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RESUMO

Uma memoria previamente consolidada pode novamente tornar-se labil atraves
da reativacdo (desestabilizacdo), necessitando da reconsolidacdo para se restabilizar e
persistir. Quando a memoria se encontra no estado 1abil ela é suscetivel a interferéncias
ou modificagcbes. Portanto, a reconsolidacdo abre a possibilidade de alterar memorias de
medo indesejaveis. Neste trabalho, foi utilizado um novo desenho experimental, onde os
animais condicionados a um contexto aversivo eram distraidos, com um sopro suave de
ar, quando apresentavam respostas de medo durante a reexposi¢do ao contexto
condicionado. Foi observado que um estimulo distrator apresentado durante o estado
labil da memoria é capaz de diminuir a aversividade da mesma. A atenuacdo da
memoria aversiva foi duradoura ja que os animais ndo demonstraram retorno do medo
em teste realizados até 20 dias ap6s o treino. Além disso, foi demonstrado que o
estimulo distrator so é efetivo se a memoria for previamente desestabilizada. Quando a
desestabilizacdo ndo ocorre, seja devido da exposicdo a um contexto novo ou ao
blogueio farmacolégico da desestabilizacdo, o estimulo distrator ndo é efetivo em
reduzir a memoria aversiva. Adicionalmente, foi demonstrado que quando o estimulo
distrator é apresentado no periodo de consolidacdo, a memdria também é prejudicada.
Juntos, esses resultados demonstram que a reexposicdo sob distracdo pode ser uma

estratégia ndo-farmacolégica eficaz no tratamento de memorias aversivas.



ABSTRACT

Memories when reactivated enter a transient, labile state, which is follow by a
re-stabilization process termed reconsolidation. During labile state memories are
sensitive to interferences. Thus, reconsolidation provides an opportunity to change an
unwanted fear memory. In this study, we describe a novel behavioral design in which
contextual fear conditioned animals was distract, with a soft air puff, when expressed
freezing response during memory reactivation. Our results showed that distractor
stimulus was able to disrupted fear memory when presented during labile state and this
disruption was lasting to 20 days after training. Furthermore, was demonstrated that
distractor stimulus effectiveness is dependent of memory destabilization. If animals are
expose in a novel context or destabilization are pharmacological blocked the distractor
stimulus not is effective. Additionally, memory consolidation was disrupted by
distraction. Taken together, these results showed that distraction disrupted memory

reconsolidation been an effective non pharmacologic strategy to impair fear memories.
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do tipo llic (Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase 1)

CB1 — Receptor Canabinoide do tipo 1

EEG - Eletroencefalograma

EMDR — da sigla em inglés para Dessensibilizacdo e Reprocessamento por Movimentos
Oculares (Eye Movement Dessensitization and Reprocessing)

HPC — Hipocampo

I.M. — intramuscular

I.P. — intraperitoneal

L-VGCCs — da sigla em inglés para Canais de Calcio Dependentes de Voltagem
(Voltage-Gated Calcium Channels) do tipo L

NF — kB — da sigla em inglés para Fator de Transcricdo Nuclear do kappa B

NMDA — N-Metil-D-Aspartato

S.C. — subcutanea

TCC — Terapia Cognitivo Comportamental

TEPT — Transtorno do Estresse Pos-Traumatico

TR — Terapia do Reprocessamento



10

N SUMARIO
1. INTRODUGAD ...ttt ettt ettt e e e sene e 12
L1 MEMORIA ..ot 12
1.1.1. DEFINIGAO DE MEMORIA ........cooveieieieieeie ettt 12
1.1.2. CLASSIFICACAO DAS MEMORIAS .......cooviiiiereieiiesetes e 13
1.1.2.1. Classificacdo das memorias quanto @ dUFaCAOD.........c.ccueveruerieiereseeieeiesiesre e sre e ee e saeseeseas 14
1.1.2.2. Classificacdo das memorias com base N0 CONtEUAD .......c.evvevverieiiiieieeiece e 14
1.1.3. ESTRUTURAS RELACIONADAS A FORMAGCAO DE MEMORIAS ........cccccooverirererernnn. 15
1.1.4. CONSOLIDAGAD ..ottt 16
1.1.5. CONSOLIDAGCAO versus RECONSOLIDAGAQ .........ccovveiviieiieisieeiee e 21
1.1.6. RECONSOLIDAGAO . .......c.oiiiiieieiiete ettt 17
1.1.6.1. Mecanismos moleculares de desestabilizac8o das memorias..........ccoccovervinenenineisenenn 18
1.1.6.2. CONAIGBES U CONTOINIO ....veeiieieseete sttt ettt bttt et b et b et sb b sb et e e nnenne e 19
1.1.6.3. Possiveis funcdes bioldgicas da reconsolidagao ...........ccocooveireriiiinenieinensesee s 20
1.1.6.4. Reconsolidagao €M NUMANOS .........couiiiiriiieiiieiee ettt 21
11T EXTINGAO ...t 22
1.1.8. RECONSOLIDACAO Versus EXTINGAO .......cccovveiererieresieeeeeeseses st sesss s sensnsn e 23
1.1.8.1. Estratégias de combate a memorias tralUmatiCas.........ccocvevereieresiesieeiere e 24
L2. TERAPIAS ...ttt e e e e st e et e e e e e e nnraeenneeeans 25
1.2.1. TERAPIA DA DESSENSIBILIZACAO E REPROCESSAMENTO POR MOVIMENTOS
OCULARES (EMDR — Eye Movement Desensitization and Reprocessing).........ccceeveerereenerisienennans 25
1.2.1.1. Histdria do desenvolvimento da terapial...........coovireriiriiiiiieee s 25
1.2.1.2. Procedimentos envolVidOS Na tEraPia.........ccccueieeieeieeieeiie et ste e sre e 27
1.2.1.3. Hipdteses de como a terapia EMDR fUNCIONA..........ccoviiiiiiiiiiie e 27
1.2.1.4. Eficacia teraputica do EMDR ..ot s 32
2. HIPOTESE GERAL DE TRABALHO ...ttt 33
3. OBJETIVOS GERAIS ...ttt 33
3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 33
4, METODOLOGIA. ...ttt e e e nnaeas 35
A1, ANIMALS ettt ettt et a e ae e e te e bt e teesteereeere e ebeenae e teenteentenreenneens 35
4.2, FARMACOS UTILIZADOS ......ooiiiiieeeeseieesseeeeeteeesestesesssesessesasse s sssses s asnesssisnsnsnesnensanens 35
4.3. PROCEDIMENTOS CIRURGICOS........coovuiiiiieiieiieiisieisie e 36
4.4, PROCEDIMENTOS COMPORTAMENTAIS ..ottt 38
4.4.1. Condicionamento AVersivo ConteXtual (CAC): .....coociiiieiieree e 38
4.5, ANALISE ESTATISTICA ...ttt 39
4.6. CONSIDERAGOES BIOETICAS ...ttt 39

S, RESULTADOS ... 41



11

5.2.1. Reativacdo sob distracdo leva a uma diminuicédo duradoura na aversividade da memdria......... 41
5.2.2. Meméria ndo é prejudicada se a distracao € realizada durante a exposi¢cdo em um contexto novo

5.2.3. A diminuicao da memoria de medo, causada pelo estimulo distrator, é dependente da
desestabilizacdo da meméria mediada pelos canais de Ca?** dependentes de voltagem do tipo L....... 44

5.2.4. A diminuicao da memoria de medo, causada pelo estimulo distrator, é dependente da
desestabilizacdo da memoria mediada pelos receptores NMDA que contém a subunidade GIuN2B ....46

5.2.5. Uma maior ativacgéo dos receptores NMDA ndao facilita o efeito do estimulo distrator .............. 47
5.2.6. A distragédo também interfere com o processo de consolidagdo da memoria.............ccocevveervennen. 48
B. DISCUSSAD .....oiviiiiecieis ettt 50

7. CONGCLUSODES ..o e et e e r e e e en e 56



12

1. INTRODUCAO

1.1. MEMORIA

Dentre todas as fungbes exercidas pelo encéfalo a mais deslumbrante é a
capacidade de reter informagbes. E gracas a essa capacidade, e as informagoes
genotipicas, que podemos nos considerar individuos Gnicos. E a meméria que garante
nossa individualidade e personalidade, ¢ através dela que cada experiéncia modifica de
alguma forma nosso comportamento, de maneira que nossas decisdes sempre sdo

influenciadas pelos acontecimentos anteriores.

1.1.1. DEFINICAO DE MEMORIA

“N&o existe tempo sem um conceito de memoria; ndo ha presente sem um
conceito do tempo; ndo ha realidade sem memdria e sem uma nocdo de presente,
passado e futuro. Memdria sdo as ruinas de Roma e as ruinas de nosso passado;
memoria temos nds, o sistema imunoldgico, um computador. Memoria é nosso senso
historico e nosso senso de identidade pessoal. H& algo em comum entre todas essas
memorias: a conservacado do passado através de imagens ou representacdes que podem
ser evocadas. RepresentacOes, mas ndo realidades. Quando se diz a palavra memdria,
a primeira informagdo que salta a evocacdo ndo é a memoria dos discos ou dos
computadores; € a memoria das experiéncias individuais dos homens e dos animais,

aquela que de alguma maneira se armazena no encéfalo.

Desde um ponto de vista pratico, a memoria dos homens e dos animais é o
armazenamento de informacdo adquirida através de experiéncias; a aquisicdo de
memorias denomina-se aprendizado. Como disse Aristételes, 2500 anos atras: "Nada
h& no intelecto que ndo tenha estado antes nos sentidos". As memdrias sdo fruto do que
alguma vez percebemos ou sentimos. A memdria ainda ndo pode ser mensurada de
maneira direta, sendo as modificagdes comportamentais utilizadas como medida
mneménica. O aprendizado e a memoria sdo propriedades basicas do sistema nervoso;
néo existe atividade nervosa que ndo inclua ou ndo seja afetada de alguma forma pelo
aprendizado e pela memoria. Aprendemos a caminhar, estudar, fazer atos-motores ou
ideativos simples e complexos, etc.; e nossa vida depende de que nos lembremos de
tudo isso” (Izquierdo 1989)(lzquierdo 1988).
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1.1.2. CLASSIFICACAO DAS MEMORIAS

Devido a complexidade e a dificuldade de interpretar os fendmenos
mnemonicos, costuma-se dividir a memoria em fases, e classifica-la de acordo com o

tempo que duram e de acordo com seu contetdo (Quillfeldt 2010; Izquierdo 2011)
As duas grandes fases séo: formacéo e evocagédo, podendo ser subdivididas.

A formacdo da memodria incluiria: a aquisicdo, periodo que se da durante a
exposicdo a experiéncia; e a consolidacdo, periodo em que a memdria encontra-se

relativamente instavel e, portanto, sujeita a modificagcBes (McGaugh 1966; Dudai 2004).

A evocacdo corresponde ao processo que nos permite avaliar a memdria. Nos
animais ela é observada de duas maneiras: pela supressdo de um comportamento inato,
como deixar de explorar um ambiente devido a um estimulo encontrado nesse ambiente
— demonstrando resposta comportamental de medo (freezing ou congelamento) ou
aquisicdo de um comportamento ndo natural, como acionar uma alavanca diversas

vezes mediante estimulos apetitivos (Izquierdo 2009; Izquierdo 2011).

Estimulos Ambientais

!

AQUISICAO

!

CONSOLIDACAO

EVOCACAO

/

EXTINCAO

Figura 1. Fases da memdria.
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Durante a evocacdo dois processos antagonicos podem ocorrer: a
reconsolidagéo e a extingdo (Suzuki et al. 2004). Com a reconsolidagdo a memoria se
torna labil novamente e pode ser fortalecida ou alterada (Nader & Hardt 2009). Ja com a
extincdo, uma nova memoria (com significado distinto) € formada e se sobrepde a
primeira (Milad & Quirk 2002; Bouton et al. 2005).

1.1.2.1. Classificacdo das memdrias quanto a duragao

Dependo da duracdo, uma memdria pode receber diferentes denominacGes. O
tempo de duracdo varia de segundos a anos, ou ainda, décadas (lzquierdo 2009;
Izquierdo 2011).

As memorias de curta duracdo, sdo aquelas que duram entre uma e seis horas,
justamente o tempo necessario para que as memarias de longa duragdo se consolidem.
As memdrias de curta duracdo requerem as mesmas estruturas nervosas que a de longa

duracdo, mas envolve mecanismos proprios e distintos (Izquierdo et al. 2002).

As memorias de longa duracdo levam um tempo para serem consolidadas,
sendo um dos motivos da demora a necessidade de sintese proteica. Nas primeiras horas
essas memorias sdo labeis e suscetiveis a interferéncias, sendo que ap6s uma janela
temporal de cerca de seis horas elas se estabilizam, se consolidam (Lechner et al. 1999;
McGaugh 2000).

Por ultimo, as memérias de longa duracdo que duram muitos meses ou anos

costumam ser denominadas memorias remotas (lzquierdo 2009; Izquierdo 2011).

Ainda podem fazer parte dessa classificacdo as memorias de trabalho, que sédo
memorias momentaneas, que duram de segundos a minutos, necessarias para 0

gerenciamento da realidade (Baddeley 2003).

1.1.2.2. Classificagdo das memorias com base no contetido

As memorias adquiridas sem a percepcdo do processo denominam-se
implicitas ou de procedimentos (andar de bicicleta, entre outras habilidades motoras e
sensoriais e habitos; algumas memorias semanticas, como a lingua materna). As
memorias adquiridas com plena intervencdo da consciéncia se chamam explicitas ou

declarativas (lzquierdo 2009; Izquierdo 2011).
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As memorias que registram fatos, eventos ou conhecimento se chamam
declarativas, porque nos, seres humanos, podemos declarar que existem e podemos
relatar como as adquirimos. Entre elas, as referentes a eventos aos quais assistimos ou
dos quais participamos denominam-se episodicas ou autobiograficas; as de

conhecimento gerais, semanticas (lzquierdo 2009; Izquierdo 2011).

Nos animais quando avaliamos memdrias explicitas, ndo podemos dizer que
sdo declarativas, porque esse termo refere-se a habilidade de relatar o evento. A tarefa
utilizada nesse trabalho foi o condicionamento aversivo contextual, que forma nos

animais uma memoria dita contextual com carater aversivo.

1.1.3. ESTRUTURAS RELACIONADAS A FORMACAO DE MEMORIAS

“Historicamente, experimentos de aprendizado e memdria usavam algumas
tarefas associadas a tratamentos amneésicos. Os resultados de uma tarefa eram
generalizados para outras, e prevalecia a nogdo que a memoria era regida pelos mesmos
principios independentemente da natureza do estimulo apresentado ou do
comportamento que o animal era submetido. Com o passar do tempo emergiu a ideia de
que os sistemas de memoria funcionam mais independentemente um do outro, cada um
controlando diferentes tipos de conhecimentos e respostas. Atualmente, estd bem
estabelecido que procedimentos especificos sdo utilizados para estudar sistemas
encefalicos especificos e, consequentemente, tipos especificos de aprendizado e
memdria. Como exemplos, pode-se citar o condicionamento aversivo ao som como
uma tarefa dependente principalmente da amigdala, o labirinto aquatico e o
condicionamento aversivo contextual mais dependentes do hipocampo, o
condicionamento do piscar de olhos mais dependente do cerebelo” (Nader & Hardt
2009).
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Figura 2. Corte sagital medial do encéfalo de Ratus norvegicus adulto corado pela técnica de Nissl, sendo

a regido destacada o hipocampo. Fonte: http://brainmaps.org/ajax-viewer.php?datid=107&sname=n16¢c

1.1.4. CONSOLIDACAO
O termo consolidacéo foi proposto em 1900 (Lechner et al. 1999; McGaugh

2000) e tem sido bastante utilizado desde entdo. “Evidéncias do processo de
consolidagdo vém de diversas demonstragdes onde as memorias sdo sensiveis a
alteragbes durante um determinado periodo pds-aquisicdo. Em primeiro lugar, a
evocacdo de memorias pode ser diminuida por tratamentos amnésicos, como choque
eletroconvulsivo ou inibidores de sintese proteica, ou ainda por novos aprendizados. Em
segundo, a retencdo pode ser aumentada por certos compostos como a estricnina”
(Nader & Hardt 2009). Isso implica que a memoria existe em dois estados: um estado
labil, que é sensivel ao fortalecimento ou enfraquecimento; e, um estado estavel, em
que a memoria € insensivel a esses tratamento, e, por definicdo, € denominada
consolidada. E bem sabido que o processo de consolidacio é dependente de sintese de
novo de mRNA, sintese proteica e envolve mudancas estruturais a nivel sinaptico
(Nader & Hardt 2009; Kandel 2002).

E importante notar que o termo consolidada significa que a memoria €é
insensivel a tratamentos amnesicos, mas isso ndo implica que todas as mudangas
celulares e moleculares induzidas pelo aprendizado estejam terminadas. De fato, as
mudancas podem nunca alcancar o término: elas podem continuar por toda a existéncia
dessa memoria (Nader & Hardt 2009).


http://brainmaps.org/ajax-viewer.php?datid=107&sname=n16c
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1.1.5. RECONSOLIDACAO

O termo reconsolidacéo foi introduzido em 1973 por Spear e, apesar do termo
sugerir, a reconsolidacéo nédo seria uma recapitulacdo exata do processo de consolidagédo
original. O fendmeno ja fora detectado em 1968 (Misanin et al. 1968), mas somente em
fins dos anos 1990 foi reconhecido e comecou a ser citado na literatura (Nader et al.
2000; Przybyslawski & Sara, 1997).

O primeiro experimento para avaliar o processo de reconsolidacdo em animais,
foi desenhado levando em consideracdo o tempo de consolidacdo da memoria na tarefa
de condicionamento aversivo ao tom; ap6s a memoria ja estar estabilizada e imune a
agente amneésicos, 0s animais foram novamente expostos ao tom e, em seguida,
infundidos com inibidor de sintese proteica, sendo observado, em um teste posterior,
déficit de evocacdo da memoria de longa duracdo. Muitos experimentos semelhantes a
esse descrito, em diversas tarefas comportamentais e diferentes espécies animais
(Besnard et al. 2012; Hardt et al. 2010), demonstraram que as memorias apds serem
consolidadas podem novamente entrar, temporariamente, num estado instavel / labil,
através de sua reativacdo. Além das evidéncias da reconsolidacdo a nivel
comportamental, existem também evidéncias em nivel eletrofisioldgico (Fonseca et al.
2006; Doyere et al. 2007), demonstrando esse periodo de instabilidade da memoria apds

sua reativacao.

Estado consolidado
Degradacao proteica dependente ~
da via ubiquitina/proteassoma g
Estado labil
Reconsolidagﬁ% %Extincéo

Figura 3. Modelo da desestabilizacdo da memoria apés a evocacdo. Quando uma memdria é evocada, as
sinapses que codificam esse traco de memdria podem tornar-se labeis e dois processos distintos podem

ser desencadeados: reconsolidacao e extingdo da memoria. Adaptada de Kaang 2009.
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Apesar de todas as evidéncias, da mesma forma que a consolidacdo, a
reconsolidacdo também n&o pode ser considerada uma propriedade universal da
memdria; isso porque, assim como nem todas as informacdes sdo consolidadas em uma
memoria de longa duracdo, nem todas as memorias sdo desestabilizadas, isso somente
acontecesse se as condigdes necessarias sao atendidas (Hardt et al. 2010; Nader & Hardt
2009).

Atualmente, existe um crescimento exponencial das publicacfes com palavras-
chaves “memory” AND “reconsolidation” (busca no PubMed em 29 de Janeiro de
2014) com um total de 592 publicacGes, sendo a maioria publicada nos Gltimos anos,

demonstrando o grande interesse da comunidade cientifica nesse assunto.

1.1.5.1. Mecanismos moleculares de desestabilizacdo das memorias

Ben Mamou et al. (2006) utilizaram um procedimento que permitiu dissociar a
desestabilizacdo do processo de restabilizacdo, que ocorrem durante a reconsolidacdo da
memoria. Foi demonstrado que a desestabilizacdo da memoria é prevenida pela infusao
do antagonista seletivo da subunidade GIuN2B do receptor NMDA. Dessa forma, um
inibidor de sintese proteica (anisomicina) ndo foi capaz de prejudicar a retencdo dessa
memdria, jA que sua desestabilizacdo havia sido bloqueada, através da infusdo do
antagonista GIUN2B na amigdala basolateral (BLA) imediatamente ap0s a reativacao.
Isso sugere que os receptores NMDA contendo a subunidade GIuUN2B sdo necessarios
para que ocorra 0 processo de desestabilizacdo da memoria, e, consequentemente, para
que essa memoria seja sensivel a inibidores de sintese proteica. Subunidades GIuN2B
sdo particularmente importantes porque elas possibilitam maior entrada de calcio (Ben
Mamou et al. 2006). E memorias resistentes a desestabilizacdo exibem uma
subsensibilizacdo (downregulation) dos receptores NMDA que contém a subunidade
GIuN2B (Wang et al. 2009). Também é importante ressaltar que a infuséo de agonista
NMDA, D-cicloserina, facilita a reconsolidacdo de memarias aversivas e apetitivas (Lee
et al. 2006).

Outros importantes mecanismos de desestabilizagdo foram identificados.

Suzuki et al. (2008) demonstraram que os canais de calcio dependentes de voltagem do
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tipo L (L-VGCCs) e os receptores endocanabinoides do tipo 1 (CB1) sdo requeridos no
hipocampo para desestabilizar uma memoria de condicionamento aversivo ao medo; o

antagonista L-VGCCs utilizado foi a nimodipina (Suzuki et al. 2008).

Tanto NMDARs quanto L-VGCCs podem permitir a entrada de célcio, que
pode agir como segundo mensageiro para ativar diversos processos de plasticidade. Por
exemplo, céalcio pode ativar calmodulina e proteina cinase dependente de célcio /
calmodulina do tipo Il (CaMKII) que pode induzir a translocagdo do proteassoma para a
densidade pds-sindptica e dar inicio a degradagdo de proteinas, fendmeno necessario
para a desestabilizacdo da memoria (Bingol et al. 2010). Essa ideia é reforcada pelos
trabalhos que demonstram que a degradacdo proteica via ubiquitina-proteassoma é
necessaria para que ocorra o processo de desestabilizacdo da memaria no hipocampo e
na amigdala (Kaang et al. 2009). J& foi sugerido que a degradacdo proteica € um
mecanismo downstream da ativacdo dos receptores NMDA que contém a subunidade
GIuN2B. Além disso, evidéncias indicam que a proteina fosfatase 2B (PP2B ou
calcineurina) também é necessaria para que a memoria retorne ao estado labil (Fuente et
al. 2011; Shaw et al. 2012).

Os achados relatados nessa sessdo revelam que mecanismos distintos podem
ser requeridos para iniciar o processo de reconsolidacdo da memoria. Apesar de nao
estar claro como esses sistemas podem interagir, talvez o influxo de calcio via GIuN2B
e L-VGCCs pode ativar a calcineurina e a CaMKII, que via ubiquitina-proteassoma,

possibilitam a desestabilizacdo da memdria (Finnie & Nader 2012).

1.1.5.2. Condigdes limitantes

A inducdo do processo de reconsolidacdo é dependente de alguns parametros,
sdo as chamadas condicdes limitantes (do inglés: boundary conditions), que podem ser

fisioldgicas, ambientais ou psicolégicas (Nader & Hardt 2009; Suzuki et al. 2004).

Existem muitas condi¢Oes limitantes que podem fazer com a reconsolidagéo
ocorra ou ndo. Elas incluem caracteristicas da sessdo de aprendizado, da sessdao de

reativacdo e interagdes entre as duas (Nader & Hardt 2009).

As caracteristicas de uma memoria consolidada, que parecem impedir a

reconsolidagéo, incluem a idade da memoria e a forga do treino. Ja, durante a sessdo de
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reativacdo, caracteristicas que podem atuar como condi¢cdes limitantes sdo, por
exemplo, o tempo da sessdo de reativacdo e a similaridade ou discrepancia com a
memoria original (Finnie & Nader 2012; Besnard 2012). A discrepancia (mis-match)
entre a memoria original e o episodio atual determinam se vai ocorrer ou nao a
reconsolidacdo. Um grande grau de similaridade pode ndo induzir o processo de
reconsolidagdo porque nenhuma informagao nova precisa ser codificada, por outro lado,
um pequeno grau de similaridade pode ocasionar a formacdo de um novo traco de
memoria, mas nao desestabilizar o traco anteriormente formado; entdo, somente uma
grau de similaridade intermediario seria capaz de induzir o processo de desestabilizacdo
da memoria (Besnard 2012; Osan et al. 2011).

Especificamente, memdrias remotas e / ou memorias muito fortes, quando sdo
desestabilizadas, apenas o fazem em sessGes de reativacdo que durem maiores periodos
de tempo ou quando sdo expostas a estimulos novos durante a reativacao (Suzuki et al.
2004; Bustos 2009).

1.1.5.3. Possiveis funcdes bioldgicas da reconsolidagdo

Existem, atualmente, trés hipdteses principais — e complementares - para
explicar o funcionamento da reconsolidacdo, cada qual com seu conjunto de evidéncias
experimentais. A primeira sugere que a reconsolidacdo esteja relacionada com o
fortalecimento da memdria mediante o reforco do aprendizado original durante a
reexposicdo / reativagdo (Forcato et al 2011). A segunda sugere que a reconsolidacao
seja uma oportunidade de atualizacdo das memdrias, ou seja, de incorporar novas
informacBes ao traco original (Lee 2010). Uma terceira hipOtese propde que a
reconsolidacdo sirva para manter a precisdo da memoria, ou seja, conservar os detalhes
ao longo do tempo (de Oliveira Alvares et al. 2013) A hip6tese da atualizacdo sugere
que essa incorporacdo de novas informagces em uma memdria previamente consolidada
teria um papel adaptativo ao modificar uma memoria e, consequentemente, um
comportamento (Suarez et al. 2010), sendo estudada com grande interesse em nosso e

outros laboratorios.
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Figura 4. Funcdes bioldgicas da reconsolidacdo da meméria. O processo de reconsolidacdo é responsavel
atualizar, fortalecer e/ou manter a precisdo da memdria. Adaptada do abstract visual de de Oliveira
Alvares et al. (2013)

1.1.5.4. Reconsolidagcdo em humanos

Apesar de existirem consideravelmente menos estudos em humanos do que em
outros animais, o processo de reconsolidacdo ja foi descrito em diversas tarefas, que
incluem: tarefas de habilidades motoras (\Walker et al. 2003), memdrias episodicas /
declarativas (Forcato et al. 2007), condicionamento ao medo (Kindt et al. 2009).
Tipicamente, nesses estudos a amnésia pos-reativacdo € induzida via interferéncia por

um novo aprendizado que compete ou por estresse (Agren 2014; Schiller et al. 2010).

Apesar da grande maioria dos estudos com reconsolidagdo em modelos n&o-
humanos sugerir que a reconsolidacdo seja uma estratégia interessante para tratamento
de memodrias traumaticas em humanos (Hardt et al. 2010; Alberini & Ledoux 2013),
poucos estudos (Brunet et al. 2008; Pitman 2011; Poundja et al. 2012) utilizam
especificamente a reconsolidacdo como estratégia terapéutica em pacientes com
Transtorno do Estresse Pos-traumético (TEPT).

1.1.6. CONSOLIDACAO versus RECONSOLIDACAO

Durante mais de um século, o paradigma central do estudo da memoria foi o da
consolidagdo (Lechner et al. 1999; McGaugh 2000). A ideia da imutabilidade das
memorias consolidadas tem sido dominante, apesar de evidéncias contrarias desde 0s
anos 1930, especialmente em estudos psicoldgicos que sugerem que memorias podem
ser reconstruidas quando evocadas, seja alterando-se seu contetdo ou sua forca. Em

1968, com os experimentos de Misanin, esses dois enfoques comecaram a se
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reconciliar, mas foi apenas a partir de 2000, com o trabalho do grupo de Joseph LeDoux
estudando o fendbmeno denominado reconsolidacdo, que esse assunto passou a ser
finalmente levado a sério (Alberini & Ledoux 2013; Nader & Hardt 2009). Hoje, a
reconsolidacao é considerada uma das possiveis etapas do processamento mnemaonico, e

¢ estudada em muitos laboratérios, incluindo o nosso.

Apesar do termo reconsolidacédo sugerir que seja uma recapitulacdo exata do
processo de consolidacdo original, atualmente se sabe que existem diversas diferencgas
entre as fases de consolidacdo e reconsolidacdo da memdria (Nader & Hardt 2009;
Suzuki et al. 2004).

Entre as diferengas podemos citar: a reconsolidacdo se completa mais
rapidamente que a consolidacdo, suas curvas dose-resposta ndo sao idénticas (Dudai &
Eisenberg 2004; Alberini 2005). Quanto aos mecanismos moleculares, a consolidacéao e
a reconsolidagdo compartilham a ativacdo de MAPK, PKA e CREB (Alberini 2005),
porém existem excec¢Bes importantes que diferenciam molecularmente os dois processos
(von Hertzen & Giese 2005; Lee et al. 2012); por exemplo, a proteina BDNF é
necessaria para a consolidacdo, mas ndo para a reconsolidacdo, enquanto o fator de
transcricdo Zif268 é recrutado na reconsolidacdo, mas ndo na consolidacao (Lee et al.
2004).

1.1.7. EXTINCAO

A extincdo é caracterizada pela formacdo de uma nova memdria (com
significado distinto) que se sobrepdem a memoria original. Ja foi demonstrado também
que apoOs a extincdo ocorre um enfraquecimento na memdria original, sendo esse

fendmeno chamado, por alguns autores, de desaprendizado (Orsini & Maren 2012)

As propriedades da extin¢do incluem: renovacgdo (ou renewal - recuperacdo de
uma performance em um contexto diferente), restabelecimento (recuperacdo de uma
performance depois da apresentacdo apenas do estimulo incondicionado), recuperacao
espontanea (propensdo ao retorno da performance com o passar do tempo) e
armazenamento (ou saving - menos apresentacbes do estimulo incondicionado
desencadeiam performance semelhante a observada antes da extingdo) (Orsini & Maren
2012).
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Figura 5. Extincdo da memdria e suas propriedades: restabelecimento, recuperacdo esponténea e

renovagao.

1.1.8. RECONSOLIDAGCAO versus EXTINCAO

Independentemente do processo envolvido, parece que a codificacdo de um
novo traco é capaz de evitar a desestabilizacdo do traco da memdria que estd sendo
evocado (Osan et al. 2011; Pedreira et al. 2004; Eisenberg et al. 2003; Suzuki et al.
2004; Pérez-Cuesta & Maldonado 2009). No caso da extingdo, o mecanismo da
reconsolidacdo poderia estar envolvido no inicio da sessdo de reativagdo, e depois de
certo tempo passariam a atuar 0os mecanismos da extingdo; isso poderia envolver a
supresséao do fator de transcri¢do nuclear do kappa B (NF — kB), alteragdes na atividade
da calcineurina (de la Fuente et al. 2011) ou ativagdo de receptores CB1 (de Oliveira
Alvares et al. 2008).

Também é possivel que os processos intrinsecos a reconsolidacao ou a extin¢ao
somente iniciem com o término da sessdo de reativacdo, o que poderia induzir
mecanismos de plasticidade em assembleias neuronais funcionalmente distintas
(Pedreira et al. 2004).
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1.1.8.1. Estratégias de combate a memdrias traumaticas

Memo@rias traumaticas sdo formadas quando o individuo é exposto a um evento
muito estressante, por exemplo, abuso sexual, catastrofe ou acidente automobilistico.
Dentre as pessoas que passam por esses eventos, uma parcela consideravel desenvolve o
chamado Transtorno do Estresse Pds-traumatico (TEPT). Esse transtorno é
caracterizado por irritabilidade, hipervigilancia, comportamentos de evitacdo, memorias
intrusivas, e, frequentemente, pesadelos e flashbacks relacionados com o evento
desencadeador. O TEPT afeta 10-20% da populagdo que experimenta um evento
trauméatico (Ehlers & Clark 2000). As estratégias terapéuticas atuais incluem
psicoterapia e tratamentos farmacologicos, sendo, porém, efetivas em apenas 60% dos

pacientes, com somente 20-30% demonstrando remissdo completa (Berger et al 2009).

Sendo assim, uma estratégia terapéutica interessante seria a modificacdo de

uma memdria traumatica de modo que ela perdesse esse carater prejudicial.

Como relatado anteriormente, existem poucos estudos em humanos usando a
reconsolidacdo da memdria como estratégia terapéutica. O mais interessante dessa
estratégia, que ja foi utilizada muitas vezes em modelos animais, € que através dela
poderiamos interferir comportamentalmente em uma memoria traumatica, sem
utilizacdo de farmacos. Alguns trabalhos demonstraram que é possivel interferir em uma
memoria quando uma extingdo é realizada logo apds a reconsolidacdo (Costanzi et al.
2011; Auber et al. 2013), também ja foi demonstrado que a realizacdo de uma tarefa
comportamental é capaz de interferir consolidacdo e reconsolidacdo de outra tarefa
(Boccia et al. 2005). Sendo assim, caberia avaliar se, em um modelo animal, seria
possivel interferir comportamentalmente em uma memoria aversiva, de modo que essa

memoria fosse enfraquecida durante o estagio em que ela se encontra desestabilizada.

Dessa forma, nesse trabalho avaliamos a influéncia de um estimulo

comportamental, o estimulo distrator, na reconsolidacdo de uma memoria aversiva.

Como este trabalho € relevante tanto para pesquisas experimentais na area
basica quanto para pesquisas clinicas, na proxima sessdo trataremos sobre as
psicoterapias no geral, e mais especificamente, a titulo de curiosidade, abordaremos a
terapia que nos fez pensar na possibilidade de interferir comportamentalmente uma

memoria que se encontra no estado labil.
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1.2. PSICOTERAPIAS

Dentre esses paradigma dominantes existentes na psicologia existem mais de
400 tipos de psicoterapias praticadas, e os esforcos para encontrar as mais eficazes, 0s
chamados tratamentos baseados em evidéncias (EBT — evidenced-based treatments),
iniciaram em 1990. Em 2004 US Departamento for Veterans’ Affair and Departament
of Defense publicaram um guia préatico para tratamento do TEPT. Quatro abordagens
foram identificadas como eficientes em termos de melhora clinica: Terapia Cognitiva,
Terapia de Exposicdo, Treinamento de Inoculagdo do Estresse e Terapia da
Dessensibilizacdo e Reprocessamento por Movimentos Oculares (do inglés para Eye
Movement Desensitization and Reprocessing - EMDR) (Russell 2008). Essas terapias
também tem sido reconhecidas pela Associagdo Americana de Psicologia, de
Psiquiatria, Cochrane Review e por meta-analises como os melhores tratamentos
baseados em evidéncias disponiveis para o TEPT (Bisson et al. 2007; Bradley et al.
2005; Etten & Taylor 1998; Maxfield & Hyer 2002).

1.2.1. TERAPIA DA DESSENSIBILIZACAO E REPROCESSAMENTO POR
MOVIMENTOS OCULARES (EMDR - Eye Movement Desensitization and

Reprocessing)

Apesar da terapia EMDR ter-se mostrado efetiva em amenizar sintomas de
experiéncias traumaticas, desde sua criacdo em 1989, sua legitimidade tem sido

questionada e € motivo de amplo debate cientifico.

A Terapia da Dessensibilizacdo e Reprocessamento por Movimentos Oculares
(EMDR) foi desenvolvida por Francine Shapiro, uma psicologa norte-americana. A
prépria autora reconhece que apesar da terapia originalmente ter recebido esse nome
devido aos movimentos oculares outros estimulos também tém demonstrado serem
efetivos, sendo mais adequado chaméa-la de Terapia do Reprocessamento (TR)
(Shapiro 2007). Porém, como a maioria dos estudos continua utilizando a nomenclatura

EMDR, manteremos esta sigla.

1.2.1.1. Histéria do desenvolvimento da terapia

A utilizag&o inicial dos movimentos oculares ndo teve como base teoria, nem

dados experimentais, mas, sim, uma observagao casual feita por Francine Shapiro em
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maio de 1987 durante um passeio pelo parque. Ela relata que enquanto caminhava
vieram a mente pensamentos perturbadores que foram desaparecendo e se modificando
sem que fizesse esforgo consciente. Observando o que acontecia, ela percebeu que
quando esses pensamentos vinham a mente, os olhos comegcavam espontaneamente a
mover-se. Ap0s isso, Shapiro comegou a se concentrar numa variedade de memdrias
perturbadoras e concomitantemente fazia movimentos oculares, observando que assim
as memdrias pareciam perder sua carga negativa. Depois, experimentou isso com cerca
de 70 voluntarios com queixas ndo-patologicas, pedindo-lhes que seguissem seus dedos
com os olhos enquanto movimentava as maos de um lado para o outro, observando que
a eficiéncia em reduzir as perturbagdes variava conforme variavam alguns parametros
(p.ex. velocidade e tempo dos movimentos). Apds essas observacdes, Shapiro
desenvolveu um protocolo para utilizar em uma populacdo com diagndstico clinico de
Transtorno do Estresse Pos-Traumético (TEPT), com o objetivo de melhorar os

sintomas dos pacientes (Shapiro 2007).

O primeiro estudo clinico controlado foi realizado em 1987. Nesse estudo, 0s
individuos diagnosticados com TEPT foram divididos no grupo ‘“placebo”, que
descrevia em detalhes sua memdria traumatica, e o grupo tratado. Ambos 0s grupos
relatavam o evento traumatico, atribuindo o nivel de ansiedade relacionada; o0s
individuos também deviam verbalizar um pensamento positivo que gostariam de ter a
respeito de si mesmos e, em seguida, atribuiam um valor relacionado a crenca que isso
poderia acontecer; os movimentos oculares eram realizados por 15-90min no grupo
tratado, enquanto a pessoa pensava nos acontecimentos traumaticos, em diversos
momentos da sessdo. O tratamento por movimentos oculares mostrou-se efetivo em
reduzir a ansiedade e aumentar a auto-confianca, duas caracteristicas que estdo alteradas
em pacientes com o transtorno (Shapiro 1989). Quando esse estudo foi publicado, em
1989, causou uma consideravel agitacdo por que 0s pacientes, incrivelmente,

demonstraram melhora com apenas uma sessao de terapia.

Apesar dessa terapia parecer ter resultados relevantes em alguns casos,
percebe-se que sua base tedrica ndo € bem fundamentada, e 0s mecanismos

neurobiologicos envolvidos séo, até hoje, simplesmente desconhecidos.
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Contudo, EMDR néo € a unica terapia a ter problemas com hipoteses que
suportem o tratamento, a maioria das TCCs também ndo estdo bem esclarecidas, sendo
seu mecanismo de acdo a questdo mais negligenciada nos estudos publicados.

Através dos estudos em ciéncia bésica e clinica pode-se sugerir que as TCCs
sejam, em principio, procedimentos mediados por processos como o de reconsolidacédo

ou o de extin¢do de memodrias.

1.2.1.2. Procedimentos envolvidos na terapia

Na terapia EMDR, os pacientes devem realizar movimentos sacadicos dos
olhos enquanto imaginam / recordam o evento traumatico. A base tedrica dessa terapia
parte da constatacdo de que estimulos externos bilaterais (movimentos no campo visual
— que promovem movimentos oculares, além de sensacdes tcteis e sonoras) sao
capazes de modificar as memdrias traumaticas, diminuindo - ndo se sabe como - 0

contetdo emocional destas.

A psicéloga Francine Shapiro (Shapiro 2007) acredita que o movimento rapido
dos olhos - ou mesmo outro estimulo bilateral - alivia a ansiedade associada com a
memoria traumatica durante sua evocacao, permitindo ao paciente reavaliar de maneira
positiva o trauma original (o “reprocessamento’) e, assim, tornar sua carga emocional
menos negativa (a “dessensibilizagdo”). Os estudos sobre a componente de movimento
ocular sdo, porém, contraditorios e pouco conclusivos, havendo muita inconsisténcia na
literatura (Etten & Taylor 1998; Bisson et al. 2007; Davidson & Parker 2001).

1.2.1.3. Hipoteses de como a terapia EMDR funciona

Sabemos que eventos relevantes sdo armazenados com o devido valor
emocional e, quando alguém vivencia um evento muito estressante, pode desenvolver
TEPT (Brunet et al. 2008).

Embora o EMDR seja um método terapéutico especifico, Shapiro sugere como
base neurofisiologica 0 modelo do Processamento Acelerado de Informagdes. Para ela,
uma das maneiras mais simples de descrever os efeitos da terapia € dizer que o evento-

alvo manteve-se ndo-processado, ou ainda, que a memoria de tal evento manteve-se
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numa estase neurobiologica. A hipdtese de Shapiro é de que os movimentos oculares
(ou estimulos alternativos) utilizados no EMDR desencadeariam um mecanismo
fisioldgico que ativa o sistema de processamento de informagdes (Solomon & Shapiro
2008).

O processamento acelerado de informacdes permitiria que as informacdes
relacionadas ao trauma fossem adaptativamente resolvidas. Shapiro sugere que o
mecanismo de processamento de informagdes pode ser ativado pelo ato de concentrar-se
em outro estimulo (movimentos oculares, prestar atencdo em toques alternados com as
méaos ou estimulos sonoros). O ato de concentrar-se simultaneamente na memoria
traumatica faria com que o sistema nervoso processasse adequadamente a memoria que

foi armazenada de forma nédo-adaptativa (Shapiro 2007).

No modelo do processamento acelerado de informagdes, o alvo é o ponto
central associado ao trauma. Quando a Terapia do EMDR é aplicada, pede-se ao
paciente para focalizar sua atencdo em algo relacionado ao trauma; ou algum aspecto da
experiéncia, tal como uma sensacdo corporal ou pensamento. Durante a sessdo o
paciente deve reprocessar todas as informacBes que estejam associadas a esse ponto
central do trauma; acredita-se que o reprocessamento € feito durante cada série de
movimentos oculares ou de outros estimulos bilaterais (Shapiro 2007).

Segundo Francine Shapiro, 0 modelo do processamento acelerado de
informacBes integra o0s aspectos mais importantes da maioria das modalidades
psicolégicas. Em sua forma mais simples, o0 modelo incorporaria as nocdes fisiologicas
de ativacdo de redes neurais, contra-condicionamento e assimilacdo de informacdes

emocionalmente corretivas e adaptativas (Shapiro 2007).

Embora a exposi¢do constitua um elemento necessario do tratamento com
EMDR, ela parece ndo ser suficiente como Unica explicacdo para a rapidez dos efeitos
de tratamento obtidos. Sugere-se que os beneficios do contra-condicionamento
(declaracGes terapéuticas tranquilizadoras feitas pelo clinico) e da exposi¢do sdo
aumentados quando o paciente “apenas observa” o trauma e a perturbagdo
correspondente (lembrar sem sentir), interferindo com a tendéncia do paciente de sentir
medo; essa interferéncia poderia ser facilitada pelos proprios movimentos oculares
(Shapiro 2007).
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Francine Shapiro sugere que 0s movimentos oculares e 0s estimulos
alternativos contribuiriam para o efeito terapéutico do EMDR ao manter a consciéncia
(externa) do paciente durante o distress (interna), ou por ativar fungbes cerebrais
inerentes aos estimulos aplicados no paciente, ou ainda, devido a atencdo prestada ao
estimulo secundario concomitantemente a lembranca do evento traumatico (Shapiro
2007).

Contudo, as teorias que tentam explicar como o EMDR funciona sdo, até o
momento, predominantemente especulativas. Diversas teorias, além das ja citadas, tém
sido propostas pela propria desenvolvedora da terapia e outros autores, mas até o
momento nenhuma foi estudada. Entretanto, a falta de uma explicacdo definitiva dos
mecanismos subjacentes a terapia EMDR de nenhuma forma diminui a eficicia do
método, confirmado na prética clinica. Dessa maneira, a compreensdo do mecanismo
neurobioldgico seria importante porque contribuiria para o aperfeicoamento da

metodologia.

Uma das teorias sugere que haveria uma distor¢do do esteredtipo de resposta
onde as memdrias traumaticas ndo causariam mais as mesmas respostas fisioldgicas
(Shapiro 2007). Outra interpretacdo seria que 0s movimentos oculares distrairiam o
paciente do trauma. Essa presumida distragdo provocaria o descondicionamento devido
a incapacidade do paciente em concentrar-se na imagem traumatica (Dyck 2003). A
distracdo impediria que o material traumatico fosse reforcado pela ansiedade

previamente antecipada, constituindo um esforco na direcéo da extingédo (Devilly 2001).

Além das vérias hipdteses anteriores, também existe a sugestdo que 0s
movimentos oculares dirigidos poderiam estar estimulando 0s mesmos processos que
ocorrem no sono REM, tendo sido proposto que a relacdo entre 0s movimentos oculares
e 0 estresse poderia ser de inibicdo reciproca; ou seja, 0s movimentos oculares
ajudariam a inibir o estresse, mas um estrese suficientemente alto também inibiria os
movimentos oculares e, consequentemente, 0 reprocessamento dessas memorias
traumaticas (Stickgold 2002).

Outra proposta € que 0s movimentos oculares poderiam causar uma resposta

condicionada de relaxamento (Shapiro 2007).
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A ativacdo bilateral também tem sido defendida como necessaria para
obtencédo de efeitos terapéuticos no EMDR. A ativacdo alternada dos dois hemisférios,
devido aos movimentos oculares, induziria um processamento integrativo de
informacdes. O objetivo clinico é o de manter o paciente consciente da memoria
traumatica enquanto é ativado simultaneamente o mecanismo de processamento
mantendo a aten¢do num estimulo apresentado durante evocacdo da memdria traumatica
(Shapiro 2007).

Outra explicacdo alternativa € a teoria da memoria de trabalho (Andrade et al.,
1997), que propde que esses movimentos oculares reduzem a vividez de imagens
estressantes ao perturbar o chamado “bloco de anotagdes visuo-espacial” (visuospatial
sketchpad, parte da teoria de Alan Baddeley) da memoria de trabalho, e, assim,
reduziria a intensidade das emocdes associadas com as imagens (Baddeley 2003).

A teoria da memoria de trabalho prediz que para a evocacdo de uma memoria
explicita, a memoria de trabalho € requerida. Se uma tarefa secundaria é executada
durante a evocacdo de uma memdaria, menos recursos da memoria de trabalho estardo
disponiveis para evocéa-la, ela sera efetivamente experimentada com menos vividez e,
consequentemente, com menor conteddo emocional. Movimentos oculares s&o
utilizados como tarefa secundaria que também requer memaria de trabalho, reduzindo a
nitidez durante a recuperacdo da memodria e afetando sua posterior evocacdo. O
movimento ocular ‘atrairia’ a memoria de trabalho — causando “distragdo” - justificando
muitos resultados experimentais (Andrade et al 1997). Além disso, ja foi demonstrado
que tarefas secundarias que ndo requerem a atencdo da memoria de trabalho, como o
simples tamborilar automatico dos dedos, ndo promovem os efeitos benéficos da terapia
(van den Hout et al. 2011; van den Hout et al., 2001), enquanto que movimentos mais
complexos, que requerem atencao, conseguem causar efeitos significativos (Andrade et
al.,1997).

Da mesma forma, efeitos de reducdo do trauma sdo observados quando a
memoria de trabalho é requerida por tarefas secundarias que ndo movimentam os olhos,
como, por exemplo, o shadowing auditivo — ouvir distraidamente enquanto caminha
(Gunter & Bodner 2008), por exemplo, o desenhar uma figura complexa (Gunter &
Bodner, 2008), a realizagdo de calculos (Engelhard et al. 2011; van den Hout et al.

2011), ou jogar Tetris (Engelhard et al. 2010). Nestes estudos, os participantes evocam
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uma memoria negativa durante a realizacdo de outra atividade (dual task), o que causa

interferéncia na memoria original (van den Hout et al. 2011).

Além disso, existem varias propostas teoricas, e outras baseadas em estudos de
neuroimagem e eletrofisiologia. Podemos classificar os modelos da seguinte forma: 1.
Modelo da decodificacdo (Dyck 1993); 2. Modelo da resposta orientada (Armstrong &
Vaughan 1996); 3. Ativacdo dos Lobos Frontais (Bergmann 2000); 4. Sistemas
fisiologicos do tipo REM-like (Stickgold 2002) 5. Supressdo/Ativacdo Reciproca do
Cingulado Anterior (Kaye 2007); 6. Mapeamento Neural Hipocampal; 7. Estimulagéo
de baixa frequéncia (Rasolkhani-Kalhorn & Harper 2006); 8. Ligacdo talamico-
temporal (Bergmann 2008); 9. Ativacdo do Lobo Parietal (Pearson 2009). Para mais

detalhes ver a revisdo de (Bergmann 2010).

Como é costume na area da psicologia clinica, muitas hipdteses ad hoc sdo
levantadas sem muita evidéncia direta ou indireta, por vezes apenas devido a uma
simples analogia, sendo que poucos se preocupam em substanciar os modelos uma vez
que as metodologias funcionem. A série de modelos tedricos e empiricos resenhados
por Bergmann (2010) lista diferentes areas anatdmicas em funcdo desta ou daquela
propriedade que poderia ser base do que esta acontecendo durante um procedimento
EMDR, e ¢ possivel que mais de uma, ou mesmo todas, estejam corretas até certo
ponto, pois ndo sdo totalmente excludentes. Contudo, isso dificulta compreender algum
“mecanismo” integrador, que seja comum a maioria desses modelos, o que nos leva a
processos mais gerais e envolvendo diferentes (no minimo duas) areas do SNC
(Bergmann 2010).

Dentre todas, 0 modelo da memdria de trabalho e/ou atencdo a um estimulo
secundario® parece ser uma boa hipdtese integradora; apesar de essa teoria mencionar
estimulos competindo entre si, ela ndo elabora um modelo com componentes
mnemonicos propriamente ditos, de modo que caberia complementé-la e expandi-la

sugerindo um mecanismo neurobioldgico subjacente a terapia EMDR.

A possibilidade que nos ocorre € que este mecanismo unificador seja
basicamente a reconsolidacdo da memoria, j4 que clinicamente 0 que se observa é a

modificacdo duradoura da memdria aversiva original, que fica atenuada; Solomon &

1 Ao mesmo tempo que a pessoa presta atengdo a um estimulo secundario, ela também recruta sua
memoria de trabalho para executar essa funcdo, por isso os dois sdo dependentes entre si.
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Shapiro recentemente também sugeriu como base neurobiologica da terapia a
reconsolidacdo da memoria (Solomon & Shapiro 2008). A ideia basica, no conjunto, €
que a reativacdo na presenca de um estimulo distrator - ndo necessariamente um alvo
movel “atraindo” o olhar do paciente (a propria Shapiro fala em EMDR stimulation
como podendo ser visual, auditiva ou tactil) - pode interferir com a reconsolidacéo de

uma memoria aversiva, que, deste modo, modifica sua valéncia ou intensidade.

Com esses referenciais, desenvolvemos um desenho experimental controlado,
incluindo um estimulo “distrator” ndo necessariamente visual (e que serd externamente
aplicado, ja que ndo podemos induzir respostas oculares voluntarias nem a
rememoracao imaginativa de eventos em animais como ratos. Neste modelo, porém,
menos que estudar atencdo propriamente dita (que s6 faremos mediante a infusdo de
farmacos em regides envolvidas na funcdo), aferimos as modificagcGes causadas por
estimulos distratores durante a sessdo de reativacdo de memorias aversivas (simulando
as memorias traumaticas) que leva a desestabilizacdo e consequente reconsolidacdo da

memdaria em outro estado, por exemplo, menos aversivo.

1.2.1.4. Eficécia terapéutica do EMDR

Como descrito anteriormente, os estudos com EMDR sdo bastante
contraditérios e ndo se sabe ao certo se os estimulos secundarios (movimentos oculares,
estimulos téateis ou sonoros) auxiliam de fato na melhora de pacientes com TEPT, e, se

auxiliam, de que maneira isso acontece.

Existem diversas meta-analises comparando os efeito do EMDR com outras
terapias. Uma meta-andlise feita com estudos realizados em criangas demonstrou que a
terapia é mais efetiva que TCC (Rodenburg et al. 2009). OQutras meta-analises
demonstraram que 0 EMDR ¢ tdo efetivo quanto a terapia de exposicdo tradicional
(Bisson et al. 2007; Bradley et al. 2005), e tdo efetivo quanto a TCC (Etten & Taylor
1998; Ho & Lee 2012). Além disso, ha uma meta-analise demonstrando que 0s
movimentos oculares ndao contribuiam para o efeito do EMDR, mas apesar disso eram
comparaveis a outras psicoterapias (Davidson PR & Parker KCH, 2001), ao contréario de
outra que encontrou que 0 EMDR com movimentos oculares foi mais efetivo quando

comparado ao EMDR sem movimentos oculares (Lee & Cuijpers 2013; Schubert et al.
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2011). H4, enfim, muitos estudos controversos na literatura, além de criticas as proprias

avaliacfes meta-analiticas (Devilly et al. 2014).

2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE GERAL DE TRABALHO

Como o EMDR parece ser capaz de, em esséncia, modificar memorias
traumaticas em sua forma e conteldo, pareceu-nos natural supor que 0 processo
neurobioldgico que medeia tais alteracdes seja 0 da desestabilizacdo-reconsolidacdo da
memoria. Baseado em resultados clinicos onde se observa a reducdo de memdrias
traumaticas através da utilizacdo de tarefas duais (evocacdo da memoria traumatica
concomitante a estimulo visual, sonoro ou tétil), e, em trabalhos experimentais onde é
possivel modificar a reconsolidacdo de uma memdria aversiva ou ndao com farmacos,
perguntamo-nos se seria possivel diminuir a aversividade de uma memdria utilizando
um estimulo comportamental concomitante (distrator) no periodo em que esta encontra-
se desestabilizada, e se assim, ela poderia ser reconsolidada com um carater menos

aversivo.

Assim sendo, nossa hipotese é a de que a reativacdo de uma memdria aversiva
na presenca de um estimulo distrator interfere com a reconsolidacdo da mesma,

modificando sua valéncia ou intensidade.

3. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar se um estimulo distrator durante a sessdo de reativacdo de um
Condicionamento Aversivo Contextual em ratos é capaz de prejudicar a reconsolidacdo

de uma memoria aversiva, atenuando sua aversividade.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.1. Padronizar, na tarefa de condicionamento aversivo ao contexto (CAC), o
tempo de reexposicdo necessario (3, 5 ou 12 minutos) para que o estimulo distrator seja
efetivo em reduzir o medo associado ao contexto em um teste sem a presenca desse

estimulo; apos encontrar o(s) tempo(s) necessarios para que o estimulo distrator seja
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efetivo, verificar se essa diminuicdo do medo se mantém em um reteste (15 dias apos o
teste 1).

3.1.2. Avaliar se a desestabilizacdo da memoria é dependente do contexto,

expondo os animais a um contexto diferente do original.

3.1.3. Verificar se a modificacdo na memoria original é dependente da
desestabilizacdo utilizando o bloqueador de canais de calcio dependentes de voltagem

do tipo L, nimodipina, injetada intraperitonialmente 30 minutos antes da reativacéo.

3.1.4. Avaliar se 0 hipocampo € necessario para que ocorra 0 processo de
desestabilizacdo / reconsolidacdo, infundindo localmente o bloqueador seletivo da
subunidade GIUN2B do receptor NMDA, ifenprodil, 15 minutos antes da reativacdo da

memoria;

3.1.5. Avaliar se um agonista parcial dos receptores NMDA, D-cicloserina,
poderia facilitar o efeito do estimulo distrator em uma sessdo de reexposi¢do mais curta

(3 minutos).

3.1.6. Verificar se o estimulo distrator é capaz de prejudicar a consolidacdo de
uma memoria quando apresentado durante uma sessdo de reexposicdo realizada 12 ou

120 minutos apds a sessao de treino.
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4. METODOLOGIA
4.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos, adultos, com idade igual ou superior a
60 dias (pesos entre 250 e 350 g). Os animais foram produzidos no CREAL — Centro de
Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério do Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, e mantidos no
Ratério do Laboratorio de Psicobiologia e Neurocomputagdo dentro do Departamento
de Biofisica, Instituto de Biociéncais, acondicionados em gaiolas de plexiglass de
dimensBes 65 x 25 x 15 ¢cm, em cujo assoalho espalha-se maravalha seca e limpa,
trocada a cada dois dias (a maravalha € composta por restos do corte de madeira,
principalmente uma serragem grossa e lascas). A area é climatizada (22-26 °C,
humidade constante) e submetida a um ciclo artificial de iluminacao de 12h claro / 12h

escuro (luzes acesas das 6 as 18 h durante todo o ano).

4.2. FARMACOS UTILIZADOS

Nos tratamentos feitos durante as reexposigoes (reativacgdes), visando estudar a
desestabilizacdo da memdria de medo, foi injetado o blogueador de canal de célcio
dependente de voltagem do tipo L (nimodipina) ou seu veiculo, tampéo fosfato salina,
sempre 30 minutos antes da sessdo por via intraperitoneal, na dose de 16mg/Kg e
volume de aproximadamente 0,3mL por rato. Para estudar a funcdo do hipocampo,
infundimos localmente o antagonista da subunidade GIuUN2B do receptor NMDA
(ifenprodil), 15 minutos antes da sessdo de reexposicdo, na dose de 1mg/kg, com

volume de 0,5uL por lado.

A d-cicloserina, agonista parcial dos receptores NMDA, foi injetada
intraperitonialmente 30 minutos antes da sessdao de reexposicao, na dose de 15mg/Kg e

volume de aproximadamente 0,3mL por rato.

Como anestésicos utilizamos o anestésico geral, Cloridato Cetamina 10%,
(‘Cetamin’ fabricagdo Syntec) juntamente com Cloridato de Xilazina 2% (‘Xilazin’ de
fabricacdo Syntec ou ‘Anasedam’ de fabricacdo Vetbrands), administrados

intraperitonealmente, nas doses de 75mg/Kg e 10mg/Kg, respectivamente. E como
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antibiotico, para prevenir possiveis infecgdes causadas pela cirurgia foi injetado nos
animais Tilosina (“Tyladen”, de fabricagdo Vetbrands) 10 mg/Kg intramuscular, apds o

animal estar anestesiado.

Cabe ressaltar que nao foram utilizados analgésicos no pés-cirdrgico. O motivo
disso foi a possivel influéncia do uso destes farmacos no comportamento do animal
(devido a manipulacdo), considerando que este tipo de tratamento deveria ser realizado
durante vérios dias. Apesar disso, 0os animais demostram perfeitas condi¢des pds-

cirrgicas, ndo aparentando sinais de estresse ou dor.

4.3. PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

As coordenadas do hipocampo dorsal foram obtidas, inicialmente, a partir do
Atlas de Paxinos e Watson (1986), de acordo com a faixa de peso dos animais
utilizados. Como sempre ha varia¢cdes na forma e nas dimensdes do cranio e do cérebro
de linhagens de ratos criadas em diferentes localidades, ajustamos as coordenadas
fornecidas pelo Atlas a realidade de nossos animais. As coordenadas finais (para a
posicdo da ponta da canula, 1 mm acima do verdadeiro "alvo"), medidas a partir do
Bregma, foram as seguintes: antero-posterior (AP)= -0.40mm; latero-lateral (LL)=
+0.30mm e DV=-0.16mm.

Neste trabalho, foram fixadas canulas intracerebrais e, através destas, injetado
os farmacos através um tipo de agulha mais fina ("mizzy", de calibre 30), introduzida
por dentro da primeira. E importante que a ponta da agulha saia mais a frente da canula,
0 que evitava que a droga que saisse pela ponta da "mizzy" por capilaridade, alterando a
quantidade efetivamente administrada da substancia na estrutura intracerebral. Assim, a
ponta da canula a ser fixada desce até 1 mm acima da posicdo desejada dentro da
estrutura-alvo (hipocampo dorsal), e o milimetro final foi percorrido pela "mizzy" no
momento da injecdo. Um volume de 0,5ul/lado foi infundido num periodo prolongado,
de 90s, sendo que apos a retirada da agulha da canula, mais 30s foram esperados para

que o farmaco se difundisse.

Anestesia: Os animais foram anestesiados com um anestesico geral, Cloridato
Cetamina 10%, (‘Cetamin’ fabricacdo Syntec) juntamente com Cloridato de Xilazina

2"% (‘Xilazin’ de fabricacdio Syntec ou ‘Anasedam’ de fabricagdo Vetbrands),
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administrados intraperitonealmente (I.P.), nas doses de 75mg/Kg e 10 mg/Kg,

respectivamente.

Pré-operatorio: Para reduzir o indice pds-operatério de infec¢do, os animais
receberam, apds serem anestesiados (para reduzir o desconforto), a administracédo de um

antibidtico, Tilosina (“Tyladen”, de fabricagaoVetbrands) 10 mg/Kg i.m. intramuscular.

Craniotomia e Colocacdo das Canulas: Cada animal operado foi
cuidadosamente colocado em um Aparelho Estereotaxico (Fabricacdo: David Kopf,
modelo 1404), e a superficie de seu cranio exposta mediante incisdo sagital com bisturi
N° 20 ou 21. Uma craniotomia bilateral foi realizada com o emprego de uma broca
odontolégica nos locais correspondentes as coordenadas AP e LL da estrutura em
questdo. Uma canula de ago inoxidavel (manufaturada a partir de agulha com diametro
interno de 0,7 mm, calibre ou gauge 27, e didmetro interno de 0,3 mm), presa a torre
moével do estereotéxico, foi introduzida cuidadosamente através de cada um desses
orificios feitos na calota craniana e baixada lentamente até a coordenada dorso-ventral
(DV) definitiva. A canula foi, entdo, fixada nesta posi¢do com acrilico dentario aplicado
ainda quando na forma de um liquido espesso, que foi deixado secar e solidificar. O
acrilico foi trabalhado para formar uma espécie de "capacete" sobre o 0sso do créanio,
fechando a janela 6ssea produzida.

Pds-Operatério: No periodo imediatamente posterior a cirurgia, 0s animais
permaneceram sob aquecimento / umidade controlados, huma camara pds-operatoria.
Apbs decorrido um periodo minimo de 5 dias de recuperacdo pods-operatoria, deu-se

inicio aos experimentos comportamentais.

Controle Histologico das Cirurgias: A verificacdo do acerto da posicdo da
canula no encéfalo do animal foi realizada em todos os animais que cumpriram as
seguintes condicOes: (a) recuperacgéo integral da cirurgia de implantacdo das canulas, (b)
conservacdo do capacete de acrilico até 0 momento da injecdo (ver adiante), e (c)
canulas fixas e desobstruidas no momento da injecdo. Apds a realizacdo das tarefas
comportamentais, 0os animais foram sacrificados por guilhotinamento e depois
infundidos com azul de metileno em cada cénula, no mesmo volume empregado na
administracdo dos farmacos (0,5 pl). A seguir os cérebros foram dissecados e colocados
em solucédo de formaldeido a 10% por 24-72 h. Posteriormente, as pecas, j& endurecidas,

foram cortadas manualmente com uso de bisturi descartavel, e as marcas das canulas no
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tecido cerebral foram verificadas sob uma lupa inocular mesoscopica 2-40X (com o

auxilio da marcacdo com azul de metileno).

4.4. PROCEDIMENTOS COMPORTAMENTAIS
4.4.1. Condicionamento Aversivo Contextual (CAC):

Esta tarefa comportamental foi realizada em uma caixa de dimens6es 25cm X
25cm X 25cm. A parede frontal é de vidro, através do qual se observa o animal e as
laterais sdo de madeira. O assoalho é composto de barras de bronze de 1 mm de
didametro cada, espagadas 1 cm uma das outras. Nesta grade aplica-se uma diferenca de
potencial elétrico, obtendo-se, consequentemente, uma corrente elétrica de 0,2 a 1,0

mA, conforme desejarmos.
4.4.1.1 Sesséo de condicionamento:

No dia 1 os animais foram colocados na caixa de condicionamento. Ap6s 3
minutos eles receberam 2 choques de 0,7mA, com intervalo de 30 segundos entre eles.
Os animais foram retirados da caixa e recolocadas em suas caixas-moradia aos 4

minutos.
4.4.1.2 Sessdo de reexposicao (reativacdo) da memodria:

No dia 3, os animais foram reexpostos por 3, 5 ou 12 minutos (reexposi¢édo) na
mesma caixa. O grupo controle foi somente reexposto e o grupo distrator foi estimulado
com o distrator ap6s um 1 minuto do inicio da sessao; esse tempo foi dado para que o
animal reconheca o0 contexto e comece a evocar a memoria; todas as vezes em que 0
animal comecar a entrar em estado de congelamento (do inglés, freezing) tentamos
atrair sua atencdo para o distrator (sopro suave de ar principalmente na regido anterior
do corpo) com o objetivo de diminuir a memdria de carater aversivo daquele contexto.
Utilizamos o tempo de congelamento exibido pelos animais (resposta de medo),

validado por Blanchard e Blanchard (1969) como indice de memodria.

As infusdes de farmacos intracerebral (i.c.) e subcutdnea (s.c.) ou

intraperitoneal (i.p.) se deram 15 ou 30 minutos antes da reativagao, respectivamente.

4.4.1.3 Sessao de teste:
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No dia 5, os animais foram testados por 4 min e foi quantificada a memoria,

avaliada atraves do tempo de freezing.
4.4.1.4 Sesséo de teste I (recuperagdo espontanea):

Quinze dias apds a primeira sessdao de teste, os animais foram testados

novamente por 4 min para avaliar se a memdria recuperou o carater aversivo.

4.5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados paramétricos (percentual de tempo de congelamento) foram
expressos como média + erro padrdo (E.P.). As comparacdes entre grupos
experimentais foram feitas mediante Andlise de Varidncia de duas vias, seguida pelo
teste de comparagdes multiplas de Tukey, ou, quando entre dois grupos, pelo teste t de
Student para amostras independentes. Para todos os experimentos o valor de P foi

estabelecido em 0,05.

4.6. CONSIDERACOES BIOETICAS

4.6.1. Manuseio dos animais

Os protocolos de administracdo de substancias, bem como a manipulagdo do
animal durante o procedimento, seguiram um guia de técnicas para o trabalho com
animais de laboratério. Durante o experimento ndo existiu procedimento invasivo
nenhum adicional aqueles descritos na metodologia. Os choques utilizados para o
condicionamento foram de intensidade média (baixa amperagem 0,7mA), de curta
duracdo e sem maiores efeitos fisicos quando aplicado.

4.6.2. Decapitagdo dos animais

Todos os animais foram decapitados, procedimento rapido e indolor, realizado

em uma sala diferente daquela em que os experimentos foram realizados.
4.6.4. Manejo das carcacas de animais e demais rejeitos

Todo material bioldgico — especialmente as carcagas dos animais - foi
acondicionado em sacos plasticos brancos fornecidos pela empresa coletora licitada pela

Universidade no periodo em que se realizaram os experimentos, e ficaram armazenados
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em freezer horizontal exclusivamente destinado a esse fim, localizado dentro das
instalagbes do Lab. 205 do Departamento de Biofisica, 1.B. Seu recolhimento foi
realizado regularmente, pelo menos uma vez por semana. Os materiais de plastico com
residuos biologicos ndo-toxicos (luvas, tubos de eppendorf, ponteiras) foram
acondicionados em sacos brancos ao final de cada experimento e armazenados em
recipiente adequado, também no Departamento de Biofisica, para posterior
recolhimento pelo servigo especifico da empresa licitada para esse fim e destinados a
um processo de autoclavagem. Procedimento semelhante foi utilizado para os residuos

toxicos, neste caso, devidamente identificados como “toxicos”.
4.6.5. Outros aspectos legais e éticos

Cumprindo o que predica a diretriz legal brasileira - Lei n® 11.794/2008, todos
0s procedimentos experimentais com animais vivos (ratos Wistar albinos) envolveram
o0 minimo de desconforto ou sofrimento dos animais experimentais, sendo realizados
estritamente de acordo com as recomendacGes da Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA), da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e
Comportamento (SBNeC), da International Brain Research Organization (IBRO) e do
Council for International Organizations of Medical Sciences (CIOMS), e somente
tiveram inicio apds a aprovacéo por parte do Comité de Etica em Experimentagio de
nossa instituicdo (CEUA / UFRGS) - projeto aprovado namero 23326. Priorizou-se,
sempre gue possivel, a reavaliacdo e otimizacdo do desenho experimental, envidando os
maiores esfor¢os no sentido de reduzir o nimero de animais e/ou 0 nimero de grupos

experimentais.
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5. RESULTADOS

5.2.1. Reativagdo sob distracdo leva a uma diminuicdo duradoura na aversividade da

memoria

Para padronizacdo de um protocolo experimental capaz de ser efetivo em
diminuir o medo associado ao contexto através do bloqueio da reconsolidacdo, 0s
animais foram submetidos a diferentes tempos de reativacdo. Levando em consideracédo
que o tempo de reexposi¢do € um fator muito importante para causar a desestabilizacao
da memoria de medo, ap6s os animais serem treinados, eles foram reexpostos ao
contexto durante por 3 min, 5 min ou 12 min. Toda vez que o animal demonstrava
respostas de medo, utilizamos como estimulo distrator um sopro suave de ar (airpuff)
aplicado principalmente proximo as vibrissas e na regido mais anterior do corpo do
animal. A analise dos resultados por teste t de Student demonstrou que, quando
comparado ao grupo controle apenas reexposto ao contexto, a reexposi¢cdo de 3 minutos
sob distracdo nao foi capaz de reduzir as respostas de medo nem durante a sessao de
reativacdo (taz= 0,229; P= 0,823) nem no teste (tu3= 0,565; P= 0,582) (Figura 1,
pagina 42). Entretanto, quando o tempo de reativacdo foi aumentado para 5 minutos, o
estimulo distrator, comparado ao grupo reexposto sem distrator, mostrou-se efetivo na
reducdo das respostas de medo tanto durante a sessdo de reexposicao (tpy= 2,588; P=
0,017) quanto durante a sessdo de teste (tpy= 2,090; P= 0,049) e de reteste (tey)=
2,879; P=0,009) (Figura 2, pagina 42). Adicionalmente, teste t de Student demonstrou
gue uma reexposicdo de 12 minutos sob distracdo, comparada a reexposicao sem
distracéo, foi efetiva em diminuir o medo durante a reexposicao (ty)=4,284; P=0,001),
mas essa diferenca ndo se manteve durante o teste (tqy= 0,863; P= 0,407) (Figura 3,
pagina 43).

Esses resultados sugerem que a distragdo durante a sessdo de reexposicao &
efetiva em diminuir as respostas de medo dentro de uma janela temporal que vai de 5
minutos até algum tempo inferior a 12 minutos, e esse efeito mostrou ser duradouro ja

gue no reteste 0s animais mantiveram os niveis baixos de freezing.
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Figura 1. Reexposi¢do no contexto treino durante 3 minutos n&o é suficiente para que o estimulo distrator
seja efetivo em reduzir as respostas de medo durante a sessdo de reexposi¢do e durante a sessdo de teste.
O gréafico mostra a porcentagem de freezing durante a sessdo de reativacdo e de teste, expressas como
+SEM. Ctr= grupo controle (N= 8) e Ctr + dist= grupo controle com distrator (N= 7).
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Figura 2. Reexposi¢do no contexto treino durante 5 minutos com sob distracdo foi efetivo em reduzir as
respostas durante a sessdo de reexposicdo, durante a sessdo de teste e também durante a sessdo de reteste.
Grupo controle (N= 12) e grupo controle com distrator (N= 11). O grafico mostra a porcentagem de
freezing durante a sessdo de reativacdo e de teste, expressas como +SEM. (a) diferenca significativa P <
0,05 em relacéo ao grupo controle.
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Figura 3. Reexposi¢do no contexto treino durante 12 minutos com sob distracéo néo foi efetivo em
reduzir as respostas durante a sessao de reexposicdo nem durante a sesséo de teste. O grafico mostra a
porcentagem de freezing durante a sessdo de reativagdo e de teste, expressas como =SEM. (a) diferenca
significativa P < 0,05. Grupo controle (N= 6) e grupo controle com distrator (N= 7).

5.2.2. A memoria ndo é prejudicada se a distracao é realizada durante a exposi¢cdo em

um contexto novo

Para avaliar se a efetividade do estimulo distrator é depende do contexto onde
0 animal é exposto, dois grupos de ratos (sob distracdo e sem distracdo) foram expostos
ao contexto novo, onde a memoria ndo é desestabilizada. Durante a sessdo de exposicao,
teste t de Student mostrou que o estimulo distrator ndo reduziu a expressao do medo,
sendo que o grupo sob distracdo e o grupo sem distracdo mostraram niveis similares de
freezing (tw3)= 1,141; P=0,274). No teste, teste t de Student ndo mostrou diferenca entre
0S grupos expostos com distragdo ou sem distragdo (tz)= 0,472; P= 0,645) (Figura 4,
pagina 44). Esses resultados demonstram que o estimulo distrator ndo € capaz de causar
reducdo do medo quando a exposicao € realizada em um contexto muito diferente do
original (contexto novo), além disso, esses resultados sugerem que para o distrator ser

efetivo a memoria deve ser previamente desestabilizada.
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Figura 4. Dependéncia contextual do estimulo distrator. O estimulo distrator apresentado em um contexto
novo ndo foi capaz de causar diminuicdo das respostas de medo durante a sessdo de exposi¢cdo ao
contexto novo, nem durante o teste. O grafico mostra a porcentagem de freezing durante a sessdo de
reativacdo e de teste, expressas como +SEM. Ctx novo = contexto novo (N= 7) e Ctx novo + dist =
Contexto novo + distrator (N= 8).

5.2.3. A diminuicdo da memdria de medo, causada pelo estimulo distrator, €
dependente da desestabilizacdo da memoria mediada pelos canais de Ca®**

dependentes de voltagem do tipo L

Para verificar se o efeito do estimulo distrator é dependente da desestabilizacdo
da memdria, foi injetado intraperitonealmente um antagonista dos canais de calcio
dependente de voltagem, a nimodipina, antes da sessdo de reexposi¢cdo. A nimodipina
impede a desestabilizacdo durante a evocacdo de uma memdria original, sem afetar a
evocacdao ou 0 armazenamento dessa memdria (Suzuki et al.2004;De Oliveira et
al.2013;Flavell et al.2011;Suzuki et al.2008). Se a diminuicdo da memdria de medo
causada pelo estimulo distrator € dependente do processo de desestabilizacdo-
reconsolidacdo da memdria, entdo blogueando a desestabilizacdo da memoria
poderiamos prevenir o efeito da distragdo. Durante a sessdo de reexposicdo de 5 min,
ANOVA de duas vias mostrou efeito principal da distracdo (F,2090= 37,447, P < 0,001).
Post-hoc de Tukey mostrou que o grupo veiculo reativado sob distragdo demonstrou
menores niveis de freezing do que o grupo veiculo sem distracdo (P< 0,001) e o grupo
nimodipina sob distracdo, quando comparado ao grupo nimodipina com distracao,
também teve os niveis de freezing reduzidos (P< 0,001). Esses resultados mostram que
0 estimulo distrator reduz as respostas de medo durante a sessdo de reativacao,

independente da droga pré-injetada (veiculo ou nimodipina) (Figura 5, pagina 45).
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No teste, ANOVA de duas vias mostrou efeito principal da distracdo (sob
distracdo e sem distracao) (F,209= 7,245, P= 0,012), efeito principal de droga (veiculo
and nimodipina) (Fu20= 12,174, P= 0,002) e interacdo (distracdo x droga): F,20=
4,299, P= 0,047. Post-hoc de Tukey demonstrou que, comparado com o grupo veiculo
sem distracdo, o grupo veiculo sob distracdo teve as respostas de medo diminuidas (P=
0,002); contudo, a administracdo de nimodipina antes da reexposicdo preveniu o efeito
do distrator de diminuir a memoria de medo comparado com o grupo nimodipina sem
distrator (P=0,670) (Figura 5, pagina 45).

Esses resultados demonstram que o blogueio da desestabilizacdo, através do
antagonista dos canais de calcio dependentes de voltagem do tipo L, preveniu o efeito
do estimulo distrator, mostrando ser necessaria a desestabilizacdo da memdria para que

o estimulo distrator seja efetivo em reduzir a memdria de medo.
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Figura 5. O gréafico mostra a porcentagem de freezing durante a sessdo de reativagao e de teste, expressas
como +SEM. Injecdo de nimodipina subcutanea, 30 minutos antes da sesséo de reativacdo, ndo influencia
na sessdo de reativacdo, mas impede o efeito do distrator em diminuir o contetdo aversivo da memoria
durante o teste. O grafico mostra a porcentagem de freezing durante a sessdo de reativagdo e de teste,
expressas como +SEM. (a) diferenca significativa P < 0,05. Todas as outras compara¢Bes ndo foram
significativas. Vei= veiculo (N= 8); vei + dist = veiculo com distracdo (N=9); nimo = nimodipina (N= 8);
nimo + dist = nimodipina com distracdo (N= 8).
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5.2.4. A diminuicdo da memoria de medo, causada pelo estimulo distrator, é
dependente da desestabilizacdo da memoria mediada pelos receptores NMDA que
contém a subunidade GIuN2B

O hipocampo € uma das principais estruturas encefalicas envolvidas com a
reconsolidacdo de memorias espaciais de medo (Winocur et al., 2009). Estudos prévios
demonstraram que receptores NMDA contendo a subunidade GIUN2B sdo essenciais
para a desestabilizacdo da memoria (Ben et al.2006;Milton et al.2013). Sendo assim,
nos infundimos um antagonista seletivo da subunidade GIuN2B dos receptores NMDA,
o ifenprodil, bilateralmente na regido CA1 do hipocampo 15 minutos antes da sesséo de
reexposicdo. ANOVA de duas vias demonstrou durante a reexposicdo efeito principal
da distragdo (sob distracdo e sem distracdo) (F(.42= 6,565, P= 0,014); e interagdo
(distracdo x droga): (F42= 5,585, P= 0,023). Post-hoc de Tukey demonstrou que o
grupo veiculo reativado sob distracdo teve menores taxas de freezings quando
comparado com o grupo veiculo reativado sem estimulo distrator (P= 0,002) e nédo foi
encontrada diferenca entre os grupos tratados com ifenprodil (com e sem distrator) (P=
0,885) (Figura 6, pagina 47). Esses resultados demonstram que o distrator reduz a

memoria de medo durante a sessdo de reexposi¢ao apenas no grupo veiculo.

No teste, ANOVA de duas vias demonstrou efeito principal da distracdo (sob
distracdo e sem distragdo) (F(,42)= 5,653, P = 0,022) e interacdo (distracdo X droga)
(Faa2= 7,422, p = 0,009). Post-hoc de Tukey mostrou que o grupo sob distracdo
expressou menores niveis de freezing quando comparado ao grupo sem distracdo (P=
0,001); além disso, os grupos infundidos com ifenprodil antes da sessao de reexposicao
demonstraram respostas semelhantes de medo (P= 0,802) (Figura 6, pagina 47).

Esses resultados indicam que o efeito do estimulo distrator em reduzir as
respostas de medo é dependente da desestabilizacdo da memoria mediada por receptores
NMDA que contém a subunidade GIuUN2B, se essas subunidades sdo bloqueadas a
memoria ndo pode ser desestabilizada e, consequentemente, o estimulo distrator ndo é

efetivo em reduzir as respostas de medo.
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Figura 6. O grafico mostra a porcentagem de freezing durante a sessdo de reativacdo e de teste, expressas
como +SEM. Infusdo intrahipocampal de ifenprodil, 15 minutos antes da sessdo de reativacdo, ndo
influencia na sessdo de reativagdo, mas impede o efeito do distrator em diminuir o contetido aversivo da
memodria durante o teste. O grafico mostra a porcentagem de freezing durante a sessdo de reativacéo e de
teste, expressas como £SEM. (a) diferenca significativa P < 0,05. Todas as outras comparag6es ndo foram
significativas. Vei= veiculo (N=9); vei + dist = veiculo com distragdo (N= 13); ifen = ifenprodil (N= 12);
ifen + dist = ifenprodil com distracdo (N=12).

5.2.5. Uma maior ativacdo dos receptores NMDA néo facilita o efeito do estimulo

distrator

Sabendo que a desestabilizacdo da memdria pode ser facilitada pela entrada de
calcio, resolvemos avaliar se um agonista parcial dos receptores NMDA, a d-
cicloserina, poderia facilitar o efeito do estimulo distrator, fazendo com que o distrator
fosse efetivo em um periodo de tempo menor (3 min) daquele onde ele ndo havia sido
efetivo (5 min). Como mostrado nos experimentos anteriores, uma reativagdo de 3
minutos nao foi suficiente para que o estimulo distrator fosse efetivo em diminuir a
memoria de medo, associamos uma reativacao de 3 minutos com a administracéo prévia

de d-cicloserina, para verificar se assim o distrator seria efetivo.

Durante a sesséo de reativagao, teste t de Student mostrou que o grupo DCS
(d-cicloserina) reexposto com estimulo distrator teve as respostas de medo diminuidas
durante a sessdo de reexposicao (tue= 5,845; P< 0,001), porém essa diminuicdo ndo se
manteve no teste (tus)= 0,778; P= 0,448) (Figura 7, pagina 48).
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Esses resultados demonstram que uma reexposi¢dao de 3 minutos, mesmo com
administracdo de d-cicloserina, ndo é suficiente para reduzir as respostas de medo na

sessao de teste.
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Figura 7. Injecdo intraperitoneal de d-cicloserina, agonista parcial dos receptores NMDA, tornou o
distrator momentaneamente efetivo durante uma reexposicdo de 3 minutos, mas esse efeito ndo se
manteve no teste. O grafico mostra a porcentagem de freezing durante a sessdo de reativacdo e de teste,
expressas como +SEM. (a) diferenca significativa P < 0,05. Dcs= d-cicloserina, dcs + dist = d-cicloserina
com distragéo.

5.2.6. A distracdo também interfere com o processo de consolidacdo da memdria

Os mecanismos subjacentes a consolidacdo e reconsolidacdo da memoria séo
muito similares. Sendo assim, também foi avaliado se o estimulo distrator seria capaz de
prejudicar o processo de consolidacdo da memdria. Para isso os animais foram treinados
no CAC e durante o periodo de consolidacdo (12 ou 120 minutos apds o treino) foram

reexpostos no mesmo contexto sob distracdo ou sem distracgéo.

Quando os animais foram reexpostos 12 minutos ap6s o treino, o distrator foi
capaz de causar diminuicao da resposta de medo durante a sessdo de reexposicao (Teste
t de Student, tus)= 11,334; P < 0,001) e tambem durante a sessdo de teste (ta3)= 3,075;
P < 0,009) (Figura 8, pagina 49). Por outro lado, quando os animais foram reexpostos
120 minutos depois do treino apesar do estimulo distrator interferir durante a sesséo de
reexposicdo (Student t-test (tu3= 4,804; P < 0,001), esse efeito ndo se manteve na
sessdo de teste (3= 0,616; P = 0,549) (Figura 9, pagina 49).
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Esses resultados mostram que o estimulo distrator também é efetivo em

diminuir a consolidacdo da memodria quando apresentado num breve periodo apds o

treino (12 minutos).
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Figura 8. Efeito do estimulo distrator no periodo de consolidacdo da memoria aversiva contextual. Os
animais foram reexpostos 12 minutos apds o treino no mesmo contexto onde haviam sido treinados, um
grupo foi somente reexposto e outro reexposto com estimulo distrator (interferéncia). Durante a
reexposicao o grupo com estimulo distrator teve as respostas de medo diminuidas (P < 0,05.) e esse efeito
se manteve no teste. Grupo controle (N= 8) e grupo distrator (N=7) (P > 0,05).
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Figura 9. Efeito do estimulo distrator no periodo de consolidacdo da memoria aversiva contextual. Os
animais foram reexpostos 12 minutos ap6s o treino no mesmo contexto onde haviam sido treinados, um
grupo foi somente reexposto e outro reexposto com estimulo distrator (interferéncia). Durante a
reexposicao 0 grupo com estimulo distrator teve as respostas de medo diminuidas (P < 0,05.) contudo,
esse efeito se manteve no teste. Grupo controle (N= 8) e grupo distrator (N=7).
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6. DISCUSSAO

Com esse estudo observamos que um estimulo distrator apresentado durante a
reexposicdo ao contexto é capaz de diminuir a aversividade da memoria. A efetividade
do estimulo distrator foi observada com uma reexposi¢do de 5 minutos (Figura 2,
pagina 42), mas ndo com 3 (Figura 1, pagina 42) e 12 minutos (Figura 3, pagina 43). A
atenuacdo da memoria aversiva foi duradoura ja que os animais ndo demonstraram
retorno do medo em teste realizados até 20 dias apds o treino, 0 que sugere uma
modificacdo dependente do processo de desestabilizacdo-reconsolidacdo da memdria
(Figura 2). Também foi demonstrado que o estimulo distrator sé é efetivo se a memoria
for previamente desestabilizada. Quando a desestabilizacdo ndo ocorre, seja atraves da
reexposicdo a um contexto novo (Figura 4, pagina 44) ou através do bloqueio da
desestabilizacdo pela utilizacdo de farmacos (Figura 5 e 6, paginas 45 e 47), o estimulo
distrator ndo é efetivo em reduzir a aversividade da memdria. Além disso, o estimulo
distrator também se mostrou efetivo em prejudicar a consolidacdo de uma memdria de
medo (Figura 8 e 9, pagina 49).

Trabalhos anteriores tem demonstrado que a reexposicdo de um animal ao
contexto onde havia sido treinado, na auséncia do estimulo incondicionado, pode causar
ndo apenas a evocacdo, mas também a reativacdo / desestabilizacdo dessa memodria.
Aparentemente € essa pequena discrepancia (mis-match) entre a memoria original e o
episddio corrente que determina se vai ocorrer ou ndo uma reconsolidacdo com
modificacdo do traco mneménico. Quando as memorias se encontram no estado ativo
elas sdo suscetiveis a interferéncias tanto endoégenas (estado motivacional, sede, fome)
(Coccoz et al 2011; Delorenzi & Frenkel, 2005; Sierra et al., 2013) quanto exdgenas
(farmacos) (Gamache et al. 2012; Nader et al. 2000). Essas interferéncias podem tanto
enfraquecer quanto fortalecer o traco de memoria original, que depois sera
reconsolidado de uma maneira modificada / atualizada.

Nos primeiros experimentos realizados nesse estudo (Figuras 1, 2 e 3, paginas
42 e 43) foi demonstrado que a sessdo de reexposicdo de 5 minutos sob distragéo foi
capaz de diminuir a memoria de medo verificada no teste. Esses resultados sugerem que
o estimulo distrator foi capaz de causar modificagfes na memoria original através de um
processo de reconsolidagdo, de modo que essa memdria passou a ser duradouramente

Mmenos aversiva.
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Além disso, esses primeiros resultados demonstraram que a distragcdo durante a
sessdo de reexposicao é efetiva em diminuir as respostas de medo dentro de uma janela
temporal especifica, que vai de 5 minutos até algum tempo inferior a 12 minutos, sendo
que a janela temporal assemelha-se a uma curva em U invertido, onde tempos muito
curtos ndo sdo suficientes para causar a diminuicdo do medo, bem como tempos longos
também ndo sdo (Suzuki et al. 2008; Bustos 2009). Talvez, a exposi¢do de 3 minutos
néo seja longa o suficiente para que o animal modifique a associa¢do contexto-choque
previamente consolidada. Por outro lado, a reexposicdo de 12 minutos pode dar inicio a
formacdo de uma memoria de extingdo, o que poderia justificar a auséncia de efeito do
estimulo distrator, j& que dessa forma estaria sendo formada uma nova memoria (de

extingdo) e ndo estaria sendo modificada a memaria original.

Esse resultado pode ser relacionado com resultados clinicos onde ocorre a
atenuacdo de memdrias traumaticas através da utilizacdo de tarefas duais (dual-tasks),
nas quais se utilizam estimulos secundérios capazes de reduzir o medo associado a
determinadas memdrias; como se observam melhoras duradouras, pode-se sugerir que
terapias baseadas na realizacdo de tarefas duais (bem como, a terapia EMDR) estejam
modificando, possivelmente de forma permanente, memorias traumaticas através do
processo de reconsolidacdo da memoria. Bem como existem estudos mostrando que
novas tarefas interferem com a formacéo de memorias (Boccia et al. 2005).

A existéncia de determinadas condic@es limitantes especificas para que se dé o
processo de desestabilizagdo da memdria, foi demonstrada experimentalmente. Entre
condigdes limitantes importantes temos o tempo de reexposicao e as dicas contextuais.
O trabalho de Suzuki et al. (2004), por exemplo, demonstrou que diferentes tempos de
exposicdo sdo necessarios para desestabilizar memdrias de diferentes idades, sendo
memdarias mais antigas mais resistentes ao processo. Ja as dicas contextuais necessarias
para que ocorra o0 processo de desestabilizacdo-reconsolidacdo ou, por outro lado, de
formacdo de uma nova memdria de extin¢do, dependem do grau de similaridade entre o
contexto onde os animais foram treinados e onde serdo reativados. Besnard et al. (2012)
sugere que contextos com grande grau de similaridade podem ndo induzir o processo de
reconsolidagéo porque nenhuma informacdo nova precisa ser codificada; por outro lado,
um pequeno grau de similaridade pode ocasionar a formacgdo de um novo tragco de
memoria (com a consequente extingdo do traco original, neste caso), mas ndo

desestabilizar o tragco anteriormente formado; desta forma, somente uma grau de
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similaridade intermediario entre estes extremos seria capaz de induzir um real processo
de desestabilizacdo da memoria (Osan et al. 2011; Besnard 2012). Baseados nisso,
expusemos 0s animais a um contexto diferente daquele onde eles haviam sido treinados,
de modo que o grau de diferenca fosse suficientemente grande para que ndo causasse a
desestabilizacdo da memdria; fizemos isso para avaliar se o efeito do estimulo distrator
em diminuir a aversividade da memoria dependia das condig¢Ges de contorno — no caso a
exposi¢do ao mesmo contexto em que o aprendizado se deu. O experimento 4 (Figura 4,
pagina 44) mostrou que o distrator so € efetivo em diminuir a aversividade da memoria
no contexto adequado, sugerindo que depende da desestabilizacdo da memoria para
agregar-se ao traco. Isso corrobora resultados que demonstram a influéncia de farmacos
apenas em situagGes em que a memoria se encontra labil (Nader, 2000; Suzuki, 2004).

Diversos mecanismos moleculares sdo necessarios para iniciar a
desestabilizacdo das memdrias e fazer com que elas entrem no estado labil. Entre esses
mecanismos temos a entrada de célcio mediada pelos receptores NMDA que contém a
subunidade GIuN2B e os canais de célcio dependentes de voltagem do tipo L (L-
VGCC). O trabalho de Ben Mamou et al. (2006) demonstrou elegantemente que usando
um inibidor seletivo aos receptores NMDA que contém a subunidade GIuN2B
(ifenprodil) a desestabilizacdo da memoéria é bloqueada e, consequentemente, um
inibidor de sintese proteica infundido logo ap6s a sessdao de reexposi¢do ndo consegue
prejudicar o processo de reconsolidacdo dessa memoria. Da mesma forma, outros
trabalhos demonstraram que o bloqueio dos receptores L-VGCC impedem a
desestabilizacdo da memoria (De Oliveira Alvares et al. 2013; Suzuki et al. 2008). Os
receptores que permitem a entrada de célcio parecem ser importantes para que diversas
cascatas moleculares sejam desencadeadas dentro dos neurdnios, ja que o ion célcio
atua como segundo mensageiro. Por exemplo, o calcio ativa a proteina cinase
dependente de calcio calmodulina do tipo IlI, que atua induzindo a ativacdo e
translocacdo do proteassoma na densidade pds-sinaptica, sendo importante para a
degradacdo proteica, 0 que possivelmente esta envolvido com a desestabilizacdo da
memoria (Bingol et al. 2010; Lee et al. 2008; Kaang et al. 2009).

Nesse trabalho, administramos dois antagonistas, um seletivo aos receptores L-
VGCC — a nimodipina — e 0 outro ao receptor NMDA, mais propriamente aqueles que
contém a subunidade GIuN2B- o ifenprodil - para verificar os mecanismos moleculares
envolvidos nessa modificacdo de tragco de memoria com atenuacdo do medo sdo, de

fato, mediados pelo processo de reconsolidacdo. Tanto a injecdo sistémica de
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nimodipina (Figura 6, pagina 47), quanto a infusdo intrahipocampal de ifenprodil
(Figura 7, pagina 48), antes da sessdo de reexposi¢cdo impediram que o estimulo
distrator diminuisse a aversividade da memdria no teste.

Como pode-se observar na Figura 7 (pagina 48), durante a sessdo de
reexposicdo, o grupo infundido com ifenprodil sem distrator ndo diferiu do grupo
infundido com ifenprodil + distrator (que seria o resultado esperado), além disso o
grupo ifenprodil sem distrator demonstrou menos freezing do que o grupo veiculo sem
distrator. Como a infus@o do farmaco € antes da sessdo de reexposicao, isso pode ter
influenciado nas respostas de medo durante a sesséo de reexposicao, fazendo com que
0s animais desse grupo congelassem menos do que o esperado. Mas, pode-se observar
na mesma figura durante o teste, que o grupo ifenprodil sem distrator demonstrou altos
niveis de freezing, sendo igual ao grupo veiculo sem distrator. Esse experimento sera
refeito devido ao baixo freezing do grupo ifenprodil sem distrator durante a
reexposicao.

A d-cicloserina ¢ um farmaco comumente utilizado para facilitar a
desestabilizacdo da memoria; portanto, a exposi¢cdo de um animal por um tempo
insuficiente para causar desestabilizacdo da memoria pode ser facilitada pela
administracdo prévia de d-cicloserina. Ja sabiamos, por experimentos prévios, que uma
reexposicao de 3 minutos era suficiente para causar a desestabilizagdo da memdria. No
entanto, a reexposicdo de 3 minutos com distracdo ndo foi suficiente para causar
reducdo da aversividade da memoria. Por isso, resolvemos associar a d-cicloserina a
reativacdo de 3 minutos, para avaliar se assim o estimulo distrator seria efetivo. A
auséncia de efeito da d-cicloserina (Figura 7, pagina 48) em facilitar o efeito da
distracdo poderia ser explicada pelo fato de que a d-cicloserina so facilita o efeito em
memorias que ainda ndo foram desestabilizadas pelo protocolo experimental e, no nosso

caso, esse tempo de reexposicdo ja causa labilizacdo da memoria.

Sabendo-se que inibidores de sintese proteica, que atuam como uma
interferéncia quimica, sdo capazes de afetar tanto a consolidacdo quanto a
reconsolidacdo da memodria, perguntamo-nos se uma interferéncia comportamental
como a que temos (estimulo distrator) também seria capaz de prejudicar o processo de
consolidacdo. J& foi demonstrado que duas tarefas apendidas num periodo de tempo
muito proximo causam interferéncia retroativa mutua (Gordon 1977; Gordon & Spear

1973a; Gordon & Spear 1973b). Esse fendbmeno tambem ja foi muito observado em
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estudos com humanos, principalmente atraves da utilizacdo de listas de palavras.
Quando se aprende uma lista de palavras e, logo em seguida outra, a segunda interfere,
prejudicando a retencdo da primeira (interferéncia retroativa). Da mesma forma, a
estimulacdo elétrica transcraniana pode agir diminuindo a retencdo em humanos, bem
como memdrias procedurais podem interferir em memorias declarativas, e vice-versa
(Robertson 2012). Nesse estudo, demonstramos (Figura 5, pagina 45) que o estimulo
distrator, quando apresentado logo apds o treino (12 minutos), prejudica a consolidacéo
da memoria (Figura 8, pagina 49), agindo possivelmente como uma interferéncia; mas,
ndo interfere na consolidacdo da memoria quando apresentado 120 minutos apds o
treino (Figura 9, pagina 49).

A vantagem de um procedimento ndo-invasivo como o estimulo distrator é que,
ao contrario das interferéncias quimicas, hd menos risco de paraefeitos, menos
toxicidade, menos inducdo de tolerancia, entre outros, sugerindo que abordagens nédo
baseadas no uso de farmacos possam também ter um importante papel no tratamento de
memdrias traumaticas.

Apesar de ndo sabermos exatamente como o estimulo distrator age durante a
sessdo de reexposicdo, podemos sugerir que diminui a ansiedade / medo associado a
memoria original, possivelmente por dividir a atencdo, sendo observada uma redu¢do na
evocacdo do medo em um teste posterior. Um trabalho desenvolvido com humanos
suporta essa hipdtese; nesse estudo, quando a evocacdo de uma memdria foi realizada
com atencdo dividida, em um teste posterior, foi observado déficit de memdria
(Dudukovic et al. 2009).

Uma caracteristica observada com o estimulo distrator, diferente de outros
tratamentos que normalmente fazemos como infusdo de farmacos, é que essa distracao
efetivamente altera o tempo total de congelamento durante a sessao de reexposicao,
que € menor que o do controle; esse fendmeno também foi demonstrado quando a
reativacdo da memoria foi realizada na presenca de um estimulo apetitivo (chocolate)
(Haubrich et al., no prelo). A maioria dos outros tratamentos, quando séo realizados
depois da sessdo de reexposicdo / reativacdo, ou ainda antes dela, ndo mudam a
performance na sessao de reexposicao.

Acreditamos que o uso de estimulos distratores durante a reexposi¢cdo ao
contexto, isto €, quando supomos que a memoria se encontra instavel e pode ser
modificada de forma duradoura mediante o processo da reconsolidacdo, seja um bom

modelo animal para se investigar o efeito de interferéncias comportamentais sobre
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memorias patoldgicas. Em principio cremos ter reproduzido, em nosso modelo
experimental, as mesmas condi¢des de contorno que se ddo em uma sesséo de EMDR
com pacientes humanos realizada para fins terapéuticos, e nossos achados s&o
consistentes com os relatos clinicos que mostram a eficacia desta técnica cognitivo-
comportamental na reversdao de memdrias aversivas. Muito embora nosso modelo nédo
reproduza uma verdadeira situacdo de estresse pos-traumético — que envolveria
sintomas como evitacdo / aversao, hiperalerta e evocagdo intrusiva (este dltimo muito
dificil de reproduzir em modelos animais) (Ehlers & Clark 2000; Berger 2009) — esses
achados sugerem que 0 mecanismo subjacente de terapias como o0 EMDR seja o da
reconsolidacdo da memdria mediante distracdo do paciente durante um periodo de
memoria labilizada, fazendo com que a ansiedade associada a essa memoria seja
diminuida e, consequentemente, a memaria reconsolide com um carater aversivo menor,
e assim se manifeste nas evocagdes posteriores. Portanto, muito embora esses achados
ainda sejam de carater preliminar se o objetivo for esclarecer o mecanismo completo
por trds do EMDR, a possibilidade de que a reconsolidacdo seja este mecanismo abre
caminho solido para estudos mais profundos que, esperamos, revertam também em
beneficio da clinica de patologias tdo devastadoras como o TEPT.

Esse modelo animal é importante ndo apenas para se entender as bases
neurobioldgicas de um procedimento clinico relevante em um animal mais simples
(podendo futuramente contribuir até mesmo para melhorar a funcionalidade clinica da
terapia), mas também como ciéncia béasica, permitindo-nos compreender as dinamicas

bases neurobioldgicas da memoria.
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7. CONCLUSOES

7.1. A apresentacdo de um estimulo distrator durante a sessdo de reexposicao
de 5 minutos (mas, ndo de 3 ou 12 minutos) ao contexto do treino no Condicionamento
Aversivo Contextual foi capaz de reduzir a expressdo do medo em sessfes de teste
realizadas 2 e 15 dias mais tarde; uma vez que a interferéncia estava presente durante a
reexposicao, o tempo de congelamento nesta sessdo também diferiu significativamente

com relacdo ao grupo controle;

7.2. Quando os animais, durante a sessdo de reexposi¢do, Sd0 expostos a um
contexto diferente do original (do treino), o estimulo distrator ndo parece afetar a
performance dos animais no teste, ou seja, ndo é efetivo em reduzir o medo associado a
memoOria aversiva, supostamente por que a memdoria previamente consolidada nao

desestabiliza em um novo contexto;

7.3. Quando os animais, antes da sessdo de reexposicdo, recebem a infuséo
sistémica (i.p.) de um antagonista de canais de célcio dependentes de voltagem do tipo
L - a nimodipina — o efeito do estimulo distrator é blogueado e isso possivelmente

ocorre porque a memoria ndo foi desestabilizada;

7.4. Da mesma forma, quando os animais, antes da sessdo de reexposicao,
recebem a infusdo intrahipocampal de um antagonista seletivo para a subunidade
GIuN2B do receptor NMDA - o ifenprodil — o efeito do estimulo distrator em reduzir as
respostas de medo é bloqueado e isso possivelmente ocorre devido ao bloqueio da

desestabilizacdo da memoria.

7.5. O agonista parcial dos receptores NMDA, D-cicloserina, ndo foi capaz de

tornar o estimulo distrator eficaz durante uma reexposic¢ao de 3 minutos.

7.6. Logo apos o treino (no qual iniciou-se a consolidacdo da memodria
aversiva) o estimulo distrator foi efetivo em reduzir o medo associado a memdria se

essa reeexposicao se deu aos 12 minutos, mas ndo aos 120 minutos.



Tabela 1 — Resumo dos resultados encontrados

OBJETIVO FIGURA |RESULTADO

3.1.1. Padronizar, na tarefa de Figural |7.1. A apresentacdo de um estimulo

condicionamento aversivo ao Figura 2 |distrator durante a sesséo de

contexto (CAC), o tempo de Figura3 |reexposicdo de 5 minutos (mas, ndo de

reexposicao necessario (3, 5 ou 3 ou 12 minutos) ao contexto do

12 minutos) para que o estimulo treino no Condicionamento Aversivo

distrator seja efetivo em reduzir o Contextual foi capaz de reduzir a

medo associado ao contexto em expressao do medo em sessdes de

um teste sem a presenca desse teste realizadas 2 e 15 dias mais tarde;

estimulo; apds encontrar o(s) uma vez que a interferéncia estava

tempo(s) necessarios para que o presente durante a reexposicéo, o

estimulo distrator seja efetivo, tempo de congelamento nesta sessao

verificar se essa diminui¢do do também diferiu significativamente

medo se mantém em um reteste com relacdo ao grupo controle;

(15 dias ap0s o teste 1).

3.1.2. Avaliar se a Figura4 |7.2. Quando os animais, durante a

desestabilizacdo da memdria é sessao de reexposicao, Sdo expostos a

dependente do contexto, expondo um contexto diferente do original (do

0S animais a um contexto treino), o estimulo distrator ndo parece

diferente do original. afetar a performance dos animais no
teste, ou seja, ndo é efetivo em reduzir
0 medo associado a memdria aversiva,
supostamente por que a memdaria
previamente consolidada nao
desestabiliza em um novo contexto;

3.1.3. Verificar se a modificacdo |Figura5 |7.3. Quando os animais, antes da

na memoria original é sessao de reexposicédo, recebem a

dependente da desestabilizacdo infusdo sistémica (i.p.) de um

utilizando o bloqueador de canais antagonista de canais de célcio

de calcio dependentes de dependentes de voltagem do tipo L - a

voltagem do tipo L, nimodipina, nimodipina — o efeito do estimulo

injetada intraperitonialmente 30 distrator é blogueado e isso

minutos antes da reativagéo. possivelmente ocorre porque a
memoria ndo foi desestabilizada;

3.1.4. Avaliar se o hipocampo é |Figura6 |7.4. Quando os animais, antes da

necessario para que ocorra o sessao de reexposicdo, recebem a

processo de desestabilizacdo / infusdo intrahipocampal de um

reconsolidacdo, infundindo antagonista seletivo para a subunidade

localmente o bloqueador seletivo GIuN2B do receptor NMDA - o

da subunidade GIuN2B do ifenprodil — o efeito do estimulo

receptor NMDA, ifenprodil, 15 distrator em reduzir as respostas de

minutos antes da reativacdo da medo é bloqueado e isso

memodria; possivelmente ocorre devido ao
bloqueio da desestabilizacdo da
memoria.

3.1.5. Avaliar se um agonista Figura7 |7.5. O agonista parcial dos receptores
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parcial dos receptores NMDA,
D-cicloserina, poderia facilitar o
efeito do estimulo distrator em
uma sesséo de reexposi¢cao mais
curta (3 minutos).

NMDA, D-cicloserina, nao foi capaz
de tornar o estimulo distrator eficaz
durante uma reexposicéao de 3
minutos.

3.1.6. Avaliar se o estimulo
distrator é capaz de prejudicar a
consolidacdo de uma memoria
quando apresentado durante uma
sessao de reexposi¢cdo 12 ou 120
minutos apds a sessdo de treino.

Figura 8
Figura 9

7.6. Quando os animais foram
expostos a uma sessdo de reexposi¢do
no periodo de consolidacgdo da
memoria (12 minutos apds o treino) o
estimulo distrator foi efetivo em
reduzir o medo associado a memoria,
mas néo foi efetivo quando essa
sessao de reexposicao foi realizada
120 minutos apds o treino.
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