HIPP/BLA can 

be important for consolidation (Clayton & Williams, 2000a,b,c; Mello-Carpes & 
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Izquierdo, 2013; Williams et al., 1996) but it has not been studied before for a 

possible role in retrieval. 

Here we investigate, first, whether extinction learning can be subjected to 

endogenous state-dependence with systemic injections of E and, second, whether 

endogenous NE and the NTS, HIPP or BLA pathway participate in this.  The task 

chosen is the extinction of one trial inhibitory avoidance (IA) in rats.   

  

2. Material and Methods 

 

2.1. Subjects   

 

Male Wistar rats (2.5-3 months old, 290-330 g) purchased from the Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil were used.  They were housed 4 

to a cage and maintained with free access to food and water under a 12-h light/12-h 

dark cycle (lights on at 07:00 hours).  All behavioral experiments were carried out 

during the light phase of the cycle. The temperature of the animal room was 

maintained at 21-23 oC.  All procedures were in accordance with the National 

Institutes of Health’s Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and were 

approved by the Bioethics Commission of the Pontifical Catholic University of Rio 

Grande do Sul. 

 

2.2. Surgery. 

 

To study the role of the NTS, BLA and HIPP in the behavioral situations analyzed, 

rats were deeply anesthetized with 75 mg/kg ketamine (Cristalia) plus 10 mg/kg 

xylazine (Syntec), and placed in a stereotaxic apparatus.  Stainless steel 22-gauge 

guide cannulae were stereotaxically implanted bilaterally 1.0 mm above the 

pyramidal cell layer of the dorsal CA1 region of HIPP (A –4.2, L ±3.0, V –1.8 mm), 

and/or BLA (A -2.8, L ±4.7, V -7.5 mm), and/or NTS (A -13.3, L ±1.0, V -6.9 mm).  

Coordinates are from the atlas by Paxinos & Watson (1986). The animals were 

allowed to recover from surgery for 4-7 days before submitting them to any other 

procedure. In some of the animals (see Results) the cannulae were implanted both in 

the NTS and in HIPP or BLA.  
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2.3. Inhibitory avoidance (IA) training, extinction training and extinction testing. 

 

IA training, as is customary in this laboratory (Barros et al., 2001; Fiorenza, Rosa, 

Izquierdo & Myskiw,  2012) was in a 50 cm × 25 cm × 25 cm plexiglass box with 5 cm 

high, 7 cm wide and 25 cm long formica platform at the left end of a series of 0.3 cm 

caliber bronze bars spaced 1.0 cm apart that made up the floor of the box.  For IA 

training (day 1), the animals were placed on the platform facing the rear left corner of 

the training box.  When they stepped down placing their four paws on the grid they 

received a 2 s, 0.5 mA scrambled footshock and then withdrawn immediately from 

the apparatus and returned for their cage.  Twenty-four hours later (day 2), the 

animals were placed again on the platform as described, and when they stepped 

down they were allowed to explore the box freely for 60 s without footshocks.  This 

was the extinction training session.  Twenty-four hours later (day 3) the animals were 

submitted to a second, identical extinction session (extinction test). This was the 

second or test extinction session (Fiorenza et al., 2012). Step-down latencies were 

measured in the IA session, extinction training session and extinction test session 

with a stopwatch.  

Drug or saline treatments were administered i.p. (E, saline) or infused (Saline, 

muscimol, NE) at two different times: Immediately after the extinction training session 

(post-extinction training treatments) or 6 min prior to the extinction test session (pre-

extinction test treatments), as is customary in other forms of learning (Barros et al., 

2001; Clayton & Williams, 2000a,b,c; Fiorenza et al., 2012; García-Delatorre, 

Rodríguez-Ortiz, Balderas, & Bermúdez-Rattoni, 2010; see McGaugh, 2000, 2013 

and Izquierdo & Medina, 1997 for references).  The post-training treatments were 

aimed at the post-training consolidation period of extinction learning (García-

Delatorre et al., 2010; Fiorenza et al., 2012), and the pre-test treatments were aimed 

at the retrieval of extinction.   

 

2.4. Drug Treatments 

 

The doses were chosen from pilot experiments based on the vast literature in the 

field (Barros et al., 2001; Clayton & Williams, 2000a,b; Gold & Zornetzer, 1983; 

Fiorenza et al., 2012; Izquierdo, 1984; Izquierdo & Dias, 1983; McGaugh, 2000). All 

drugs were dissolved in sterile 0.9% saline. Drugs used were epinephrine (E), 
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muscimol and norepinephrine (NE), all purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO).   

At the time of drug microinfusions (immediately after extinction training, and/or 6 min 

before test sessions), 30-gauge infusion cannulae were fitted into the guides. 

Infusions were 0.5 µl in volume for the BLA, NTS and 1.0 µl for HIPP. The drug or 

vehicle infusions were performed at rate of 0.5 µl/30s. The infusion cannulae was left 

in place for an additional 60 s after infusion to minimize backflow, then carefully 

withdrawn and placed on the other side, after which the procedure was repeated.   

The doses used were: i.p. E, 5, 50 or 100 µg/Kg; central nervous system infusions, 

NE, 1 µg/side, and muscimol, 0.01 µg/side.  Saline was used for controls.  I.p. 

injection volume was 1 ml/Kg.  Brain microinfusion volume of saline was 0.5 µl.  The 

peripheral injections were always performed less than 30 sec after the brain infusions 

when both were required.  

 

2.5. Cannulae localizations in the NTS, BLA and HIPP. 

 

Localization of cannulae aimed at HIPP and BLA were as in Fiorenza et al. (2012) 

and locations into NTS was as in Mello-Carpes & Izquierdo (2013). Location of 

cannulae was verified post-mortem: 2-4 days after the end of the last behavioral 

procedure, a 4% methylene blue solution was infused into each implanted site at the 

same volume that had been used for drug or saline microinfusion.  Thirty min later, 

the animals were sacrificed by excess anesthesia and the brains were removed and 

kept in 10% formalin.  The extension of the dye in each case was taken as a 

measure of the probable extension of the drug or saline infusions. Cannula 

placement was considered correct when the spread was ≤ l mm3 from the intended 

infusion site (Barros et al., 2001; Fiorenza et al., 2012; Mello-Carpes & Izquierdo, 

2013; Myskiw et al., 2013) (Fig. 1).  

 

2.6 Statistics 

 

One trial inhibitory avoidance data were analyzed by Kruskal–Wallis non-parametric 

one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunn’s multiple comparison tests, 

because latencies in the extinction sessions of this task did not follow a normal 

distribution.  Data were expressed as medians + interquartile ranges. 
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3. Results 

 

3.1. Induction of state dependent extinction of IA by peripheral epinephrine. 

 

At the doses of 50 or 100, but not 5 µg/Kg, E given i.p. after the extinction training 

session attenuated the performance of test session (Fig. 2).  When the animals 

received E 50 µg/Kg post-extinction training and were tested after giving pre-

extinction test E at the same dose, the latter reversed the retrograde amnesic effect 

of post-extinction training E (Fig. 3). Pre-test E (50 µg/Kg) had no effect of its own on 

extinction retrieval in the test session (Fig. 3).  E given i.p. does not cross the blood-

brain barrier except at the hypothalamus, which is a long distance from the NTS, 

HIPP or BLA studied in the present paper (Weil-Malherbe, 1959).  These results 

indicate that extinction learning, like other forms of learning (Izquierdo & Dias, 1983; 

Izquierdo, 1984) can be made state-dependent by the post extinction systemic 

administration of E. 

It must be noted that in this and in all following experiments (Figs. 2 to 5) the 

performance in the extinction training session directly reflects the high criterion to 

which the animals had been trained in the preceding IA procedure: the median step-

down latency was maximum (300 s).  In animals trained to high criterion in the IA task 

even a low dose of E (5 µg/Kg) given post-extinction training reduces the subsequent 

retrieval seen in control animals (Izquierdo & Dias, 1983).  In such conditions, post-

extinction training E is amnestic in the original task (IA), and, as seen in Fig. 2, post-

extinction training E (at much higher doses, 50 or 100 µg/Kg) it is also amnestic for 

the extinction task.  

 

3.2. The NTS and NE in the NTS may participate in the state-dependence caused by 

post-extinction training E given peripherally. 

 

The bilateral microinfusion of muscimol (0.01µg/side) into the NTS is supposed to 

block this nucleus (Mello-Carpes & Izquierdo, 2013). Here we found that pre-

extinction test muscimol given into the NTS blocks both the retrieval of extinction in 

saline-treated animals, and the state-dependence caused by post-extinction training 

and pre-n extinctiotest i.p. E (Fig. 4).   
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Since peripheral E can induce the release of NE at various brain sites, including the 

NTS (Clayton & Williams, 2000a,b,c; Mravec, 2011; Wong et al., 2012), we decided 

to test whether NE itself given into the NTS at a dose of 1.0 µg/side could mimic the 

pre-extinction test effects of peripheral E administration on the memory of extinction 

of IA learning. Fig. 4 shows that it does: Pre-extinction test NE restores the extinction 

impairment caused by post-extinction training i.p. E injection. Therefore, it seems 

plausible to postulate that the state-dependence induced by E given i.p. after 

extinction training may be mediated by NE released at the NTS. 

 

3.3. Effects of NE infused into HIPP or BLA on IA retrieval in animals with inhibition of 

the NTS by muscimol. 

 

The NTS projects to the nucleus paragigantocellularis (Ennis & Aston-Jones, 1988; 

Reyes & Van Bockstaele, 2006), which in turn projects to, and activates, the LC, 

which sends noradrenergic fibers to the amygdala (Clayton & Williams, 2000) and 

hippocampus (Mello-Carpes & Izquierdo, 2013).  These connections are involved in 

the modulation of memory consolidation (Prado de Carvalho & Zornetzer, 1983; 

Sara, 2009). We explored whether, in the presence of an inhibition of the NTS 

caused by muscimol infused into it prior to extinction test at a dose of 0.01 µg/side 

(Mello-Carpes & Izquierdo, 2013), the pre-extinction test infusion of NE (1.0 µg/side) 

into the HIPP or BLA at the time of extinction test could overcome the deleterious 

effect of post-extinction training E and restore the state-dependence induced by it. 

Fig. 5 shows that it does, in HIPP and BLA respectively.  

Thus, the findings shown in Figs. 4 and 5 suggest a role for the NTS → LC → 

HIPP/BLA pathway, or, alternatively, for noradrenergic receptors in the NTS and in 

the HIPP and BLA by separate in retrieval.  This pathway has been shown to play a 

role in the consolidation of different memories, aversive and non-aversive (Clayton & 

Williams, 2000a,b,c; Mello-Carpes & Izquierdo, 2013; Williams et al., 1996). 

 

Discussion 

 

The present findings show that memory of the extinction of IA can be made 

dependent on peripheral E levels.  At a dose of 50 or 100 µg/Kg, E given i.p. 

immediately after a training session of extinction of IA hinders retrieval of that 
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extinction in a subsequent test carried out 24 h after training.  The effect is overcome 

by another similar injection of the drug 6 min prior to a test session (Fig. 3).  The 

recovery of extinction by pre-extinction test E in animals treated with post-extinction 

training E is mimicked by the microinfusion of NE into the NTS (1 µg/side in 0.5 µl of 

saline bilaterally).  Blockade of the NTS with muscimol infused bilterally into that 

nucleus blocks retrieval effects of pre-extinction test E (Fig 4), but this can be 

overcome by intra-HIPP or intra-BLA (Fig. 5) administration of NE. Peripheral E 

administration probably releases NE at the NTS, HIPP and BLA (Williams et al., 

1996; Mravec, 2011; Wong et al., 2012). Thus, it seems likely that the post-extinction 

training and pre-extinction test effects of peripheral E that bring about state- 

dependence (Fig. 3) may in part be due to NE released at these brain sites. In 

normal conditions, NE would carry out its effects when released in the NTS. When 

this nucleus is blocked, NE will act only when microinfused into HIPP and/or BLA. 

The isolated effects of intracerebral NE and of systemic E agrees with many previous 

data in the literature (Gold et al., 1975; Gold & van Buskirk, 1976; Izquierdo, 1984; 

McGaugh, 2000).  Here we show that there can be state-dependence both with 

peripheral E and with central NE administration, and discuss the possibility that the 

effect of the former may be the drug mediated at least in part by centrally released 

NE acting on the NTS and/or HIPP and/or BLA.  

Thirty years ago we established the possibility of state-dependence for peripherally 

administrated E in fear-motivated tasks (Izquierdo & Dias, 1983; Izquierdo, 1984). 

Here we show that there can also be state-dependence for E in the extinction 

learning of a fear-motivated task.  This is interesting, because presumably extinction 

should alleviate fear (Fiorenza et al., 2012; Myskiw et al., 2013, 2014).  In addition, 

we show that NE given into the NTS or, alternatively, into, HIPP and BLA, which 

govern memory consolidation  (Clayton & Williams, 2000a,b,c; Gold & Zornetzer, 

1978; McGaugh, 2000; Mello-Carpes & Izquierdo, 2013; Prado de Carvalho & 

Zornetzer, 1981; Sara, 2009; Williams et al., 1996), can mimic the effects of 

peripherally administered E at the time of extinction testing.   

It must be pointed out that endogenous state-dependence can only be studied in 

tasks in which the substance to be studied produces an inhibition of retrieval in a 

subsequent session when given post-extinction training.  This is the case for E both 

in the consolidation of IA acquired with a strong footshock (Izquierdo & Dias, 1983; 

Izquierdo, 1984) and, as shown here, in the extinction of well-learned IA.   In such 
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cases, post-extinction training E usually hinders retrieval measured in a test session.  

If the original IA training had been carried out using low intensity footshocks, 

performance in the subsequent extinction training session would have been low, and  

post-extinction training E would have been expected to enhance, rather than to 

depress its retention (Dias & Izquierdo, 1983; Izquierdo, 1984).  This property of E 

and other substances to oppositely affect subsequent retrieval when given post-

extinction training to animals trained to different criteria is one of the pillars of  the 

memory modulation concept (Cahill & McGaugh, 1996; McGaugh, 2000; Izquierdo et 

al., 2006), which has been so useful to understand memory consolidation. 

Pre-extinction test E given in animals treated with post-extinction training saline also 

enhanced (normalized) the retrieval of extinction about as much is it did in animals 

treated with post-extinction training E (Fig. 3).  This can be explained by the probably 

large release of peripheral E (cf. McCarty & Gold, 1981; Izquierdo, 1984) in the 

extinction training session.  E is of course a fear hormone and there presumably is 

more fear in the first than in the second extinction session.  Certainly, depending on 

how much endogenous peripheral E is released in the extinction training, pre-

extinction test E will reestablish or disrupt extinction retrieval.   

The incorporation of the extinction of IA to the list of tasks that can be subjected to 

endogenous state-dependence (Izquierdo et al., 1981; Izquierdo & Dias, 1983; 

Izquierdo, 1984; Jackson et al., 1992; Jamali-Raeufi et al., 2011; Zarrindast et al., 

2007) agrees with the concept that extinction is one more form of learning (Rescorla, 

2001, 2004), and with the recent demonstration that it is highly modulatable, both by 

drugs  (Fiorenza et al., 2012) and by behavioral tagging (Myskiw et al., 2013). One 

important form of modulation could be, precisely, endogenous state-dependence.  

As said above, HIPP is a candidate for being a major site for endogenous state-

dependence, since it is involved both in consolidation (Izquierdo & Medina, 1997; 

McGaugh, 2000) and retrieval (Barros et al., 2001; Harand, Bertran, La Joie, 

Landeau, Mézenge, Desgranges, Peigneux, Eustache & Rauchs, 2012). Since the 

NTS→LC→HIPP/BLA pathway is also involved in consolidation (Clayton & Williams, 

2000a,b,c; Prado de Carvalho & Zornetzer, 1981; Williams et al., 1996; Mello-Carpes 

& Izquierdo, 2013) and, as the present findings suggest, in retrieval, that pathway is 

also a candidate for a key involvement in E-triggered state-dependence.  It should 

appear as no surprise that this pathway should play a similar role in the consolidation 

of IA (Clayton & Williams, 2000a,b) and of its extinction, as shown in the present 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bertran%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22937055
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bertran%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22937055
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Landeau%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22937055
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paper; particularly since this role results in a both cases in a post-extinction training 

inhibition which can be reversed by pre-extinction test E (Izquierdo & Dias, 1983; 

Izquierdo, 1984).    

The present findings also suggest that state-dependence of extinction triggered by 

peripheral E may occur physiologically and be mediated at least in part by brain NE 

acting on the NTS and/or elsewhere (HIPP, BLA) (see also Zornetzer, 1978; 

Izquierdo, 1984). 
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Figure Legends 

Fig. 1. Schematic drawings derived from planes A -4.2, -2.8 and -13.3 of the atlas of 

Paxinos & Watson (1986), showing the maximum spread of 0.5 µl of 4% methylene 

blue infused through the cannulae at the placements aimed at HIPP, BLA and NTS, 

respectively, that fell within 1 mm 3 of the intended sites. 

Fig. 2. Effects of systemic injection E post-extinction training on IA learning. In this 

and following figures, a schema preceding shows the basic treatment schedule used 

for measuring IA extinction. Rats were trained in step-down inhibitory avoidance (one 

0.5 mA, 2 s, scrambled footshock, Tr). Twenty-four hours later they were re-exposed 

to the IA apparatus with no reinforcement (extinction training session, Ext), and 24 h 

after this they were exposed to a test extinction session (Test). In both the training 

and the test extinction session, the step-down latency was 300 s. The animals 

received an i.p. injection of saline 1 ml/Kg (Sal) or E (5, 50 or 100 µg/Kg dissolved in 

saline) immediately after the extinction training session. Six min before testing all 

animals received Sal. The two higher doses of E given post-extinction training 

markedly reduced extinction as measured in the extinction test session. Data 

expressed as medians + interquartile ranges step-down latency, and analyzed using 

a Kruskal–Wallis analysis of variance (ANOVA) followed by Dunn’s test. Significant 

differences from extinction training at p < 0.001 (***) or p< 0.05 (*). N = 12 per group.  

Fig. 3. Induction of state-dependence of extinction of IA by peripheral epinephrine. 

Same as in Fig. 2, but showing effect of Sal or E (50 µg/Kg) given i.p. post-extinction 

training and/or 6 min prior to the extinction test session. Note that pre-extinction test 

E reversed the amnesia caused by post-extinction training E. Data expressed as 

medians + interquartile ranges step-down latency, and analyzed using a Kruskal–

Wallis analysis of variance (ANOVA) followed by Dunn’s test. Significant differences 

from extinction training at p < 0.001 (***) or p< 0.05 (*). N = 12 per group.  

Fig. 4. The NTS and NE in the NTS may participate in the state-dependence caused 

by post-extinction training E given peripherally. Same as Fig. 3, but here the animals 

received post-extinction training or pre-extinction test Sal or E given i.p. Pre-

extinction test treatments were microinfusions into the NTS of Sal (0.5 µl/side), or 

muscimol (0.01 µg/side) or NE (1 µg/side). Note that muscimol blocked retrieval of 
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the extinction both in Sal- and in E-treated animals, and that NE was able to reverse 

the amnesia caused by post-extinction training E. Data expressed as medians + 

interquartile ranges step-down latency, and analyzed using a Kruskal–Wallis analysis 

of variance (ANOVA) followed by Dunn’s test. Significant differences from extinction 

training at p< 0.05 (*). N = 12 per group.  

Fig. 5. Effects of NE infused into HIPP or BLA on IA retrieval in animals with 

inhibition of the NTS by muscimol. Same as in Fig. 4, but here the animals also 

received Sal or NE given pre-extinction test in HIPP or BLA. Note that, even with the 

NTS blocked by muscimol, NE given into HIPP or BLA was able to reestablish normal 

levels of extinction test performance. Data expressed as medians + interquartile 

ranges step-down latency, and analyzed using a Kruskal–Wallis analysis of variance 

(ANOVA) followed by Dunn’s test. Significant differences from extinction training at p 

< 0.001 (***), p< 0.01 (**) or p< 0.05 (*). N = 12 per group.  
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Fig. 2. 
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Fig. 3. 
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Fig. 4. 
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Fig. 5.  
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7 CONCLUSÕES  
 

Os resultados desta dissertação de mestrado indicam que: 

 

 A administração periférica de adrenalina após a sessão de extinção induz a 

um prejuízo na evocação da memória de extinção, de forma dose 

dependente. 

 

 O prejuízo observado na evocação da memória de extinção, através da 

administração de adrenalina após a sessão de extinção, é revertido quando 

este mesmo fármaco, na mesma dose, é administrado i.p. antes da sessão de 

teste. Este dado demonstra que a administração periférica de adrenalina 

induz à dependência de estado endógena na consolidação da extinção de 

memória aversiva.       

 

 O prejuízo na evocação da memória de extinção, causado pela administração 

de adrenalina após a sessão de extinção, é revertido pela infusão de 

noradrenalina intra-NTS antes da sessão de teste. A noradrenalina intra-NTS 

mimetiza o efeito da adrenalina administrada i.p. antes da sessão de teste no 

processo de dependência de estado. 

 

 A via NTS → HIP/ABL está envolvida na dependência de estado durante a 

extinção de memória aversiva, induzida pela administração periférica de 

adrenalina.  

 

Ainda é possível concluir que: 

 

 Não há efeito sobre a evocação da memória de esquiva inibitória quando a 

adrenalina é administrada i.p. somente antes da sessão de teste.   

 

 A ativação do NTS é necessária para que ocorra a dependência de estado, 

induzida pela administração sistêmica de adrenalina após a sessão de 

extinção e antes da sessão de teste. 
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 O prejuízo na evocação da memória de extinção, através da administração 

periférica de adrenalina após a sessão de extinção, é revertido pela infusão 

de noradrenalina na região CA1 do HIP dorsal antes do teste, mesmo com a 

inibição do NTS, permitindo concluir que a ativação do NTS resulta na 

liberação de NA em CA1. 

 

 O prejuízo causado na evocação da memória de extinção, através da 

administração periférica de adrenalina após a sessão de extinção, é revertido 

pela infusão de noradrenalina em ABL antes do teste, mesmo com a inibição 

do NTS, permitindo concluir que a ativação do NTS resulta na liberação de 

NA em ABL, que juntamente com a conclusão do item 5 corroboram para a 

participação da via NTS → HIP/ABL no processo de dependência de estado 

na consolidação da extinção de memória aversiva. 

 

Os resultados desta dissertação sugerem que a dependência de estado ocorre 

durante o processo de extinção da memória de EI, e que a via NTS → HIP/ABL 

desempenha um papel importante neste processo, talvez devido à liberação de 

noradrenalina nestes sítios.  
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