UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS

BACHARELADO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

HENRIQUE SCHAAN FERNANDES

AS CONDICOES LIMITANTES DO
DESCONDICIONAMENTO, UMA NOVA ABORDAGEM
PARA ELIMINAR MEMORIAS TRAUMATICAS

Porto Alegre

2018



HENRIQUE SCHAAN FERNANDES

AS CONDICOES LIMITANTES DO
DESCONDICIONAMENTO, UMA NOVA ABORDAGEM
PARA ELIMINAR MEMORIAS TRAUMATICAS

Trabalho de Concluséo de curso apresentado como
requisito parcial para obtencéo do titulo de Bacharel
em Ciéncias Biol6gicas na Universidade Federal do
Rio Grande do Sul.

Orientador: Lucas de Oliveira Alvares

Coorientador: Bruno Popik

Porto Alegre

2018



1. INTRODUCAO

A memoéria é o mecanismo através do qual as informacdes vindas do
ambiente sdo codificadas, armazenadas e evocadas pelo nosso sistema nervoso
central. A retencdo de informacédo possibilita que um individuo procure repetir
experiéncias positivas e evite as negativas, o que é essencial para a sobrevivéncia.
Memoérias aversivas sdo, portanto, importantissimas para que associemos uma

experiéncia perigosa a um contexto e possamos nos preservar futuramente.

Em contrapartida, memorias aversivas muito fortes podem causar transtornos
mentais, como o0 transtorno de estresse poOs-traumético (TEPT). Experiéncias
extremamente nocivas como assédio sexual, guerras, acidentes automobilisticos ou
assaltos podem criar memorias que alteram persistentemente os padrées
neurolégicos de um individuo. Estes padrdes podem permanecer alterados até muito
tempo apls o trauma e fazem a pessoa ser hipersensivel a quaisquer futuras

situacdes aversivas, reduzindo significativamente a qualidade de vida.

A neurociéncia ja criou diversas abordagens para estudar os diferentes tipos
de memoria. A grande maioria dos estudos é feita com animais, principalmente
roedores. H& protocolos que analisam memdrias sem significativa valéncia
emocional, como a memaria espacial; a localizacdo de objetos é uma tarefa comum

para este fim.

No inicio do século XX, Ivan Pavlov criou o que hoje é conhecido como
condicionamento classico, que nos permite avaliar memaorias associadas a emocdes
positivas ou negativas. Nele, um estimulo nocivo ou benéfico (estimulo
incondicionado ou unconditioned stimulus - US), como um choqgue ou uma
recompensa (comida), é associado a um estimulo neutro, como um contexto ou sinal
(estimulo condicionado ou conditioned stimulus - CS); ap06s o condicionamento,
guando o animal percebe o CS, se comporta como se fosse receber o US. No
estudo da memoria aversiva, dois protocolos de condicionamento se destacam como
mais eficazes: o condicionamento aversivo ao contexto (CAC) e o condicionamento

aversivo ao tom (CAT).

Com a utilizagdo dessas ferramentas, muitos avangos no conhecimento da

memoria aversiva foram obtidos nas dltimas décadas, e, consequentemente,



conceitos foram e s&o estabelecidos. Ndo obstante, para que sejam reduzidos ou
eliminados os exagerados efeitos que transtornos como o TEPT causam nos seres
humanos, se faz necessario entender como as memarias aversivas sdo formadas,

armazenadas, atualizadas e, se possivel, apagadas.

A consolidacdo é a progressiva estabilizacdo poés-aquisicdo da memoria de
longa duracéo (Dudai, 2004). Ela pode ser dividida em dois processos de diferentes
magnitudes: a consolidacao sinptica, que ocorre de minutos a poucas horas apos o
aprendizado, e a consolidacao sistémica, que leva muito mais tempo, e na qual
memorias inicialmente dependentes do hipocampo séo reorganizadas e podem se

tornar independentes do hipocampo.

Na consolidacao sinaptica, a informacao recebida causa o inicio de cascatas
intracelulares de transducéo de sinal, levando a modificacdo de proteinas sindpticas
e subsequentemente a alteracdo de excitabilidade sinaptica e da quantidade de
neurotransmissores liberados aos neurdnios-alvo. Essas mesmas cascatas também
podem ativas fatores de transcricdo, levando a modulacdo da expressao génica, o
que culmina em modificacdo de longo prazo de proteinas sinapticas e
remodelamento e crescimento sinpticos. A ativacao, expressédo e funcdo de certos
fatores de transcricdo € uma parte essencial da sequéncia de eventos, que ocorre
durante uma janela limitada de tempo durante e imediatamente ap0s o evento que
causa a formacdo da memoria. Essa janela de tempo corresponde a consolidacéo

sinaptica (Dudai, 2004).

A consolidagéo sistémica se refere ao processo de reorganizacdo em que
memoérias deixam de ser dependentes do hipocampo, onde foram inicialmente
codificadas, e sdo gradualmente levadas ao cértex para uma forma mais
permanente de armazenamento (Roediger et. al.,, 2007). A memoria é retida no
hipocampo até uma semana ap0s o aprendizado inicial, representando o estagio
hipocampo-dependente (Frankland e Bontempi, 2005). A partir dai, a memoria é
progressivamente transferida ao neocoOrtex, onde se torna permanentemente

armazenada (Dudai, 2004).

Para que uma memodria consolidada seja alterada, ela precisa ser evocada. A
evocacado de um traco mnemonico consolidado é um processo dinamico que pode

dar inicio a outros dois processos: reconsolidagéo e extingdo (Baldi 2015).
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A reconsolidacdo € o fendmeno que ocorre quando a evocacdo de uma
mem©aria previamente estavel a torna vulneravel a perturbacfes. Logo, a evocacgéo
traz a memoria de volta a um estado plastico (Lee, 2009), e requer um novo
processo de consolidacdo para ser preservada. A reconsolidacdo permite a
integracdo de nova informagéo ao traco original da memoaria, permitindo, portanto, a
atualizacdo da mesma, e também seu fortalecimento ou enfraquecimento (Alberini,
2005; Alberini e LeDoux, 2013).

A reconsolidacao difere da consolidacao inicial, por exemplo, no que tange as
janelas de tempo em que ocorrem, e as estruturas cerebrais e processos
moleculares envolvidos ndo sdo necessariamente os mesmos (Alberini, 2005;
Bucherelli et al., 2006; Tronson e Taylor, 2007).

Por outro lado, se, durante a evocacgdo, a reativacdo de uma memoria
aversiva ocorrer via uma mais longa reexposi¢do a um contexto semelhante ao do
aprendizado, se inicia o0 processo da extingdo, que resulta em progressiva reducao
na expressdao de medo (Baldi, 2015). Entretanto, a extincdo ndo modifica
diretamente a memoria original, mas sim cria uma nova memodria inibitéria que

compete com a original. Isso significa que a extingdo é um novo aprendizado.

O problema da extincdo € que fenbmenos como recuperacdo espontanea
(reaparicdo da extinta memoria aversiva com a passagem do tempo), renewal
(recuperacao da extinta memdria aversiva quando o individuo € exposto ao contexto
onde a memoria aversiva original foi formada) e reinstatement (reaparicdo de
mem©ria aversiva extinta apos exposi¢ao do individuo a estimulo semelhante ao que
causou a formacdo da memoéria aversiva original) demonstram que a memoria
original ndo se apaga, mas se mantém codificada no cérebro, apenas ndo sendo
expressa enquanto durar a memoéria de extincdo (Baldi e Bucherelli, 2010; Myers e
Davis, 2007; Quirk e Mueller, 2008).

A compreensao dos mecanismos de reconsolidacdo e extingdo tem, portanto,
grande importancia clinica para o tratamento de transtornos de ansiedade humanos,
como fobias especificas, sindrome do péanico e transtorno de estresse pos-

traumatico (Baldi, 2015). Dentre estes, destaca-se o ultimo.



O transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT) € um transtorno psiquiatrico
debilitante (Nawijn et al., 2015), e é um dos poucos transtornos mentais nos quais a
causa é facilmente identificavel (Kirkpatrick e Heller, 2014). O TEPT se manifesta
apos exposicdo a um evento traumatico e € caracterizado por uma desregulacdo do
sistema aversivo que é provavelmente causada por fraca inibicdo ou extingdo do
medo, generalizagcdo aumentada e/ou elevada consolidagcdo ou aquisicdo do medo.
Estes fendtipos podem ser modelados em animais utilizando condicionamento
aversivo, 0 que permite investigacdo da subjacente neurobiologia do medo

normativo e patologico (Bowers e Ressler, 2015).

Entender os mecanismos neurobiolégicos do TEPT é de vital importancia para
o desenvolvimento de biomarcadores e uma mais eficiente farmacoterapia para essa
desordem, e modelos animais se fazem necessarios para capturarmos a
complexidade das caracteristicas comportamentais da TEPT (Daskalakis et al.,
2013).

Nesse cenario, tratamentos envolvendo procedimentos de reconsolidacdo e
extincdo tém sido usados para reduzir a expressdao da memoéria de medo (Alberini,
2005; Monfils et al., 2009; Quirk et al., 2010; Schiller et al., 2010; Rao-Ruiz et al.,
2011; Parsons and Ressler, 2013; Todd et al., 2014). Entretanto, o retorno do medo
condicionado apds efetiva extincdo € um problema significativo no tratamento de
transtornos de ansiedade e TEPT (Drexler et al., 2015). Como o processo de
extincdo resulta numa nova memoaria que inevitavelmente acaba se enfraquecendo,
possibilitando o retorno da expressdo da memodria aversiva original, investigar o

fendmeno da reconsolidacéo se faz importante.

Até ha pouco tempo, os principais resultados eficientes em reduzir ou eliminar
mem©érias aversivas através da reconsolidagdo o fizeram através do uso de
farmacos que inibem a sintese proteica necessaria para a atualizacdo da memoria
(Nader et al.,, 2000; Parsons et al., 2006; Kindt et al.,, 2014). Entretanto, os

compostos utilizados nesses estudos sao toxicos para humanos (Schiller, 2011).

Além disso, existem parametros experimentais que podem inibir a ocorréncia
da reconsolidacdo: as boundary conditions (Wang et al., 2009). Dentre eles, sao os

mais evidentes a idade da memodria (quanto mais velha, mais resistente a

labilizagdo) e a intensidade do trauma (quanto mais forte, mais resistente a



labilizac&o). Isso configura um problema para possiveis tratamentos, porque € muito
comum que eles se iniciem muito tempo depois do evento traumatizante, o que

impossibilita grandes mudancas (Milekic e Alberini, 2002).

Contudo, recentemente foi criada e testada uma nova abordagem a
perturbacdo da reconsolidacdo, sem a utilizacdo de farmacos. Em estudo publicado
em 2009, Monfils e colaboradores tiveram a ideia de, apdés a inducdo da
reconsolidacdo (através de uma sessdo de evocacdo), realizar uma sessdo de
extingdo. Como o periodo de instabilidade ou de labilizacdo (a janela de
reconsolidacdo) persiste por algumas horas apds a evocacdo (Duvarci e Nader,
2004), hipotetiza-se que esse novo protocolo faz com que a memaria original seja

alterada.

Apés esse estudo inicial com ratos, um ano depois 0 mesmo grupo de
pesquisa (Schiller et al., 2010) obteve resultado semelhante em humanos,

eliminando a expressao de medo de memarias consolidadas até 1 ano antes.

Estudos posteriores, tentando replicar estes dados, encontraram resultados
semelhantes (Clem and Huganir, 2010; Oyarzun et al., 2012; Graff et al., 2014);
outros obtiveram resultados contraditorios ou pouco conclusivos (Chan et al., 2010;
Costanzi et al.,, 2011; Kindt and Soeter, 2013; Stafford et al., 2013; Luyten and
Beckers, 2017). Porém, ha a possibilidade de estes estudos terem sido conduzidos
desrespeitando as boundary conditions (forca e idade das memoarias; Suzuki et al.,
2008; Wang et al., 2009) anteriormente citadas, o que impossibilitaria uma

verdadeira interferéncia na reconsolidagao.

Nesse contexto, pesquisadores do nosso laboratério (Neurobiologia da
Memoéria, UFRGS) visaram desenvolver novas metodologias para, fazendo uso da
reconsolidacdo, atenuar ou eliminar memarias traumaticas sem o uso de farmacos.
Apo6s alguns testes, foi desenvolvido o protocolo de descondicionamento (ou, do

inglés, decontitioning-update).

O raciocinio que culminou na criagéo do protocolo de descondicionamento foi
0 seguinte: sabendo que, apés treinarmos um animal a associar um tom sonoro
especifico a um estimulo aversivo forte (choque), a simples reexposicdo do animal

ao mesmo tom faz com que a memoria entre em estado plastico mas retorne ao



estado estavel sem alteragcdo do medo, foi formulada a hipétese de que, durante a
sessdo de reexposicdo ao tom, o acréscimo da aplicacdo de um choque muito fraco
conseguisse efetivamente atualizar o traco, atenuando ou mesmo removendo O

componente aversivo daquela memoria.

Os resultados dos primeiros experimentos utilizando o protocolo de
descondicionamento foram bastante satisfatorios. Realizando treinos com choques
de 0,5mA (média intensidade) e 1mA (forte), sessbes de reativacdo acrescidas de
choques de 0,1mA (muito fraca) efetivamente reduziram a expressdo da memoria de
medo em teste posterior. Além disso, a expressao continuou reduzida ou nula nos
testes de renewal e de recuperacao espontanea, o que indica que essas memaorias
nao sofreram extingdo, mas, sim, reconsolidagdo, atualizando o trago original com a

informacgao nao aversiva.

Sendo assim, o préximo passo que se faz necessario € descobrir em quais
condicBes este protocolo funciona, em quais ele deixa de funcionar e por qué. Em

suma, o0 objetivo deste trabalho é definir as condi¢gdes limitantes (boundary

conditions) do protocolo de descondicionamento.

A hipétese deste trabalho é que os limites do descondicionamento sejam
governados pelo contraste entre as intensidades dos choques de treino e de
reativacao: um treino muito forte pode nao ser alterado por reativagées com choques
muito fracos, assim como um treino de intensidade ndo muito diferente da de
reativacdo. Resumindo, a distancia entre as magnitudes do treino e da reativacao

nao deve ser nem muito grande, nem muito pequena.
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RESUMO

Historicamente, os tratamentos para transtorno de estresse poés-traumatico
(TEPT) se baseiam em terapias de extincdo, que inibem a expressao da memoria
traumatica. A descoberta de que a evocacdo de tracos mnemdnicos pode
desestabilizar e atualiza-los através da reconsolidacdo abriu portas para o
desenvolvimento de novas abordagens. Inicialmente, porém, sO se conseguiu
eliminar essas memorias através do uso de farmacos como inibidores de sintese
proteica, toxicos para humanos. Alguns estudos recentes demonstraram avango
promissor na busca por métodos ndo nocivos de atualizagdo via reconsolidacéo,
como o protocolo de reactivation-extinction, embora tentativas de replica-los tenham
encontrado resultados contraditérios. Aqui, nés apresentamos uma nhova
abordagem, o descondicionamento, que possibilita a atualizacdo de uma memoaria
através da reexposicao do individuo a uma fraca representacdo do US que originou
o traco. Definimos também os limites até os quais este protocolo funciona, com base
no conceito do erro de predicdo, que determina que uma memdaria ja consolidada sé
sera desestabilizada se o individuo for exposto a um estimulo diferente, mas nao

muito, do estimulo que originou o traco.



1. INTRODUCAO

Os tratamentos para transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT)
comumente se utilizam de um dos dois fenbmenos que podem resultar da evocacéo
da memoria traumatica e consequentemente alterar sua expressao: a extingdo ou a
reconsolidacdo. A extincdo se trata de um novo aprendizado, induzido por uma
longa reexposicdo a um estimulo condicionado (contexto ou tom - conditioned
stimulus, CS) na auséncia do estimulo incondicionado (choque - unconditioned
stimulus, US), que inibe a expressdo da memoria original (Bouton et al. 2012).
Descrita mais recentemente, a reconsolidacdo consiste na inducdo da
desestabilizacdo do trago original da memoria ap6s breve reexposicao ao CS, o que
pode resultar em alteracdo tanto na sua forca quanto no seu contetudo (De Oliveira
Alvares et al., 2013).

Logo, enquanto a extingdo apenas altera temporariamente a expressao da
mem©ria traumética, a reconsolidacdo pode alterar persistentemente seu contetdo.
Porém, a maioria dos compostos conhecidos que bloqueiam a reconsolida¢do séo
toxicos para humanos (Haubrich e Nader, 2018). Portanto, a maioria dos
tratamentos para TEPT faz uso da extingcdo (Schiller 2010). Entretanto, existem
limites que os tornam insuficientes.

Uma memoéria atenuada pela extingdo pode voltar a ser expressa em trés
condi¢bes: renewal, quando o CS é apresentado em um contexto distinto ao da
extingdo (Effting e Kindt, 2007); reinstatement, quando o estimulo incondicionado
(unconditioned stimulus, US) original é apresentado de forma inesperada
(Westbrook et al., 2002); ou recuperagdo espontanea, quando uma quantidade
significativa de tempo passa apés a extincdo (Schiller et al., 2008). Portanto, a
atenuacao do medo decorrente de uma terapia de extingdo ndo é permanente.

Alguns estudos recentes visaram desenvolver métodos através dos quais
fosse possivel alterar o contetdo da memdria via reconsolidacdo sem o uso de
drogas (Monfils et al., 2009; Schiller et al.,, 2010). Tentativas de replicar estes
experimentos obtiveram resultados contraditérios (Clem e Huganir, 2010; Rao-Ruiz
et al.,, 2011; Constanzi et al., 2011; Kindt e Soeter, 2013). Neste cenario, 0
desenvolvimento de novas abordagens com esse objetivo se faz necessario.

Assim, foi desenvolvido, em nosso laboratério, o protocolo de
descondicionamento, no qual uma memdéria aversiva € atenuada através da

aplicacao, durante reativacédo, de um estimulo de mesma natureza (choque) do que



foi aplicado no treino, mas com intensidade muito baixa (trabalho em publicacdo).
Apds conseguirmos com sucesso eliminar com choques muito fracos (0,1mA) uma
memoria aversiva criada por um treino de intensidade média (0,5mA), visamos
estabelecer os limites até os quais o protocolo funciona.

Nossa hipbtese se baseou nos conceitos de erro de predicdo e das boundary
conditions da reconsolidacdo. Para que ocorra a desestabilizacdo da memoria,
precisa haver uma discrepancia entre o que o animal espera e o0 que ele de fato
experimenta; caso contrario, a memoria ndo é alterada (Rescorla e Wagner, 1972;
Sevenster et al., 2013). Além disso, quanto mais forte uma memaria, mais resistente
ela serd a interferéncias (Suzuki et al. 2008). Assim, supusemos que, tanto
aumentando quanto diminuindo a intensidade do choque dado no treino, sem alterar
o choque da reativacdo, chegariamos a um ponto em que o protocolo ja ndo seria
mais capaz de reduzir, com sucesso, a expressdo de medo por um longo periodo de

tempo.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (2 a 3 meses de idade) oriundos do
Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratorio (CREAL) do
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul e mantidos no biotério do Departamento de Biofisica. Os animais
foram alojados em caixas moradias com 4 ratos, com agua e comida ad libitum, a
temperatura ambiente entre 20°C-22°C e ciclo 12 horas claro/12 horas escuro.
Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com o guia nacional (Lei
Federal 11.794/2008) de cuidados com animais. O projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica da universidade e possui o nimero 34547.

2.2.Procedimentos comportamentais
Para avaliar a memoria aversiva dos animais, utilizamos o condicionamento
aversivo ao tom (CAT). Nele, sdo mensurados os niveis de freezing (quando o
animal permanece imovel, exceto pelos movimentos respiratérios). Para descartar

algum efeito de comportamento do tipo ansioso ou algum prejuizo locomotor,



utilizamos a tarefa de campo aberto. Todas as tarefas comportamentais foram
padronizadas no nosso laboratério.

2.2.1. Condicionamento Aversivo ao Tom

O aparato consiste em uma caixa automatizada (Insight) com dois contextos,
ambos com dimensfes 33 x 22 x 22cm (A x L x P); seu assoalho é composto por
uma grade de barras metalicas de 1mm de diametro cada e distantes 1cm uma das
outras. Nessa grade aplica-se a corrente elétrica com duracdo de 1s. As
caracteristicas dos tons sdo de 5 kHz com 75 dB com duracdo de 30s. Para o
condicionamento € feito o pareamento de cada tom com um choque (unconditioned
stimulus, US), enquanto nas sessdes de reativacdo, renewal, teste, recuperacéo
espontanea ou extingdo, sdo apresentados apenas o0s tons (conditioned stimulus,
CS).

No nosso protocolo, o treino € realizado no contexto A e consiste em 5
pareamentos de US+CS. As reativacfes iniciam 48h depois do treino no contexto B
e se dividem em 4 sessdes separadas por 24h de 3 pareamentos de US+CS no
grupo choque e 3 apresentacdes do CS no grupo sem choque. O teste é realizado
24h depois da ultima sesséo de reativacao no contexto B com a apresentacdo de 3
CS. No renewal, os animais voltam ao contexto A e sdo expostos a 3 CS. 20 dias
depois, os animais voltam a receber 3 CS no contexto B no teste de recuperacao

espontanea.

2.2.2. Campo Aberto

A atividade locomotora e o comportamento do tipo ansioso dos animais serao
verificados por meio da tarefa do campo aberto. O aparato consiste em uma arena
circular com diametro de 180cm cujo chdo é subdividido em 12 quadrados. Os
animais serdo colocados no aparato durante 5 minutos e sera contabilizado o
namero de cruzamentos entre setores e a distancia total percorrida pelo animal, para
assim avaliar o desempenho motor dos animais, além do tempo de permanéncia na

area central e periférica como medida de ansiedade.



3. RESULTADOS
3.1.0 descondicionamento reduz persistentemente a memadria aversiva
criada por um treino medio

Primeiramente, testamos a eficacia do protocolo padrdo em reduzir a
expressdo da memoria criada por um treino com estimulo aversivo de intensidade
média (fig. 1A). Todos os ratos foram treinados no contexto A com cinco
pareamentos de tom com choque (US) de 0,5mA. Quarenta e oito horas depois,
dividimos os ratos em trés grupos: um passou por quatro sessdes de reativacdo
(uma por dia) no contexto B com trés tons (CS) sem a aplicacdo de US (grupo sem
choque); outro passou por quatro sessdes de reativacdo, também no contexto B,
com trés CS pareados a US de 0,1mA (grupo choque); e o terceiro grupo (grupo
controle) ndo passou por sessdes de reativacdo, permanecendo na caixa durante o
periodo. Ja nas duas Ultimas sessGes de reativagdo, observamos reducdo no
freezing dos animais do grupo choque em relacdo ao grupo sem choque (fig. 1B).

Vinte e quatro horas depois da ultima reativacdo dos grupos choque e sem
choque, os trés grupos foram testados novamente no contexto B, expostos a trés
CS. A reducédo na expressdo do medo observada no grupo choque durante as
reativacdes se manteve, tanto em relagcdo ao grupo sem choque quanto ao grupo
controle (fig. 1C).

Para investigar se a reducdo na expressao de medo nao se devia a extincao
dessa memodria, caracterizada pela sua inibicdo temporaria, conduzimos mais dois
testes: renewal e recuperacdo espontanea. Se tivesse ocorrido extingdo, o freezing
dos animais do grupo choque voltaria a niveis altos nesses testes.

Vinte e quatro horas depois do teste no contexto B, os trés grupos foram
reexpostos ao contexto A (renewal — fig. 1A) com trés CS; e vinte dias depois do
renewal, foram reexpostos ao contexto B (recuperagédo espontanea) com trés CS. A
robusta reducdo no freezing do grupo choque observada nas reativacfes e no teste
se manteve tanto no renewal (fig. 1D) quanto na recuperacdo espontanea (fig. 1E).
O grupo sem choque também permaneceu imével significativamente menos que o
grupo controle durante o renewal, mas essa reducdo nao se manteve na
recuperacao espontanea.

Estes resultados sugerem que a robusta reducdo no freezing no grupo
choque, que persistiu durante os testes de renewal e recuperacdo espontanea, se

deve a uma atualizacdo do traco original da memoria de medo, em vez de sua



inibicdo pela criagdo da uma nova memoria. Sendo assim, o protocolo padrdo de
descondicionamento se mostrou muito eficaz. Os proximos experimentos tiveram

como objetivo estabelecer os limites até os quais ele funcionaria.
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Figura 1. O descondicionamento reduz persistentemente a memdéria aversiva criada
por um treino médio. (A) Representacdo esquematica do desenho experimental do
protocolo de descondicionamento. A porcentagem de freezing foi registrada nas sessdes de
(B) reativacdo (ANOVA de duas vias com medidas repetidas — interacdo F(3,33) =5.897, p =
0.002; tempo F(3,33) = 37.1 p < 0.0001; tratamento F(1,11) = 20.24 p = 0.0009; post hoc de
Bonferroni 3d p = 0.001 e 4d p < 0.0001), (C) teste (ANOVA de uma via; F(2,15) = 11.63, P
= 0.0009) (post hoc de Tukey; controle vs. choque P < 0.0001; controle vs. sem choque P =
1.16; choque vs. sem choque P = 0.001), (D) renewal (ANOVA de uma via; F(2,15) = 31.06,
P < 0.0001) (post hoc de Tukey; controle vs. choque P < 0.0001; controle vs. sem choque P
= 0.36; choque vs. sem choque P = 0.0001) e (E) recuperagéo espontanea (ANOVA de uma



via; F(2,15) = 21.68, P < 0.0001) (post hoc de Tukey; controle vs. choque P < 0.0001;
controle vs. sem choque P = 0.2; choque vs. sem choque P = 0.002).

3.2.0 descondicionamento ndo reduz a memoria aversiva criada por um
treino fraco

Os estudos sobre erro de predicdo sugerem gue uma evocacao causada por
estimulo muito semelhante ao que originou a memdria ndo a desestabiliza, assim
impossibilitando sua atualizagdo via reconsolidagdo. Nesse contexto, supusemos
que reduzindo a intensidade do US no treino, de 0,5mA a 0,3mA, talvez
tornassemos o protocolo ineficaz, pela maior semelhanca entre os estimulos do
treino (0,3mA) e das reativacbes (0,1mA) (fig. 2A). Neste e nos préximos
experimentos, as etapas restantes foram iguais as do protocolo padrdo (fig. 1A),
apenas se alterando a intensidade do US no treino.

N&o houve diferenca no freezing entre os grupos choque e sem choque em
nenhum dos testes (fig. 2). A reducdo no comportamento de medo de ambos o0s
grupos em relacdo ao controle no teste (fig. 2C) e do grupo choque em comparacao
ao controle no renewal (fig. 2D) poderia ser explicada pelo desenvolvimento de uma
memoria de extincdo durante as reativacdes. Estes resultados, aliados aos do nosso
primeiro experimento, sustentam a hip6tese de que estimulos de treino e reativacdes
muito proximos em intensidade ndo resultam na desestabilizacdo do traco da
memoria.

3.3.0 descondicionamento reduz persistentemente a memaoria aversiva
criada por um treino forte

Para testar a eficacia do protocolo de descondicionamento em reduzir
memorias traumaticas mais fortes, aumentamos a intensidade do US no treino para
1mA (fig. 3A). Assim como no protocolo padréo (fig. 1B-E), o freezing no grupo
choque estava significativamente reduzido nas ultimas duas reativagoes (fig. 3B) e
no teste (fig. 3C) e assim se manteve no renewal (fig. 3D) e na recuperacao
espontanea (fig. 3E). O grupo sem choque apresentou reducdo no freezing em
relacdo ao grupo controle no teste (fig. 3C), mas isso ndo se manteve no renewal
(fig. 3D) nem na recuperacdo espontanea (fig, 3E), 0 que sugere que essa memaoria

sofreu extingao.
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Figura 2. O descondicionamento ndo reduz a memoria aversiva criada por um treino
fraco. (A) Representagcdo esquematica do desenho experimental do protocolo. A
porcentagem de freezing foi registrada nas sessfes de (B) reativacdo (ANOVA de duas vias
para medidas repetidas — interacdo F(3,27) = 0.7222, p = 0.55; tempo F(3,27) = 7.782 p =
0.0007; tratamento F(1,9) = 0.001420 p = 0.97), (C) teste (ANOVA de uma via; F(2,34) =
7.967, P = 0.001) (post hoc de Tukey; controle vs. choque P = 0.001; controle vs. sem
choque P = 0.038; choque vs. sem choque P = 0.39), (D) renewal (ANOVA de uma via;
F(2,34) = 8.757, P = 0.0009) (post hoc de Tukey; controle vs choque P = 0.0006; controle vs
sem choque P = 0.057; choque vs sem choque P = 0.2) e (E) recuperacdo espontanea
(ANOVA de uma via; F(2,34) = 2.585, P = 0.09) (post hoc de Tukey; controle vs choque P =
0.07; controle vs sem choque P = 0.49; choque vs sem choque P = 0.5).
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Figura 3. O descondicionamento reduz persistentemente a memaria aversiva criada
por um treino forte. (A) Representacdo esquematica do desenho experimental do
protocolo. A porcentagem de freezing foi registrada nas sessdes de (B) reativacdo (ANOVA
de duas vias para medidas repetidas — interacdo F(3,36) = 7.596, P = 0.0005; tempo F(3,36)
= 27.23, P < 0.0001; tratamento F(1,12) = 4.304, P = 0.06; post hoc de Bonferroni 3d P =
0.003 e 4d P = 0.015), (C) teste (ANOVA de uma via; F(2,17) = 27.83, P < 0.0001) (post hoc
de Tukey; controle vs choque P < 0.0001; controle vs sem choque P = 0.004; choque vs sem
choque P = 0.004), (D) renewal (ANOVA de uma via; F(2,17) = 10.24, P = 0.0012) (post hoc
de Tukey; controle vs choque P = 0.002; controle vs sem choque P = 0.87; choque vs sem
choque P = 0.004) e (E) recuperacéo espontanea (ANOVA de uma via; F(2,17) = 11.62, P =
0.0007) (post hoc de Tukey; controle vs sem choque P = 0.001; controle vs sem choque P =
0.8; choque vs sem choque P = 0.003).



3.4.0 descondicionamento ndo reduz a memoria aversiva criada por um
treino muito forte

Por ultimo, testamos o descondicionamento em uma memaoria muito forte. O
descondicionamento nado foi capaz de reduzir uma memoria criada por treino de 2mA
(fig. 1A-E); isso provavelmente se deve a grande discrepancia entre as intensidades
dos US do treino e das reativacdes, um erro de predicdo grande demais para que a
memoria seja desestabilizada.

Novamente, assim como no experimento com treino forte (fig. 3C), o grupo
sem choque apresentou reducéo no freezing em relacdo ao grupo controle no teste
(fig. 4C), mas essa reducdo ndo se manteve no renewal (fig. 4D) nem na
recuperacdo espontanea (fig. 4E); mais uma vez, esta memoéria pode ter passado

pelo processo de extingao.

4. DISCUSSAO

O desenvolvimento de terapias para patologias psiquiatricas como TEPT,
fobias e depressao encontrou novo rumo com a relativamente recente visdo de que
tracos mnemaonicos ja consolidados ndo sdo permanentes; a antiga nocédo de que a
memoria era estocada de forma fixa até quando persistisse (McGaugh, 1966) foi
atualizada com as descobertas de que a evocacdo € na verdade um processo ativo
e pode desencadear alteracdes nesse traco, num processo entdo denominado
reconsolidacao (Lee, 2009; Nader et al., 2000).

Os primeiros trabalhos envolvendo reconsolidacdo focaram em interromper o
processo natural de reestruturacdo molecular catalisado pela evocacgéo através do
uso de farmacos como inibidores de sintese proteica e antagonistas de receptores
NMDA. Embora muito eficientes em eliminar memaorias trauméaticas em roedores, tais
drogas tém seu uso limitado em humanos, por serem téxicas e necessitarem de
procedimentos invasivos como infusdes intracraniais. Estudos recentes apresentam
o propranolol, um bloqueador beta-adrenérgico utilizado como anti-hipertensivo,
como um potencial candidato menos nocivo para tratar o TEPT (Soeter e Kindt,
2012; Brunet et al., 2014); entretanto, ainda ndo é consenso se essa droga afeta a
reconsolidacdo ou a extin¢ao (Pitman et al., 2002; Giustino et al., 2017).
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Figura 4. O descondicionamento ndo reduz a memdéria aversiva criada por um treino
muito forte. (A) Representacdo esquematica do desenho experimental do protocolo. A
porcentagem de freezing foi registrada nas sessfes de (B) reativacdo (ANOVA de duas vias
para medidas repetidas — interagdo F(3,36) = 0.3720, P = 0.77; tempo F(3,36) = 9.980, P <
0.0001; tratamento F(1,12) = 0.00061, P = 0.98), (C) teste (ANOVA de uma via; F(2,17) =
7.077, P = 0.0058) (post hoc de Tukey; controle vs choque P = 0.1; controle vs sem choque
P = 0.004; choque vs sem choque P = 0.24), (D) renewal (ANOVA de uma via; F(2,17) =
3.208, P = 0.06) e (E) recuperagdo espontanea (ANOVA de uma via; F(2,17) = 5.935, P =
0.01) (post hoc de Tukey; controle vs choque P = 0.1; controle vs sem choque P = 0.008;
choque vs sem choque P = 0.4).

Em 2009, foi publicado o primeiro trabalho em que memoarias aversivas eram
persistentemente atenuadas sem o uso de farmacos. Monfils e colaboradores
desenvolveram o procedimento entdo chamado de reactivation-extinction, onde a

longa reexposicéo ao CS caracteristica da extingdo é conduzida dentro da janela de



reconsolidacdo, 1h depois da evocagéao por uma breve reexposicao de 3min ao CS.
O fato de os animais nao expressarem medo nos testes de renewal, reinstatement e
recuperacao espontanea suportam a hipotese de que o traco original foi atualizado
com a informacdo de seguranca do protocolo de extincdo. O experimento foi
replicado com sucesso por varios autores, inclusive em humanos (Clem e Huganir,
2010; Rao-Ruiz et al., 2011; Schiller et al., 2010); entretanto, outros nao obtiveram
resultados convincentes (Constanzi et al., 2011; Kindt e Soeter, 2013). Estes
achados contraditérios provavelmente se devem as condi¢fes limitantes (boundary
conditions) da reconsolidacdo, que ditam que o processo da desestabilizacdo de
uma memoria depende da sua forca e idade (Suzuki et al. 2008; Wang et al., 2009).

Aqui, nés utilizamos uma nova abordagem: o descondicionamento. Ao
conduzirmos as reativacfes com o auxilio de um US muito fraco, em vez de apenas
o CS, conseguimos eliminar persistentemente a memoéria aversiva criada por treinos
de intensidade média (fig. 1) e forte (fig. 3). Nés supomos que a reexposicdo ao US
altere as boundary conditions, de forma que mesmo uma memdria forte e recente
possa assim ser desestabilizada e atualizada com uma nova informacdo de
seguranca. Os baixissimos indices de freezing nos testes de renewal e recuperacéo
espontanea (fig. 1D-E; fig. 3D-E) sustentam essa hipotese.

Uma premissa basica da reconsolidacdo € o erro de predicdo. Para que a
evocacdo de uma memoéria a desestabilize, uma incompatibilidade entre o que é
esperado baseado em experiéncias anteriores e 0 que realmente acontece é
necessaria (Rescorla e Wagner, 1972); ou seja, a reconsolidacdo s6 ocorre quando
h& possibilidade de um novo aprendizado durante a reativacdo (Sevenster et al.,
2013). Esse fendbmeno pode explicar por que o descondicionamento ndo foi capaz
de atenuar uma memoaria fraca (fig. 2) e uma muito forte (fig. 4): no primeiro caso, os
US do treino e das reativacdes séo parecidos demais; no segundo, muito distintos.

Nossos resultados demonstram a eficacia do  protocolo de
descondicionamento para atenuacdo de memoérias aversivas de diferentes
intensidades. Investigar os possiveis mecanismos moleculares através dos quais o
descondicionamento age € um dos proximos passos necessarios para que ele possa
ser mais bem entendido e aplicado, de forma que seja no futuro utilizado para o

desenvolvimento de novas terapias.
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