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RESUMO

Experiéncias ou eventos com contetido emocional facilitam a consolidacdo de memdrias, assim
COmo sua evocagao posterior, mas aquelas associadas com eventos estressantes ou com uma
carga emocional negativa podem desencadear transtornos emocionais trazendo lembrancas
negativas que podem se tornar persistentes e em alguns casos levam a formacéo de transtornos
de estresse pos traumatico ou fobias. Os principais tratamentos psicoldgicos se baseiam na terapia
de exposicdo, levando a formacdo da memdria de extincdo tornando a memdria original
susceptivel de retornar. Alternativamente, as propriedades dinamicas da memdria permitem sua
atualizacdo, ap0s sua evocacdo elas podem entrar num estado labil susceptivel de intervencfes
uma janela de tempo que permite modificar seu trago através da incorporacdo de um novo estado
emocional ou informacgdo durante sua reativagdo, processo conhecido como reconsolidagéo.
Através da reconsolidacdo uma memdria pode incorporar uma valéncia emocional menos
aversiva e atenuar a expressdo de medo proporcionando novos alvos de intervencéo para terapias
psicoldgicas. Pesquisas feitas pelo nosso grupo mostraram que a utilizacdo de um estimulo de
valénciagratificante, durante a reativacdo de memdrias aversivas levaram a sua atenuacéo, esses
resultados orientaram o desenvolvimento dessas teses, tendo como objectivo a incorporagédo de
um estado menos aversivo durante a sua reativacao para levar a atenuagdo emocional da memoria.
Aqui foram utilizados ratos Wistaradultos, machos e fémeas treinados ao condicionamento
aversivo ao contexto; a memoria de medo foi reativada posteriormente usando diferentes tempos
de exposicdo ao contexto com a administracdo de metilfenidato (i.p.), durante o ciclo escuro, com
a incorporagdo de uma fémea,ou com a infusédo de ocitocina no hipocampo. No dia seguinte, a
memoria foi testada para avaliarqualquer mudanca na expressao de congelamento. No capitulo I,
MFD foi usado na dose de 3 e 10 mg/kg pré ou pos-reativacao (i.p.), administracdo pre-reativacéo
apos trés sessdes levaram aatenuacdo da memoria de medo em ambos grupos droga. Enquanto
numa sessao de extingdo, gerou um prejuizo na memoria de extincdo. Controles posteriores
demonstraram que MFD em ambas doses teve efeito de preferéncia contextual e aumento da
atividade locomotora na dose de10 mg/kg. No capitulo 11, ratos foram treinados ao CAC no ciclo
claro, foi avaliado o efeito do ciclo circadiano na reativacdo da memoria (ciclo claro ou escuro).
Sucessivas reativacoes no ciclo escuro demonstraram ter um efeito na atenuacdo da memoria
comparado com o grupo reativado no ciclo claro, quando ambos os grupos foram testados no ciclo
claro. Este efeito foi bloqueadoquando um inibidor de glicocorticoides foi administrado (i.p.)
antes de cada reativacdo no ciclo escuro. Diferencas ndo foram encontradas na memaria de
extincdo. No capitulo 111. Ratos passaram pelo condicionamento aversivo ao contexto, dois dias
ap0os a memaria de medo foi reativa com uma exposicao ao contexto de 12 min, 3 minutos iniciais
foram registrados e depoisuma fémea (familiar, com sessdo de interacdo prévia, familiar de um
dia para outro/overnight, ou ndo familiar) foi apresentada no contexto pelos préximos 9 minutos.
Na sessdo de teste 0s grupos expostos durante a reativacdo com uma fémea familiar, mostram
uma atenuacdo do congelamento, sem retorno da memoria em testes posteriores. O uso de
antagonista de dopaminae ocitocina no hipocampo antes da reativacao bloqueia este efeito na
atenuacdo da memoria. Nocapitulo 1V, a infusdo de OT no hipocampo prejudicou a consolidacéo
da memoria de medo emmachos, mas ndo em fémeas; sua administragdo ap6s uma sesséo de
reativacdo de 12 minutos atenuou a expressdao da memdria em uma sessdo de teste posterior.
Nossos resultados em conjunto contribuem para ao entendimento da reconsolidagdo da memoria
através de intervencdes baseadas no contracondicionamento, assim, nossos achados abrem novas
vias para 0 uso de novos tratamentos para atenuacdo de memorias de medo em humanos.



ABSTRACT

Experiences or events with emotional content facilitate the consolidation of memories, as well as
their subsequent recall, but those associated with stressful events or with a negative emotional
charge can trigger emotional disorders by bringing back negative memories, that can become
persistent and trigger the formation of post-traumatic stress disorders or phobias. The main
psychological treatments are based on exposure therapy, forming an extinction memory, making
the original memory likely to return. Alternatively, the dynamic properties of memories allow
them to be updated, so that after their recall they can enter into a stable state, and a window of
time allows them to be modified through the incorporation of new emotional states or information
during their reactivation, a process known as reconsolidation. Through reconsolidation, a
memory can incorporate a less aversive emotional valence and attenuate the expression of fear,
which provides new intervention targets for psychological therapies. Research in our group has
shown that the use of a rewarding valence stimulus during the reactivation of aversive memories
led to its attenuation, these results guided the development of this thesis, aiming to incorporate a
less aversive state during its reactivation to lead to emotional attenuation of the memory. Here,
adult male and female Wistar rats trained to context aversive conditioning were used; fear
memory was subsequently reactivated using different context exposure times with
methylphenidate (i.p.) administration, during the dark cycle, with the incorporation of a female,
or with oxytocin infusion into the hippocampus. The next day, memory was tested to assess any
changes in freezing expression. In chapter I, MFD was used at a dose of 3 and 10 mg/kg pre- or
post- reactivation (i.p.), and pre-reactivation administration after three sessions led to an
attenuation of fearmemory in both drug groups. While in an extinction session, it generated an
impairment of extinction memory. Later controls showed that MFD in both doses had contextual
preference effect and increased locomotor activity at the dose of 10 mg/kg. In chapter I, rats
were trained to CAC in the light cycle, and the effect of the circadian cycle on memory
reactivation (light or dark cycle) was evaluated. Successive reactivations in the dark cycle
showed an effect on memory attenuation compared to the group reactivated in the light cycle,
when both groups were testedin the light cycle. This effect was blocked when a glucocorticoid
inhibitor was administered (i.p.)before each dark cycle reactivation. No differences were found in
extinction memory. In Chapter

I11. Rats subjected to context aversive conditioning, two days later fear memory was reactivated
with a 12-min exposure to the context, initial 3 min were recorded and then a female (familiar,
with previous interaction session, familiar overnight, or unfamiliar) was presented in the context
for the next 9 min. In the test session the groups exposed during reactivation with a familiar
female show an attenuation of freezing, with no return of memory recall in later tests. The use of
dopamine and oxytocin antagonist in the hippocampus before reactivation blocks this effect on
memory attenuation. In Chapter IV, OT infusion into the hippocampus impaired fear memory
consolidation in males but not in females; its administration after a 12-min reactivation session
attenuated memory expression in a later test session. Our results together contribute to the
understanding of memory reconsolidation by counterconditioning-based interventions, thus, our
findings open new avenues for the use of novel treatments for attenuating fear memories in
humans.
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1. INTRODUCAO

Meméria e aprendizado sdo processos interligados, compreendem a base para a escolha

das nossas decisdes e sdo importantes para nossa sobrevivéncia. Na figura seguinte é possivel

observar as fases que compreendem a formagdo da memoria e seus destinos apos sua evocagao,

referido em especifico para o aprendizado associativo, o alvo desta tese: quando uma nova

informag&o é adquirida, mecanismos celulares e moleculares levam a sua consolidagdo, e uma

vez consolidada ela pode ser reativada posteriormente (de Oliveira Alvares & Do-Monte, 2021):
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Figura 1. Esquema dos destinos da memdria ap0s sua reativacao.
Adaptacéo de: Oliveira Alvares & Do-Monte (2021)

O mecanismo para a formagdo de uma memoria e sua consolidagdo, refere-se ao processo

pelo qual uma meméria provisoria e labil é transformada em um conteddo mais estavel e

duradoura (Squire, 2015). Para uma revisdo mais aprofundada, ver Quillfeldt (2019) e Katche et

al., (2013). O primeiro processo compreende a consolidagdo sinaptica (formacdo da memoria de



curto prazo) que envolve alteracbes de proteinas pré-existentes, recrutamento de neurdnios e suas
ligacOes; este processo pode durar minutos ou horas. Depois, este processo continua atraves da
consolidacdo sistemica e do recrutamento de nova sintese proteica (memoria de longo prazo);
consiste na reorganizacdo gradualdo traco explicito da memdria acompanhado de mudangas
graduais, onde a memoria vai se tornando menos dependente do hipocampo, incrementando sua
complexidade, distribuicdo, e conectividade até regides do neocdrtex, processo que pode levar de
horas até semanas (Quillfeldt,2019; Dudai, 1996).

Durante sua evocacdo a memoria pode tomar diferentes vias, gerando mudancas na sua
constituicdo ou engrama. Assim, em resposta ao tempo de exposicdo ao contexto ou estimulo
previamente condicionado a memdria pode ser reconsolidada, por sessfes curtas; ou substituida
por uma memoria de extin¢do, produto de uma longa apresentacdo do estimulo condicionado.
Por outro lado, se a memoria apresenta um déficit na sua reativacdo ou informacéo teria sido
esquecida, poderia ser consequéncia dos mecanismos de esquecimento. Ele atua como espécie de
filtro para removerinformacdes desnecessarias, detalhes seriam perdidos como resultados de um
decaimento ativo ou por interferéncia de nova informagéo (Oliveira Alvares, & Do-Monte, 2021).

O processo de reconsolidacéo € guiado através dos mecanismos de desestabilizacéo e re-
estabilizacdo da memoria, produto da leve discrepancia entre o estimulo apresentado e o esperado
(erro de predicdo). Sendo nessa fase quando a memoria e susceptivel a intervengdo, assim a
incorporacdo de uma nova informacdo ou novo estado emocional podem levar ao seu
fortalecimento, enfraquecimento ou modificagdo (Monfis et al., 2009).

Enguanto a memoria de extin¢do € produto de um maior tempo de exposicao ao contexto,
gera um maior erro de predicdo que formam a base para a criacdo de um novo aprendizado que
se torna dependente do contexto, assim sua formacéo constitui a base de um novo aprendizado

que inibe a memoria aprendida originalmente, e em alguns casos podendo retornar com o tempo.



1.1. MEMORIAS TRAUMATICAS E INTERVENCOES PARA SUA ATENUACAO

Ao longo da nossa vida, é possivel estarmos expostos a experiéncias de conteido
emocional intenso, levando a consolidacdo de memdrias emocionais. Embora elas sejam
importantes para nossa sobrevivéncia, elas podem se tornar recorrentes, como um evento
traumatico, por exemplo. Porém, essas experiéncias de conteido emocional negativo podem se
tornar persistentes e retornar através da recuperacdo espontanea. Consequentemente, levando a
aparicdo de sintomas de transtornos emocionais, como fobias, ansiedade, depressdo ou,
sinergicamente, o transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT). Eles sdo caracterizados no
DSM-5 por um individuo que revive a experiéncia traumatica, causando um impacto significativo
na vida dos que sofrem desses transtornos (Levin et al., 2014).

Nas ultimas décadas o TEPT tem se tornado alvo de intervencdes terapéuticas,
especialmente através das terapias de exposicdo onde o sujeito € exposto em um ambiente seguro
para evocar novamente a experiéncia traumatica na presenca do estimulo aversivo. Comodescrito
anteriormente, esta categoria de intervencédo leva a formacéo da memoria de extingdo. Embora
aconteca a inibicdo da expressdo do medo, a memoria inicial pode retornar por varias vias, como
exemplificado na figura 2.

Na figura 2 é possivel observar as fases da memoria de extincdo e as vias pelas quais a
memoria original pode retornar. O processo de aquisicdo acontece quando dois estimulos sdo
pareados (som e chogue com o carro) e geram uma resposta condicionada (aumento do medo).
Visto que a memoria é consolidada, ela pode ser reativada atraves das terapias de exposicao
(ambiente seguro), e durante esse treinamento a resposta de medo vai diminuir e a meméria de
extincdo vai se formar. Como mencionado anteriormente, a memaria original pode retornar,
através da apresentacdo do estimulo condicionado (som), e/ou temporalmente por recuperacao
espontanea, e pela re-exposicao ao contexto.

Nesse sentido, os alvos de intervencdo na memaria de extingdo buscam compreender 0s
mecanismos para conseguir generalizar essa memoria, tornando-a menos dependente do contexto

ou fortalecendo sua formacao.
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Figura 2. Formacao da memoria de extincao e retorno da memoria original
Adaptacéo de: Singewald & Holmes (2019).

Outro mecanismo pelo qual as memarias podem se tornar suscetivel de intervencdo sdo
as terapias baseadas nos mecanismos da reconsolidacdo ou atualizacdo. Foi conhecido que
quando uma memoria é reativada passa por um estado de enfraquecimento onde é desestabilizada
e reestabilizada novamente, um processo dependente das sinteses de proteina (Nader et al., 2000;
Lee, et al., 2006).

Assim, aproveitando o estado labil da memdria durante sua evocacdo, onde ela se torna
suscetivel a intervencdes, uma nova informacéo ou estado emocional pode ser incorporado. Um
dos mecanismos que a diferenciam da memoria de extingdo € que a intervengdo é dirigida a
memoria original ou ao engrama que a suporta. (Nader & Einarsson, 2010).

Nesse sentido, as intervengdes na janela de reconsolidagéo tem aberto possibilidades para



mudar tanto o contetdo da memdria quanto sua valéncia emocional. Porém, existem condicfes
limitantes para algumas categorias de memérias, aquelas de intensidade muito forte ou antigas,
tornando seu traco dificil de labilizar e ser suscetivel de intervengdes (De Oliveira Alvares & Do-
Monte, 2021; Raio & Phelps, 2015).

Por outro lado, na teoria que sustenta a reconsolidacdo, encontra-se também as
intervencdes baseadas no contra-condicionamento (Keller et al., 2020). Elas se caracterizam pela
apresentacdo de um estimulo de valéncia gratificante durante a reativagdo de memarias aversivas,
com o propdsito de criar uma associacdo, facilitando a incorporacdo de um estado emocional
menos aversivo no traco original da memoria, diminuindo sua valéncia negativa através da

atualizacdo da memoria.

extingdo padrao
/exposigéo
experiéncia emocional
negativa

algum tempo w i I

apds o

' tratamento

contracondicionamento
apetitoso *

Figura 3. Formacdo da memdria de extincdo e retorno da memoria original
Adaptacéo de: Keller et al. (2020)

Como se observa na figura 3, uma experiéncia emocional negativa (mordida de um

cachorro) gera uma memoria aversiva que pode passar por uma terapia de extingdo classica ou
pela apresentacdo de um estimulo de valéncia positiva (estado emocional gratificante), depois de
um tempo, quando o estimulo condicionado (aversivo) é apresentado é possivel observar que na
terapia de extincdo a memdria original retorna engquanto na exposicdo com o contra-
condicionamento ela pode ser lembrada com uma valéncia menos aversiva.

Nos proximos capitulos, serdo apresentadas diversas intervencfes que facilitam a

atenuacdo da expressdo do medo e que possibilitam seu uso para a atualizacdo de memorias.



1.2. INTERVENCOES COM PSICOESTIMULANTES: USO DO METILFENIDATO NA
ATENUACAO DE MEMORIAS AVERSIVAS

O uso de psicoestimulantes, tais como metilfenidato (MFD) e algumas classes de
anfetaminas, tém sido prescrito principalmente no tratamento do transtorno do déficit de atencéao
e hiperatividade (TDAH) pelos seus efeitos na melhora das fung¢des cognitivas (Spencer et al.,
2012), e na modulagdo das respostas emocionais, tornando-o alvo para o tratamento de outros
transtornos. O MFD tem sido usado para o tratamento de TEPT em conjunto com terapia assistida
(Houlihan, 2011), principalmente sua agdo psicoestimulante pode melhorar 0s sintomas
emocionais e cognitivos, e assim reduzir os sintomas associados ao TEPT. Entretanto, seu uso
durante um evento traumatico poderia ser prejudicial em alguns casos (Toledano & Gisquet-
Verrier, 2014), porque poderia exacerbar as respostas de medo, e assim favorecer a consolidacéo
de eventos traumaticos (Herbst, McCaslin, & Kalapatapu, 2017). Nessa linha, um droga com
efeitos psicoestimulantes tal como o 3,4- methylenedioxymethamphetamine (MDMA) tem sido
estudado na reducdo dos sintomas do TEPT, e ja se encontra em testes clinicos de fase 3, 0s
resultados s@o promissores para sua aprovacao pela Food and Drug Administration (FDA)
(Mitchell et al., 2021); isto poderia representar uma referéncia para a utilizacdo futura do MFD
no tratamento do TEPT.

Numa revisdo de Feduccia e Mithoefer (2018) encontram-se diversas evidéncias do efeito
do uso de MDMA no tratamento de TEPT com psicoterapia assistida, atribuindo seus aportes na
facilitacdo de novos aprendizados; seus mecanismos de acdo sdo o aumento da liberacdo de
monoaminas (serotonina, noradrenalina, dopamina) e hormdnios (ocitocina e cortisol),
envolvendo a participacdo da amigdala, hipocampo e cortex pré-frontal na ativacdo do sistema
mesocorticolimbico, dopaminérgico e noradrenérgico. Os autores sustentam a ideia que areducéo
dos sintomas do TEPT possa acontecer pela facilitacdo da extin¢cdo ou reconsolidacdo da
memoria de medo, atribui-se que o mismatch durante a experiéncia de evocacao da memoria com
emocOes prazerosas adicionais possa permitir a atualizacdo de informagbes, embora 0s
mecanismos pelo quais essa nova valéncia é incorporada ainda ndo esta claro (Toledano &
Gisquet-Verrier, 2014).

Quanto ao uso de metilfenidato (MFD), um farmaco conhecido pelo nome comercial de
Ritalina, é ainda a principal droga para o tratamento do TDAH (Shellenberg et al., 2020), seu
mecanismo de a¢do atua na inibicdo da recaptacdo de dopamina e noradrenalina (Faraone, 2018).
O uso potencial do MFD para o tratamento de TEPT tem sido reportado tanto em modelos

animais como em humanos (Malikowska-Racia & Salat, 2019; Aga-Mizrachi et al., 2014), sua



administracdo antes do diagndstico de PTSD em humanos reduziu as respostas de ansiedade
durante a recuperacdo da memoria de medo um més depois (Ritov & Richter-Levin, 2017), um
estudo de McAllister et al. (2016) apresentou resultados promissores para o tratamentodo TEPT,
reduzindo significativamente as queixas cognitivas associados ao TEPT. Outros efeitossdo uma
melhora na flexibilidade cognitiva, atencdo e meméria (Godfrey, 2009) assim como na
diminuicdo da ansiedade (Ernst et al., 2016).

Em estudos com animais os efeitos do MFD podem variar em relagdo ao tempo e via
administracdo, assim como a dose. Na aquisicdo da memdria, Camarck et al. (2014.a)
encontraram que a administracdo intraperitoneal (i.p.) de MFD 1 mg/kg, 30min antes do treino,
melhorou a aquisi¢cdo da memdria ao contextual e ao tom, e doses menores (0,01-0,1 mg/kg) s6
no condicionamento ao tom, na dose de 10 mg/kg foi encontrado um prejuizo da aquisi¢do ao
contexto e um aumento da atividade locomotora. Zheng et al. (2008) utilizaram a tarefa de
esquiva inibitéria e mostram uma facilitacdo da consolidacdo quando infundido pds-treino na
amigdala basolateral (ABL) ou no cdrtex cingulado e sua administrag&o intraperitoneal (i.p) na
dose de 0,5 ou 5 mg/kg ndo gerou efeito algum. Abraham et al. (2012) encontraram uma
facilitagdo da extingdo no condicionamento ao contexto (sessdo de 12min) com uma dose de 10
mg/kg (i.p) usando um treino de intensidade baixa (2 sec., 0,35 mA), imediatamente antes da
reexposicao ao contexto, e posteriormente utilizando a dose de 20 mg conseguiram um efeito em
testes subsequentes. Furini et al. (2017) infundiram MFD diretamente na regido de CA1 20min
antes de uma sessdo de extincao (treino de 2s 0,5 mA), e encontraram uma diminuicdo do nivel
de congelamento dos animais durante o treino e no teste realizado um dia apos.

Na tarefa de labirinto aquéatico de Morris, o tratamento com 10 mg/kg MFD melhorou a
aquisicao e retencdo de memdria, enquanto o uso de 1 mg/kg MFD teve efeito s na retencao
(Camarck et al., 2014.b). Em outro trabalho, utilizando esse mesmo protocolo, MFD foi
administrado via oral nas doses de 0,25, 0,5 e 1,0 mg/kg e os efeitos encontrados foram uma
melhora da aquisicdo de memdria, retencédo, reconsolidacao, enquanto a extingdo foi prejudicada.
Tratamento por 6 semanas nas doses 0,25 e 0,5 mg/kg produziu um aumento na atividade motora,
mas uma dose mais alta (1,0 mg/kg) levou a sensibilizacdo comportamental.

Assim como outros psicoestimulantes, o MFD, dependendo da dose, gera efeito de
preferéncia ao contexto, tendo sido registrado que na dose de 10 mg/kg ha um alto potencial de
dependéncia e efeito de sensibilizacdo, enquanto doses mais baixas 1 mg/kg MPH gera um
potencial minimo de dependéncia, sem consequéncia na sensibilizagdo (Carmack et al., 2014.a).
A administracdo via oral tem mostrado também efeito de preferéncia nas doses de 3 e 10 mg/kg
(Wooters, Walton, & Bardo, 2011).



O MFD, assim como outros psicoestimulantes, tem mostrado ter um efeito no aumento
da atividade locomotora, especialmente na dose de 10 mg/kg (via intraperitoneal) (Carmack et
al., 2014.a; Koda et al., 2010). O que poderia estar associado com um efeito da dose, pois em
doses menores os resultados ndo sdo conclusivos (Arellano Perez, et al., 2020). Outra
consideracdo é o tempo de absorcdo, pois quando MFD é administrado intraperitonialmente nos
ratos, as concentrages maximas de dopamina sdo registradas entre os 10-15 min ap6s sua
administracao(Shimizu et al., 2019). Em relacdo aos estudos em humanos, seria importante notar
que a dose clinica utilizada seria o equivalente a 2,5-3 mg/kg nos modelos animais (Kuczenski
& Segal, 2005; Gerasimov et al., 2000). Assim, os resultados encontrados nesta tese podem ser

tidos em conta na investigagcdo com humanos.

1.3. RITMO CIRCADIANO NA REATIVACAO DE MEMORIAS DE MEDO:
INTERVENCOES DURANTE A FASE ATIVA

Os animais devem responder a mudancas ou demandas do ambiente, eles séo preparados
através de um sistema de modulacdo fisiolégico que responde a mecanismos enddgenos
programados de forma circadiana. Esse sistema chamado ritmo circadiano é dividido em duas
fases bem conhecidas em roedores, fase ativa (ciclo escuro) e fase inativa (ciclo claro) que seria
o ciclo de menos alerta ou sono (Sharma, 2003; Daan, 2000).

Trabalhos prévios reportam que a memoria pode ser modulada em resposta ao ciclo
circadiano. Em camundongos, a aquisicdo da memdria de medo ao tom é mais rapida quando o
treino acontece na fase inativa, onde também o nivel de congelamento é maior, independente do
ciclo de treino (Chaudhury & Colwell, 2002). Em ratos, a resposta de condicionamento ao tom é
maior na fase inativa que na fase ativa, isso quando treino e teste acontecem no mesmo ciclo
circadiano (Kumar & Jha, 2012). Este efeito também tem se encontrado para o condicionamento
de aversdo ao paladar dependente da amigdala, com maior forca na memoria quando o
condicionamento ocorre na fase inativa (Infurna etal., 1979). Em outro estudo (Woodruff, 2015),
ratos foram submetidos ao condicionamento aversivo ao tom e tanto treino quanto teste foram
realizados no mesmo ciclo, interessantemente, 0s niveis de congelamento ndo mostraram
diferencas quando o teste foi comparado entre os ciclos.

Estes resultados indicam que o efeito do ciclo circadiano na consolidacdo da memoria,
néo parecem ser conclusivos quando treino e teste acontecem em ciclos diferentes, mas quando
a memoria é evocada durante a fase ativa (ciclo escuro) a expressdo de congelamento pode ser

menor que na fase inativa (ciclo claro).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4385793/#R200
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4385793/#R49

Em aspectos evolutivos, Albrecht & Storck (2017) mencionam que estas variagdes da
expressdo de medo podem estar relacionadas com o aumento da importancia dos eventos
aversivos que ocorrem durante a fase inativa, quando o animal geralmente se retira para o ninho.
Somado ao aumento da probabilidade de sono pds-treino, o qual é necessario para a consolidacao
da memoria, o que poderia reforcar a memoria do medo adquirida durante a fase inativa (Klinzing
et al., 2019).

Por outro lado, os resultados no aprendizado de extingdo mostram descobertas
promissoras, mas as intervengdes podem ser dependentes do ciclo de treino. Em camundongos,
ataxa de extingdo € melhor quando o treino acontece na fase escura (Caudhury & Colwell, 2002).
Em ratos, a memoria de extingdo foi facilitada quando treino e teste aconteceram durante a fase
ativa, e esse efeito foi dependente da presenca das glandulas suprarrenais, um efeito que se
correlaciona pela liberacao de cortisol (Woodruff et al., 2015).

Considerando os resultados anteriormente descritos € possivel atribuir a atenuagdo da
expressdo do medo também ao aumento dos niveis de corticosterona. Como € sabido, os niveis
de glicocorticoides modulam a expressdo da memoria (Kelliher et al., 2000; Rudy & Pugh, 1998;
de Quervain, et al., 2019). De maneira interessante, em humanos foi mostrado que pela manhéa o
aprendizado de extin¢do foi melhor em comparacdo com a tarde, e isto foi correlacionado pelos
altos niveis de cortisol presente durante o inicio da manha (Pace-Schott et al., 2013).

Uma consideragdo importante a se fazer € sobre os padrdes ritmicos na reativacdo de
memorias. Albrecht & Storck (2017) descrevem uma dependéncia circadiana do estado de
reativacdo de memdorias aversivas como uma marcacdo temporal "timestamping™; assim a
memoria seria reforcada quando os testes sdo realizados em intervalos de 24 horas apos treino,
sendo mais eficaz durante a fase inativa (Harrison et al., 2017). Da mesma forma existiria uma
sensibilidade nas mudancas ou disrupcdes do ciclo antes, ou depois do treino, o que afetaria o
comportamento de medo contextual em camundongos e em ratos. Isto indica que o sono poderia
ser relevante para a formacdo de memdrias pelos seus efeitos circadianos (Harrison et al., 2017;
Pace-Schott, Germain & Milad, 2015; Weiss & Donlea, 2022). Entretanto, as memorias
adquiridasdurante a fase ativa parecem ser mais resistentes a privacdo do sono (Hagewoud et al.,
2010).

No que diz respeito a memoria de extincdo, ela também pode ser afetada por disrupgdes
no ciclo circadiano o como efeito da privacdo do sono, entretanto, parece ser independente do
ciclo onde a memoria foi formada (Melo & Ehrlich, 2016; Kumar & Jha, 2012; Clark, 2020).
Poderia se concluir que a reativacdo da memoria é vulneravel as alteracdes do ciclo circadiano,

associada com uma dessincronizacéo das estruturas associadas.



Em pesquisas com humanos, o sono tem mostrado exercer um papel importante para a
reativacdo de memorias (Pace-Schott et al., 2015), assim como nos processos de reconsolidagdo
de memorias de medo em intervengdes apds sua reativacdo (Kind & Soeter, 2018). De fato, um
estudo demostrou que uma curta sesta apds reativar e modificar uma memdria reduz sua valencia

emocional (Azza et al., 2022).
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Figure 4. Fisiologia dos ciclos circadianos
Adaptacéo de: Albrecht & Storck (2017)
Em uma revisdo de Albrecht e Storck (2017) foram apresentados 0s mecanismos
envolvidos na modulacdo da memoria por interacdes do ciclo circadiano. Como observado na

figura anterior (figura 4). (a) nivel comportamental, a forca da memoria é maior quando treino e
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teste acontecem na fase inativa (ciclo claro). Treino e reativacdo da memdria aversiva na fase
ativa (ciclo escuro), facilitam a memdria de extingdo. (b) ao nivel da circuitaria cerebral, a forca
da memoria e a extingdo sdo determinadas por interacdo da amigdala (pistas associadas),
hipocampo (informacdo contextual) e cortex pré-frontal (CPF), para extingdo da memdria no
cortex infralimbico (IL-Cx) seria importante pelas conexdes com a amigdala central (ACe). Em
relacdo a expressdo dos genes no ciclo circadiano, o gene do periodo 2 (Per2) constitui um
componente importante que modula o ritmo circadiano, expresso principalmente no nucleo
supraquiasmatico do hipotalamo, e outras areas do cerebelo (Kim et al., 2018). A expressao de
Per2 modula a atividade circadiana em algumas sub-regides (Figura 4b), assim, podem se
encontrar dois padrées, no ACe (laranja-escuro) o no IL-Cx (azul) uma maiorexpressdo durante
o final da tarde, enquanto na LA/ABL (laranja-claro) e no hipocampo (verde-claro) no inicio da
manha (Lamont et al., 2005; Woodruff et al., 2016). Além disso, o Per2 pode ser alterado por
acdo da corticosterona, assim, a supressédo de cortisol por adrenalectomia (AdX) suprime o
padréo de expressao circadiano de PER2 na ACe e IL. De fato, os niveis de corticosterona séo
maiores na fase ativa dos ratos, eles atingem seus picos no comeco do ciclo escuro (Dalm et al.,
2005).

Outro fator importante nas caracteristicas oscilatorias proprias de cada ciclo, compreende
0 aumento na liberacdo de corticosterona (COR) no incio do ciclo escuro, e a modulacédo de
alguns neurotransmissores, por exemplo, a dopamina aumenta no cortex pré frontal, nicleo
accumbens (NAcC) e no estriado principalmente;a serotonina, em algumas areas do neocortex,
hipocampo e amigdala; e a noradrenalina no cértexpré frontal, ndcleos paraventricular e no
hipocampo caudal (Hartsock & Spencer, 2020; Menon et al., 2019; Miyamoto et al., 2012;
Albrecht & Storck, 2017).

Finalmente, a nivel molecular (Figura 4c), a via MAPK em neurdnios HPC apresentam
um perfil de ativacdo circadiana, com picos durante a fase clara para o segundo mensageiro
cAMP (vermelho-escuro), a cinase ERK1/2 (verde-claro), o fator de transcricdo CREB (verde-
escuro), e o fator de iniciacdo de traducdo de proteinas elF4E (vermelho claro). Além disso, a
translocacdo nuclear de p90RSK é regulada pela PER1 modulando a ativacdo transcricional das
proteinas a jusante dependentes da CREB. Os niveis de expressdo PER1 sdo regulados pela

sinalizacdo de corticosterona (Rawashdeh et al., 2016; Albrecht e Storck, 2017).
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1.4. SUPORTE SOCIAL NA ATENCAO DE MEMORIAS AVERSIVAS: REATIVANDO
MEMORIAS DE MEDO COM UM PARCEIRO

Atenuar memdrias de medo com a exposicdo de um parceiro tem mostrado efeitos
promissores durante a reativacdo de um evento aversivo. Tratasse de intervencGes néo
farmacoldgicas onde a apresentacdo de um co-especifico ou da mesma espécie gera um efeito de
suporto social capaz de atenuar a expressdo de medo, ou resposta de estresse.

Um efeito conhecido como tamponamento social, do inglés “social buffering”, acontece
quando um co-especifico é apresentado para um parceiro estressado ou com medo (ante a
exposicdo de um estimulo aversivo), ou ap6s um condicionamento de medo, diminuindo o
congelamento do parceiro ou atenuando a resposta de estresse (Kiyokawa et al., 2007). Esse
efeito se encontra nos mecanismos de suporte social pela afinidade entre as espécies. Kiyokawa
(2017) explica que o suporte social acontece com a presenga de um co-especifico, ou seja:
familiar, do mesmo sexo ou do sexo oposto, em um relacionamento de tipo ndo sexual. Essa
apresentacdo pode acontecer antes, durante ou depois de uma tarefa aversiva, gerando uma

resposta de suporte que diminuiria a expressao de medo.

B

A. i ; : .
Contagio emocional Suporte/tamponamento social

Sofrimentomimentot Sofrimenty'—\Sofrimentol

[ ° [ ®
oo S b 2 Gt
SN > il “ Y = i

Observador Demonstrador Observador Demonstrador

Figura 5. Contagio emocional e tamponamento social
Adaptacéo de: Han et al., 2019

Durante a exposicdo de um coespecifico (observador) enquanto outro rato esta expressando uma
resposta de medo (demonstrador), € possivel encontrar duas categorias de efeito: o primeiro (a)
associado ao contadgio emocional, aqui o demonstrador que atravessa um treino de
condicionamento ou a reativacdo de uma memoria aversiva, gera um efeito detransmissdo do
medo ao observador, criando nele uma resposta de congelamento; o segundo (b)compreende o
efeito de tamponamento social, 0 cenario € o mesmo no demostrador, mas o observador gera um
efeito de suporte no demonstrador, atenuando sua resposta de congelamentoou diminuindo a
evocagdo de uma memoria aversiva. Outra consideracdo na categoria do “observador” é que
esse ainimal poderia ser considerado também “demonstrador” entanto transmite um

comportamento atenuador para o rato estressado.
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Pesquisas em ratos demonstram que a apresentacdo de um coespecifico ndo familiar
durante o condicionamento aversivo ao tom inibe a expressdo de congelamento, uma resposta
mediada pelo sistema olfativo (Kiyokawa et al., 2009) suprimindo a ativacdo induzida pelo
estimulo incondicionado na amigdala lateral (AL), em consequéncia reduzindo a resposta
condicionada (Fuzzo et al., 2015; Kiyokawa et al., 2012). Esse mesmo efeito foi encontrado
durante a reativacdo de uma memoria de medo, e explicado por uma supressao da liberacdo de
corticosterona (Kiyokawa at el, 2014b). Enquanto a exposi¢cdo do odor de um familiar ¢ efetiva,a
exposicdo de um familiar da caixa de moradia mostra, todavia, ser mais efetiva (Kiyokawa at el,
2014b). Embora, em camundongos o efeito de tamponamento social com exposi¢do de um co-
especifico familiar parece ser efetivo sé através da interacdo social, assim, s6 o odor ndo é
suficiente (Liu & Yuan 2016). Por outro lado, o efeito de tamponamento social também tem se
registrado entre exposicdo de fémeas, como mostrado em Ishii et al. (2016), interessantemente,
eles mostraram que o ciclo estral ndo afetou a resposta de medo.

Efeitos de interacdo social para avaliar suporte social em ratos de sexo diferente ndo conta
com ampla referéncia na literatura (Kiyokawa & Hennessy, 2018). Mas tem sido encontrado que
a exposicdo de uma fémea reduz o nivel de ansiedade e a resposta de medo em machos (Bai,
2009). Contudo, o suporte social tem mostrado beneficios para a memoria de extin¢do, a
exposicdo de um coespecifico ndo familiar do mesmo sexo diminui a expressdo de medo e
estresse 0 que contribui para a formagdo da memoria de extincdo (Mikami et al., 2020). Num
estudo realizado por Gao (2020) a exposi¢cdo de fémeas ovariectomizadas (ovx) e tratadas com
horménios tornando-as sexualmente receptivas facilitou a formacdo de memdria de extin¢cdo em
machos. Aqui, poderiamos considerar o ciclo estral da fémea durante a interacdo, podendo
expressar um comportamento de maior ou menor receptividade para o macho (Yost et al., 2019;
Chari, 2020) o que poderia estar mediado por um interesse sexual (Kiyokawa, 2017).

Por outro lado, existem variacdes baseados no sexo que poderiam mediar a preferéncia
entre 0s ratos, por exemplo, tanto ratos machos quanto fémeas evitam um co-especifico
estressados que seja nao-familiar. No entanto, as fémeas demonstraram uma preferéncia para
interagir com parceiros estressados e familiares, enquanto machos os evitavam (Rogers-Carter et
al., 2018). E possivel pensar que as fémeas sejam mais eficazes do que os machos para gerar um
tamponamento para seu co-especifico, sem isso causar uma experiéncia de maior ou menor
contagio emocional, como ja foi demostrado pelo menos entre ratos do mesmo sexo, que ratos
machos e fémeas apresentam niveis similares no contagio emocional (Han at el., 2020).
Entretanto, nos machos a interacdo com fémeas pode acarretar um aumento nos niveis de
glicocorticoides e se tornar uma experiéncia benéfica ou de prejuizo (Garrat et al., 2016).

Contudo, a apresentacdo de uma fémea familiar para 0 macho pode ter uma valéncia positiva,
13



tanto social quanto sexual. Quanto as fémeas, ficaria a pergunta se um macho familiar poderia
ser melhor que outra fémea para atenuar a resposta de medo.

Em relacdo aos mecanismos envolvidos dependentes da interacdo entre ratos de sexo
oposto, vias ocitocinérgicas seriam as principais envolvidas na interacdo de tipo social entre
machos e fémeas, enquanto ao efeito de gratificacdo sexual por se mesmo, as vias
dopaminérgicas (ativacdo dos receptores D1 e D5) teriam maior participacdo (Bai et al., 2009).

Os efeitos reportados da interagdo social entre machos parecem ser dependentes dos
receptores de vasopressina, enquanto em machos com uma fémea familiar, parece ser dependente
das vias ocitocinérgicas e dopaminérgicas (Lieberwirth & Wang, 2016; Loewen, 2020; Dumais
& Veenema, 2016; Triana-Del Rio, 2015). Participacdo do NAcc tem sido reportada também,
onde as vias dopaminérgicas pelo efeito de tamponamento social poderiam diminuir as respostas
de estresse (Donovan, 2018). Por outro lado, receptores de ocitocina no VTA participam da
interacdo social do tipo gratificante entre ratos do mesmo sexo, efeito que parece ser mais
gratificante entre fémeas que em ratos machos (Borland, et al. 2019). Finalmente, € importante
considerar a participacéo do hipocampo nos processos de memoria e vias ocitocinergicas(Lazzari
et al., 2019; Sanchez-Vidana et al., 2016).

No seguinte tdpico este assunto sera abordado com maior detalhamento.

1.5. OCITOCINA (OT) NA MODULACAO DA RESPOSTA DE MEDO: EVIDENCIAS
NA ATENUACAO DE MEMORIAS

Ocitocina € um neuropeptideo sintetizado nos nacleos paraventricular (PVN) e supradptico
(SON) no sistema hipotalamico-neurohipofisario, com o nacleo magnocelular acessorio do
hipotalamo. Este sistema neuro-segregario projeta-se centralmente para a neuro- hipéfise, liberado
através da circulacdo da pituitaria posterior de modo a modular a atividade devarias regides
cerebrais onde a OT pode se ligar aos seus receptores (Neumann & Landgraf, 2012; Frijling,
2017). Em humanos, embora ainda ndo se conte com um mapeamento conclusivo(Naja & Aoun,
2017), as principais regides registradas que expressam receptores de OT foram observados na
amigdala (ACe, ABL), area pré-optica medial, hipotdlamo (anterior e ventromedial), nicleo
olfatério, cortex cingulado anterior (CA-Cx), septo ventrolateral e areas do tronco encefalico
(Bocia et al., 2013). Em relacdo as diferencas sexuais, 0s niveis periféricosde OT podem ser
comparaveis entre homens e mulheres (Frijling, 2017). Entretanto, na sua sintese os resultados
ndo sdo conclusivos. Dunamis & Veenema (2016) indicam que as fémeas exibem geralmente uma
maior expressao de OT, enquanto nos machos a expressao dos receptoresé maior (Naja & Aoun,
2017).
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Fisiologicamente, nas fémeas, os principais alvos hormonais sdo as células mioepiteliais
(canais alveolares na glandula maméria) na fase de lactancia, e no parto por contragdo da
musculatura do Utero, enquanto nos machos sdo os 6rgdos reprodutivos masculinos (vesiculas
seminais e epididimo) (Lozic & Ludwig, 2021; Naja & Aoun, 2017). A OT também esta
envolvida no comportamento de interacdo social, € crucial para a formacgéo de vinculos de apego,
na neurobiologia do comportamento do tipo materno, empatia e relacionamentos afetivos
(Feldman, 2012). Suas propriedades ansioliticas tém levado seu uso como alvo para intervengdes
socioemocionais em populacdo psiquiatrica, principalmente por administracdo intranasal (Naja
& Aoun, 2017; Feldman, 2012).

Em ratos, a OT tem sido principalmente estudada no comportamento social na circuitaria
do cértex pré-frontal medial (CPFm), e sua participacdo com a serotonina na modulacdo de
recompensa social por acdo do nucleo accumbens (Délen et al., 2013). Num estudo feito por
Warfvinge et al. (2020) realizou-se um mapeamento de sua distribui¢do e sua expressao mais
distinta foi encontrado no hipocampo, na ponte e na substancia negra; e em regides da amigdala
e hipotalamo tanto OT quanto seus receptores. Uma disparidade entre o peptideo e seu receptor
foi observado principalmente no cortex cerebral, cerebelar (expressao OT) e no hipocampo

(expressao de receptores OT).
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Figura 6. Vias de projecdo de ocitocina e seusreceptores
Tomada de: Grinevich & Neumann (2021)

Na figura anterior encontrasse as projecdes neuronais de OT, seus receptores e locais de
liberacdo. O esquema apresenta dados disponiveis tanto em machos quanto em fémeas. Bulbo
olfatério (OB), nacleo olfatério (AON), tubérculo olfatério (OT), cortex pré-frontal (PFC),
cértex cingulado (CC), caudado putamen (CPu), septo lateral (LS), nlcleo do leito da estria

terminal (BNST), area pré-optica (MPOA), nucleo acumbens (Nac), nicleo HDB do membro
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horizontal da banda diagonal, organum vasculosum laminae terminalis (OVLT), nucleo
supradptico (SON), nacleo paraventricular (PVN), nicleo periventricular do talamo (PV),
hippocampus (HPC), amigdala (CeA/MeA,BLA),pituitaria posterior (PP), Nucleo parabraqueal
(PBN), nucleo rafa dorsal (DRN), periaqueductal cinza (PAG), substantia nigra (SN), area
tegmental ventral (VTA), locus coeruleus (LC). Adaptado de Jurek & Neumann (2018).

Em estudos com humanos, tem se avaliado na tarefa de medo condicionado, a
administracdo de OT intranasal antes do treino se associa com uma reducao na aquisicéo precoce
tanto para o aprendizado contextual quanto por pista, assim como uma menor resposta no ndcleo
accumbens; enquanto na aquisicdo tardia, os participantes que receberam OT mostraram um
aumento da resposta no hipocampo durante o aprendizado contextual, mas ndo por pista (Cavalli
et al., 2017). Isto indica que a OT poderia mediar a aquisi¢do de um aprendizado. Entretanto, em
humanos teria um efeito especifico de modulagdo durante a aquisicdo (Hoge et al., 2019).

De fato, a ocitocina tem um papel importante na aquisicdo da memoria, em estudos com
ratos quando um antagonista de Atosiban (OT) foi infundido via i.p. ap0s treino de memoria
contextual, prejudicou a consolidacdo da memoria de medo de longo prazo, enguanto sua
administracdo ap0s uma sessdo de reativacdo ndo gerou efeito algum (Rasie Abdullahi et al.,
2018). Por outro lado, sua administracdo na amigdala também afeta a consolidacdo da memdria
do medo (Gunduz-Cinar et al., 2020; Campbell-Smith, 2015). Estes resultados sustentam que a
OT ¢é importante na consolidacdo, mas sua administracdo em dependéncia da dose também
poderia prejudica-la (Rasie Abdullahi et al., 2018).

Os resultados mais relevantes para o tratamento de TEPT mostraram que uma
administracdo so de OT intranasal, atenuou a conectividade funcional da amigdala-ventromedial
e 0 cortex pré-frontal ventrolateral em individuos que passaram por exposicdo recente de um
evento traumatico. Entretanto, sua administracdo repetida reduziu o desenvolvimento de
sintomas subsequentes do TEPT (Frijling, 2017). Resultados corroborados com modelos animais
para o estudo de vulnerabilidade ao TEPT. Uma intervencdo a longo prazo com OT intra-cérebro-
ventricular (i.c.v.) mostrou uma reducdo das alteragdes no cértex pré-limbico e amigdala
basolateral em animais submetidos ao estresse prolongado, desenvolvendo um fenétipo resiliente
com atenuacdo da sintomatologia associada ao TEPT (Le Dorze et al., 2020).

Como citado anteriormente, a administracdo sistémica de OT estaria ligada mais com um
efeito ansiolitico que modula a resposta de medo condicionado. Em modelos animais seu efeito
exdgeno é similar com os mostrados em humanos. Embora estes seriam mediados pela dose ou
concentracdo da substancia. Evidéncias indicam que a OT reduz a resposta do tipo ansiosa
quando administrada de forma periférica (0,01 e 0,1 pg’/kg SC), mas ndo no sistema
cerebroventricular (0,002 e 2.0 ug) (Ayers et al., 2011).
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Assim, no condicionamento ao tom a infusdo pré-treino de OT via i.c.v (ratos, 0,1 ou
1.0pg/5ul; camundongos, 0,1 ou 0.5 pg/2 ul) ndo afetou o condicionamento ao tom, mas acelerou
a formacgdo de memdria de extingdo, enquanto o uso de um antagonista pré-treino prejudicou a
memoria de extingdo. Interessantemente, sua administracdo antes do treino de extingdo
prejudicou a formacdo da memdria de extingdo tanto em ratos quanto em camundongos (Toth et
al., 2012).

Isto indica que OT participa da formacdo da memdria de extin¢do, embora possa ter um
efeito facilitador ou prejudicial. Em ratos, quando OT (0,3 mg/kg) subcuténea foi administrada
apOs a sessdo de reativacdo, ela prejudicou a reconsolidacdo atenuando a expressdo de
congelamento, com efeito, s6 na memoria de longo prazo (Hou, et al., 2015). Embora este
resultado ndo tenha sido encontrado em humanos, eles ndo parecem conclusivos. Numa tarefa de
condicionamento, OT administrada apds reativacdo da memaria facilitou a formacdo da memoria
de extin¢do, numa sessdo posterior (Hu et al., 2019), aqui poderia ser considerado que modulou
a resposta no teste subsequente, sendo que em outro estudo quando OT foi administrada antes da
sessdo de extingdo, ndo facilitou sua formacdo (Acheson, et al., 2013).

Em relacdo ao mecanismo de acéo da OT na resposta de medo, o principal alvo estudado
é a amigdala. Gunduz-Cinar et al. (2020) avaliaram em camundongos o efeito de OT na tarefa de
condicionamento aversivo ao tom, OT foi infundida antes de sesséo de extin¢do na ACe (0,01ou
1ug) ouno ABL (0,01 ¢ 0,01 pg/2 ul), eles encontraram que a dose menor de OT na ACe facilitou
a memoria de extin¢do, enquanto a dose maior prejudicou, ja na ABL ndo teve efeito algum.

Um dos sistemas elucidados propde que a administracdo de OT ativaria neurdnios do AL,
aumentando a inibicdo gabaérgica nas projecdes PAG para neurdnios de saida do AMe, gerando
uma atenuacdo de resposta de medo contextual (Baldi et al., 2021). Optogeneticamente tem sido
demonstrado que uma sub-populacdo de neurbnios de ocitocina para a amigdala suportam o
engrama que facilita a evocacdo da memdria de medo (Hasan, 2019).

A participacao do hipocampo é relativamente recente no estudo dos efeitos da ocitocina,
tendo sido feitas poucas descobertas nessa estrutura. O hipocampo participa do processamento
neural da meméria social, e que nos neurénios do CA2 sdo essenciais para a codificacdo,
consolidacéo e reativacao da memoria (Watarai et al., 2021). Além disso, a OT reduz a inibicéo
GABAEérgica em varias estruturas neuronais, incluindo o hipocampo (Owen et al. 2013; Mitre et
al., 2018). Outro fator para ser considerado € que a OT também esté envolvida na liberacdo da
resposta ao estresse. Ela participa da regulacdo para diminuir a resposta do eixo HPA (Love,
2018; Neumann et al., 2000; Wirth, 2015). O que corrobora que seus efeitos poderiam ser

direcionados pelo eixo HPA, indicando que tanto a dose quanto a via de infusdo deve ser
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considerado (Missig et al., 2010).

Num estudo recente, em ratos condicionados ao tom, a OT foi injetada no hipocampo
dorsal (HPCd) (10 ng/0,5 pl) e aumentou a atividade CA1-ventral e IL-Cx; enquanto durante a
fase extincdo, a liberacdo enddgena de OT no HPCd foi registrada (Bazaz, 2022). Eles concluem
que a injecdo de OT exdgena no HPCd se acompanhada do treinamento de extin¢do, aumenta a
extingdo do medo com diminuicdo da atividade do Prl-Cx.

Finalmente, o referencial tedrico apresentado acima descreve varios tratamentos que
foram utilizados neste trabalho, em conjunto, eles representam estimulos de valéncia gratificante
ou recompensadora, tais como: as propriedades estimulantes do metilfenidato, o aumento da
liberacdo do glicocorticoide durante o inicio do ciclo escuro, a apresentacao de um co-especifico
familiar do sexo oposto, e os efeitos comportamentais da liberacdo da oxitocina. Assim, 0sS
resultados mencionados mostraram anteriormente os seus efeitos na redugdo da expressdo do
medo, mas sem registos na actualizacdo da memoria, utilizando os seus efeitos como um estimulo
de contra-condicionamento durante a reativacdo de memarias aversivas.

Por conseguinte, para o desenvolvimento desta tese, foi levantada a hipdtese de que a
utilizacdo destas intervencGes durante a reativacdo da memoria de medo levaria a uma
reconsolidacdo da valencia aversiva; um efeito de actualizacdo associado principalmente pelas
propriedades antiaversivas dos estimulos na tarefa de condicionamento aversivo ao contexto;

capaz de atenuar a memoria do medo numa sessao de teste.
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2. OBJETIVO GERAL

Estudar os efeitos de (i) metilfenidato (MFD) (ii) ciclo circadiano (iii) suporte sexual e (iv)
ocitocina na reativacdo de memoria aversiva em ratos que passaram pelo condicionamento
aversivo ao contexto (CAC).

2.1. Objetivos especificos do capitulo |

2.1.1. Avaliar o efeito de MFD (3 e 10 mg/kg via i.p.) na reativacdo da memoria aversiva.

2.1.2. Determinar se sucessivas reativacdes sob o efeito da administracdo de MFD (3 e 10
mg/kg) levama reconsolidacdo da memoria aversiva.

2.1.3. Verificar se o blogueio dos canais de célcio voltagem dependentes do tipo L impede o
efeito do MFD (3 e 10 mg/kg) sobre as reativacbes da memdria.

2.1.5. Avaliar o efeito de MFD (3 e 10 mg/kg via i.p.) na aquisicéo e consolidacdo da memoria
de extincéo.

2.1.6. Verificar se o efeito do MFD (3 e 10 mg/kg via i.p.) sobre as reativacdes da memoria e
dependente do tempo de administracao.

2.1.7. Avaliar a resposta aditiva do MFD (3 e 10 mg/kg via i.p.) na preferéncia do lugar
condicionado na tarefa de condicionamento de preferéncia de local.

2.1.8. Avaliar o efeito do MFD (3 e 10 mg/kg via i.p.) sobre a atividade locomotora na tarefa de
campo aberto.

2.2. Objetivos especificos do capitulo 11
2.2.1. Avaliar o efeito do ciclo circadiano na evocacdo da memoria aversiva, através da sua
reativacdo no ciclo claro e escuro.
2.2.2. Determinar se sucessivas sessdes de reativacdo da memoria no ciclo escuro levam a
atenuacdo da memoria.
2.2.3. Verificar se o treino de extin¢do no ciclo claro e escuro difere na consolidacdo da memoria
de extincao.
2.2.4. Verificar se a administracdo de um inibidor de glicocorticoides (metirapona) inibe o efeito
de reativacdes periodicas da memdria de medo no ciclo escuro.
2.2.5. Determinar se o treino da memoria aversiva no ciclo claro e escuro difere na consolidacéo
da memoria.
2.2.5. Avaliar se a atividade locomotora na tarefa de campo aberto difere segundo o ciclo
circadiano.

2.3. Objetivos especificos do capitulo 111
2.3.1. Verificar se a exposi¢do de uma fémea — familiar ou nova, durante a janela de
reconsolidacdo da memoria de medo em machos leva a sua atenuacdo.
2.3.1. Determinar se a exposi¢do de um macho — familiar ou novo, durante a janela de
reconsolidacdo da memdria de medo em machos leva a sua atenuagé&o.
2.3.2. Verificar se a exposicdo de um rato macho — familiar, durante a janela de reconsolidacéo
da memdria de medo em fémeas leva a sua atenuagéo.
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2.3.3. Determinar o efeito da exposicdo de uma fémea — familiar, durante uma sessao de extin¢ao
de medo em ratos machos.

2.3.4. Avaliar se os receptores D1/D5 no hipocampo participam do processo de atualizacdo da
memoria aversiva em ratos machos expostos com uma fémea familiar, durante a reativacdo da
memoria.

2.3.5. Avaliar se o bloqueio dos receptores de ocitocina no hipocampo suprime o efeito da
atenuacdo da memoria em ratos machos com uma fémea familiar, durante a reativacdo da
memoria.

2.4. Objetivos especificos do capitulo IV

2.4.1. Avaliar o efeito da infusdo de ocitocina no hipocampo na aquisi¢cdo da memoria aversiva
em machos (0,033 pg/ul ou 0,07 ug/uL.) e em fémeas (0.033 pg/ul).

2.4.2. Verificar se a infusdo pos treino de ocitocina (0.033 pg/uL) no hipocampo gera algum
efeito na consolidagdo da memoria de corto prazo.

2.4.3. Avaliar o efeito da infusdo de ocitocina (0.033 pg/uL) no hipocampo apds uma sessao de
reativagéo.

2.4.4. Determinar se a administracdo de ocitocina (0.033 pg/ul) no hipocampo pré ou pos-
treino de extingdo, gera algum efeito na memoria de extincéo.
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3. CAPITULO |

Rewarding information presented during reactivation attenuates fear memory:
Methylphenidate and fear memory updating.

Artigo publicado na revista Neuropharmacology
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HIGHLIGHTS

® Methylphenidate has rewarding proprieties and induces place preference.

® Fear memory reactivation under effect of methylphenidate attenuates fear expression.

® Methylphenidate impairs fear retrieval.

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Methylphenidate
Fear memory
Memory updating
Reconsolidation
Extinction

In the last decade it became clear that a previously consolidated memory can be modified during the plastic state
induced by retrieval. This updating process opens the possibility to adapt undesired memory. Here we in-
vestigated whether fear memory could be updated to less-aversive/positive level by inserting hedonic in-
formation during retrieval. Considering that methylphenidate has strong rewarding propriety, we injected 3 or
10 mg/kg pre or post-reactivation in rats previously trained in contextual fear conditioning. We found that
memory reactivation under effect of methylphenidate attenuates fear memory within-session and in subsequent
tests in a drug-free condition, without presenting spontaneous recovery. Interestingly, methylphenidate im-
paired memory extinction when injected before, but not after a long reactivation session. We also showed that
methylphenidate induces place preference and increases motor activity. Thus, this study provides new insights in
the memory updating process and suggests that a previously consolidated fear memory can be attenuated by

inserting appetitive information during retrieval.

1. Introduction

Strong emotional experiences can lead to the formation of enduring
traumatic memories, which are at the core of the development of psy-
chiatric disorders such as posttraumatic stress disorder (PTSD) and
phobias (Parsons and Ressler, 2013). These pathological memories
present a high prevalence and cause a tremendous social and economic
burden (American Psychiatric Association, 2013; Brewin, 2011; Sareen,
2014). Extinction-based therapies and pharmacological treatments are
the most common interventions to attenuate these pathological mem-
ories (Jonas et al., 2013), but a significant proportion of patients are not
responsive to these approaches (Berger et al., 2009; Vervliet et al.,
2013), presenting return of fear symptoms or resistance in their re-
sponse to treatment (Kindt, 2018). Moreover, extinction-based therapy
does not erase the original fear memory, which may reemerge

spontaneously with the passage of time (Archbold et al., 2010; Bouton,
2002).

A well-established memory can enter into a labile, plastic state
following retrieval, becoming susceptible to interventions (De Oliveira
Alvares et al., 2013; Nader et al., 2000). This process, known as re-
consolidation, allows a previously consolidated memory to be updated
(Alberini, 2011; Bonin and De Koninck, 2015; Nadel et al., 2012; Nader
et al., 2000; Nader and Einarsson, 2010). Moreover, it opens a window
of opportunity to modify an unwanted memory such as those under-
lying traumatic experiences. In the last decade, several studies have
shown that a fear-related memory can be attenuated by interfering
pharmacologically following memory reactivation (Beckers and Kindt,
2017), so that the labile state induced by retrieval would be disrupted
by the drug treatment, preventing memory restabilization. For instance,
a contextual fear memory can be attenuated by injecting anisomycin
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after retrieval, since memory reconsolidation requires protein synthesis
to be restabilized (Nader et al., 2000).

It has been suggested that this reconsolidation-based approach acts
directly on the original memory trace, instead of creating a new
memory as in extinction, thus, fear attenuation by reconsolidation in-
terference is more effective and long-lasting than extinction (Beckers
and Kindt, 2017). However, most of the pharmacological agents used to
inhibit reconsolidation are toxic and cannot be readily used in humans,
such as protein synthesis inhibitors or NMDA antagonists (Lee et al.,
2006; Beckers and Kindt, 2017). Alternatively, another way to modify
memory following reactivation is to change its content -or strength-
during the plastic period induced by retrieval (De Oliveira Alvares
et al., 2013). For instance, a contextual fear memory could be updated
with the incorporation of positive information while memory is in the
label state induced by reactivation (context reexposure), in a process
known as counterconditioning (Pearce and Dickinson, 1975;
Richardson et al., 1982).

In this way, the previous aversive content associated with the con-
text would be rewritten to include positive information, updating it to a
positive/less aversive form. Indeed, it has been shown that appetitive
substances such as chocolate, fruit-loops cereal, or caffeine, contingent
on reactivation updates a context previously associated with a foot-
shock, making this context much less aversive even in the absence of
the appetitive stimuli in subsequent reexposures (Haubrich et al., 2015;
Pedraza et al., 2018).

Methylphenidate (MPH) is a psychostimulant drug used worldwide
as the first-line treatment for Attention Deficit Hyperactivity Disorder
(ADHD). MPH acts inhibiting the dopamine and noradrenaline reuptake
through DAT and NET inhibition (McDonald et al., 2017; Shimizu et al.,
2019), and enhances memory acquisition (Carmack et al., 2014a) and
extinction (Abraham et al., 2012). MPH presents prominent rewarding
proprieties. For instance, it induces self-administration, conditioned
place preference (CPP) and behavioral sensitization (Carmack et al.,
2014b; Pena et al., 2011; Wooters et al., 2011). Moreover, MPH in-
creases the dopamine levels in the striatum and nucleus accumbens
(NAc) (Briars et al., 2016; Shimizu et al., 2019).

In the present study, we hypothesized that using a drug with sig-
nificant hedonic property such as MPH concomitant with the labile
state induced by retrieval would integrate those positive information in
the background of a fear conditioned memory, so that it would be
updated to a less aversive level and thus, reduce fear response to fear-
associated reminders.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Male Wistar rats (2-3 months old, weighing approximately 300 g)
from CREAL at Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS) were
used for all the experiments. They were housed in Plexiglas boxes, 4
animals per cage. Animals were kept on 12:12 light/dark cycle under
controlled temperature (21 °C = 2), with food and water available ad
libitum. All the procedures followed the Brazilian ethical guidelines for
animal research.

2.2. Drug

Methylphenidate hydrochloride (MPH) (Ritalin®, Novartis farm-
aceutica, Brazil) was pulverized and dissolved in saline solution (0,9%
NaCl) to obtain a final concentration of 3 and 10 mg/mL. Saline
(control group) or MPH solution were administered intraperitoneally
(i.p.) in the same volume (1 mL/kg). Nimodipine, an antagonist of the
L-type voltage-gated calcium channels (LVGCCs) was dissolved in
sterile isotonic saline solution to a concentration of 16 mg/mL.
Nimodipine or its vehicle was injected intraperitoneally at a volume of
1 mL/kg (16 mg/kg) 30 min before memory reactivation.
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2.3. Contextual fear conditioning (CFC)

The conditioning chamber consisted of an illuminated Plexiglas box
(25 x 25 cm grid of parallel 0.1-cm caliber stainless steel bars spaced
1 cm apart). One day before conditioning, animals were exposed to the
conditioning chamber for 5 min. In the training session, rats were
placed in the conditioning chamber for 3min before receiving two 2-s,
1-mA footshocks separated by a 30-s interval; they were kept in the
conditioning context for an additional 30-s before returning to their
home cage. In the reactivation/extinction session, 48 h after training,
animals were re-exposed to the same conditioning chamber (one or
three times) without the footshock, for 4, 12 or 40min. In the test,
animals were re-exposed in the same context for Smin 24 h after the last
reactivation session. In some experiments, a second test was performed
20 days after the first test in order to check for spontaneous recovery.
MPH was injected 10 or 30 min before each reactivation session.

2.4. Conditioned place preference (CPP)

The place preference apparatus consists of three interconnected
chambers, two for conditioning with same dimensions
(24 x 40 X 50 cm), and a central/starting chamber
(10 x 40 x 50 cm). Each chamber was adapted with particular con-
textual cues and floor texture. The central chamber communicated the
conditioning compartments with removable doors (10 X 14 cm).

Conditioned place preference consisted of three phases: pre-con-
ditioning (day 1), conditioning (days 2-6) and test (day 7). In the pre-
conditioning, rats were allowed to explore the entire apparatus for
15 min. The time spent in each compartment was analyzed in order to
determine baseline preference for any chamber. In the case of in-
dividual pre-conditioning preferences, the conditioning took place in
the opposite chamber. Conditioning trials occurred over five con-
secutive days, where MPH or saline were paired with its specific com-
partment, counterbalanced across the rats. All animals were submitted
to two conditioning sessions a day with interval between 5 and 7 h,
where methylphenidate (3 mg or 10 mg/kg) or vehicle (saline) were
administered intraperitoneally 10 or 30 min before each conditioning
session and placed in its correspondent chamber for 30 min. In the test
(day 7), animals were allowed to explore the entire apparatus for
15 min in the absence of vehicle or MPH, and the time spent in each
compartment was assessed. A preference index was used as follows:
MPH-paired chamber/MPH-paired chamber +  vehicle-paired
chamber).

2.5. Behavioral measurement

Freezing behavior was used as a memory index, being registered
with a stop watching real time by an experienced observer that was
unaware of the experimental conditions. Freezing was defined as total
cessation of all movements except those required for respiration
(Blanchard and Blanchard, 1969).

2.6. Open field

Locomotor activity was assessed in the open field chamber, of 49 cm
height, and 60 x 60 cm of walls, the box made of wood counted on
distinct visual cues in the walls, floor was divided into 25 equal rec-
tangles or “sectors”. During the experiment, a low-intensity light of 25
lux was equally distributed into the chamber. The behavior was re-
corded by video tracking and processed offline.

Animals received vehicle or MPH 10 or 30-min before the open field
exposition. During the 15-min test session, crossings between sectors
(locomotor activity) was measured, as well as, the time spent in the
periphery and center of the apparatus.
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2.7. Statistical analysis

The data were expressed as mean + SEM. The statistical analyses
were performed using one sample t-test, unpaired t-test, one-way or
two-way analysis of variance (ANOVA), followed by Student-Newman-
Keuls (SNK) post hoc test when necessary. All data used the confidence
level of 95% and the values of P < 0.05 were considered statistically
significant. All experiments were randomized and performed blindly.

3. Results
3.1. Methylphenidate temporarily inhibits fear expression

Memory reactivation may enter into a labile state, where new in-
formation can be inserted in the background of a consolidated memory.
Considering that MPH has rewarding proprieties, we hypothesized that
injecting MPH during memory reactivation would insert appetitive in-
formation, updating a previously acquired fear memory to a positive/
less aversive level. In order to address this possibility, rats were trained
in a contextual fear conditioning task. Two days later, they received a
systemic injection of MPH (3 or 10 mg/kg) or its vehicle 10 min before
reactivation. In the following day, animals were tested (Fig. 1A).

During reactivation, the dose of 10mk/kg of MPH, but not 3 mg/kg,
decreased the freezing levels compared to the control group (One-way
ANOVA: F31y = 5.688; P = 0.01; SNK post hoc: vehicle group vs
3 mg/kg, P = 0.12; vehicle group vs 10 mg/kg, P = 0.002) (Fig. 1B).
However, this effect was not observed in the test session in a drug-free
condition (One-way ANOVA: F; 51y = 3.46; P = 0.0502) (Fig. 1C). This
result suggests that the higher dose of MPH inhibits fear expression, but
does not update fear memory permantly. Next, we evaluated the effect
of the drug infused immediately after reactivation (Fig. 1D). One-way
ANOVA revealed no difference in both reactivation (Fp15) = 2.395;
P = 0.13) and test session (F315) = 0.4015; P = 0.68) (Fig. 1E-F).

In order to verify whether the MPH injection without reactivation
could affect the subsequent test 24 h later, we fear conditioned a new
set of animals as described above, but the MPH or vehicle were injected
without reactivation. We found no difference in the test (Fig. 1G-H;
One-way ANOVA: F; 16y = 0.06907; P = 0.93).

3.2. Periodical reactivations under effect of MPH lead to the attenuation of
fear memory

It has been shown that a single reactivation may be not enough to
update fear memory, requiring periodical sessions in order to enable the
integration of new appetitive information and reduce fear expression
(Haubrich et al., 2015; Pedraza et al., 2018). Then we asked whether
increasing the number of reactivation sessions under effect of MPH
would enable memory updating. Thus, animals were fear conditioned
and subjected to three reactivation sessions before being tested
(Fig. 2A).

Over the course of reactivations, both groups (3 and 10 mg/kg)
presented a lower freezing level in comparison to the control group
(Two-way ANOVA: interaction F3 = 1.923, P = 0.13; time
Fa.18) = 4.375, P = 0.02; treatment F(5 36) = 57.68 P < 0.0001). SNK
post hoc revealed that the 10 mg/kg group expressed a lower freezing
response in every reactivations whereas the 3 mg/kg group showed a
lower freezing level in the second and third session compared to con-
trols (P < 0.05) (Fig. 2B).

In the test, both MPH treated groups presented a lower freezing
response in comparison to the controls (One-way ANOVA,
Fi2109) = 4.085, P = 0.035; followed by SNK post hoc test: vehicle
group vs 3 mg/kg, P = 0.032; vehicle group vs 10 mg/kg, P = 0.033).
To verify whether this fear reduction was long lasting, animals were re-
tested 20 days later in order to check for spontaneous recovery. Both
MPH treated groups kept expressing a lower freezing levels in the
spontaneous recovery test compared to the control group (One-way
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ANOVA, F319) = 6.615, P = 0.006; followed by SNK post hoc: vehicle
group vs 3 mg/kg, P = 0.03; vehicle group vs 10 mg/kg, P = 0.002)
(Fig. 20).

Several evidence has shown that activation of LVGCC is necessary
for destabilization of reactivated memory (Suzuki et al., 2008, Lee and
Flavell, 2014 , Crestani et al., 2015; Haubrich et al., 2015; Popik et al.,
2020). That is, blocking this target before reactivation prevents
memory updating (De Oliveira Alvares et al., 2013; Haubrich et al.,
2015). Then, the next experiment aimed at understanding whether the
MPH effect is mediated by memory updating/reconsolidation. Animals
were fear conditioned as described above, but the LVGCC antagonist
nimodipine (16 mg/kg) was injected 30 min before each reactivation
(Fig. 2D). Only 10 mg/kg group expressed a lower freezing response in
every reactivations session compared to the others groups (Two-way
ANOVA; interaction Feez = 0.5683, P = 0.75; treatment
Fo21) = 2.659, P = 0.09; time F363, = 18.64, P < 0.0001; followed
by SNK post hoc, P < 0.05). In the test, no difference was observed
among the groups (Fig. 2F; One-way ANOVA, F3.g = 0.8551,
P = 0.48) (Fig. 2E-F).

In order to dissociate the MPH effect in memory updating (that is,
the integration of the rewarding proprieties of MPH into a background
fear memory) and a possible direct pharmacological inhibition of
memory reconsolidation, we subjected a new batch of animals to the
same protocol, except that the drug injection was administered im-
mediately after reactivation (Fig. 2G).

In the second reactivation, the higher dose group expressed a lower
freezing level compared to the controls (Two-way ANOVA; interaction
F(4’42) = 2176, P = 0.088, time F(2,21) = 5561, P = 0.011, treatment
F2,42) = 5.161, P = 0.009; followed by SNK post hoc, P < 0.05). No
difference was found in the test and spontaneous recovery (One-way
ANOVA; F(g)gg) = 2679, P = 0.09 and F(2’22) = 2156; P = 0.14, re-
spectively) (Fig. 2H-I). Taken together, these results suggest that ani-
mals require to be reactivated under MPH effect in order to update
memory.

Next, we wondered whether the MPH effects would also be observed
combining the three reactivation into a single, long-lasting reactivation
session. Thus, animals were trained and exposed to a single 12 min
reactivation (Fig. 2J). Fear reduction was limited in the reactivation
(Two-way ANOVA, interaction F 36 = 0.07421, P = 0.99; time
F2,18) = 2.31, P = 0.13; treatment F(5 36y = 24.75, P < 0.0001; SNK
post hoc revealed that the 10 mg/kg, but not the 3 mg/kg dose, ex-
pressed a lower freezing expression in all timepoints compared to the
vehicle group P < 0.05). In the test, no difference was found (One-way
ANOVA; F(5,17) = 0.9544; P = 0.4) (Fig. 2K-L). This result suggests that
three separate reactivations are more effective than a single combined
one in order to update memory.

3.3. MPH impaired acquisition of extinction memory

We next investigated whether MPH affects fear extinction. Then,
animals were fear conditioned and, 48 h later, subjected to a 40-min
extinction session. 10 min before extinction, animals were treated with
MPH (3 or 10mk/kg) or vehicle (Fig. 3A). The higher MPH dose ex-
pressed a lower freezing level in the 1-5 and 5-10 min interval com-
pared to controls (Two-way ANOVA; interaction F14112) = 0.5789,
P = 0.876; time F(7 56y = 1.83, P = 0.099; treatment F(5112) = 11.66,
P < 0.0001; followed by SNK post hoc, P < 0.05) (Fig. 3B). In the
test, the MPH 3 mg/kg group expressed a higher freezing level com-
pared to the controls (One-way ANOVA; F(5 51) = 4.654, P = 0.02; SNK
post hoc; vehicle group vs 3 mg/kg, P = 0.01) (Fig. 3C). Together, these
results suggest that MPH 3 mg impairs the acquisition of extinction
memory.

Next, we evaluated the effect of MPH in the extinction consolida-
tion, by treating animals immediately after the extinction session
(Fig. 3D). No difference was found neither in the extinction session
among the groups (Two-way ANOVA; interaction F(14112) = 0.4576,
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Fig. 1. Methylphenidate temporarily inhibits fear expression. (A) Experimental design. (B) During the reactivation session, freezing levels were reduced by MPH
10 mg/kg when compared to the vehicle group. (C) Test session, no difference was observed among the groups. (D) Experimental design. (E) No difference was
observed in either the reactivation or (F) test. (G) Experimental design. (E) Test session, no difference was observed among the groups. Bars represent mean + SEM.

**p < 0.005.

P = 0095; time Fyss) = 4023, P < 0.0001; treatment
F1129 = 4.140, P = 0.01) nor in the test (One-way ANOVA;
F(Z,ZG) = 09550, P = 039) (Flg 3E and F)

3.4. MPH induces conditioned place preference and increases motor activity

It has been shown that a fear memory may be reinterpreted by the
insertion of rewarding stimuli concomitant with reactivation, such as
chocolate, fruit loops, or caffeine (Haubrich et al., 2015; Pedraza et al.,
2018). We hypothesized that the MPH effect in reducing fear expression

could be caused by its possible hedonic proprieties during reactivations.
Considering that conditioning place preference (CPP) has been largely
used to evaluate drug rewarding properties in rats, we tested whether
MPH in the same doses used above induces CPP. Then, animals were
subjected for 5 conditioning days, where they received MPH or saline
10 min before being exposed to the contexts. One day later, they were
tested in a drug-free condition (Fig. 4A). One Sample t-test showed that
both 3 mg (T = 4.174; P = 0.002) and 10 mg MPH group
(Tsy = 4.714; P = 0.001), but not the vehicle group conditioning
(T10y = 1.250; P = 0.24) spent more time in the conditioning chamber

25



A.D. Arellano Pérez, et al.

A MPH MPH MPH
or or or
Vehicle Vehicle Vehicle
10min 10min 10min
48h 48n 48n 24h 204 [ spontaneous
Training > | amin 4min > | amin 2| st > | " Recovery
B it Cc
Reactivations Test Spontaneous
Recovery
100 100 * o kx
80 * * * 80
2 [ Vehide 2
§ 60 W 3mg/Kg % 60
T 40 W 10mgikg T 4
x X
20 20
L) N 0
Day1 Day2 Day3
- &
Nimodipine Nimodipine Nimodipine
D o or or
Vehicle Vehicle Vehicle
or or
MPH MPH MPH
48n a8n 48h 24h
Training | — | Reaptvaton | i > Pl >| Test
E L F
Reactivations Test
100 100
o 80 o 80 . . 0
£ £ K o %
8 60 g 60 :
L 40 L 407 | o
B ES *
20 '{J\Er;\‘j 20
0 [¢] T
Day1 Day2 Day3
[ Vehicle + Vehicle [ Nimodipine 16 mg/Kg + MPH 3mg/Kg
. Vehicle + Nimodipine 16 mg/Kg D Nimodipine 16 mg/Kg + MPH 10mg/Kg
MPH MPH MPH
G i or or or
K Vehicle Vehicle Vehicle
7 on oh oh
! 48n 48h 24h 20d | spontaneous
Training > amin — 4min 4min >| Test Recovery
H Reactivations 1 Test Spontaneous
Recovery
100
* 00°
80 >
o o
2 [ Vehice £ % o
N 60 W 3mgkg -
9] o
£ 40 Il 10mg/Kg s
B ES
20
Day 1 Day2 Day3
y y y ‘_\\ée (§k9_v DS(_Q
MPH A
or
J Vehicle
10min
48n i 24h
Training Reﬁ;‘f‘xﬁf‘“ > | Test ‘
K Reactivation L Test
100 % & % 100
o0 R
80 80 o
2 [:3/¢\¢ [ Vehicle =4 ° -
§ 60 W 3mg/Kg .8:; 60 T
T 40 W omgkg 4,
x X
20 +//+\+ < 20
0 . ; ; o0l - L -
1" 2nd 3 Vehicle 3mgKg  10mgiKg

Fig. 2. Periodical reactivations under effect of MPH lead to the attenua-
tion of fear memory. (A) Experimental design. (B) Freezing levels were re-
duced by MPH when compared to the vehicle group. (C) MPH 3 and 10 mg/kg
showed a lower freezing level in the test and Spontaneous recovery. (D)
Experimental design. (E) Only the group Nimodipine + MPH 10 mg/kg showed
a lower freezing level in the reactivations. (F) No difference was observed
among the groups in the test session. (G) Experimental design. (H)
Reactivations sessions: MPH 10 mg/kg inhibited temporally the fear expression
in the second day. (I) No difference was observed among the groups in the test
session and Spontaneous recovery test. (J) Experimental design. (K)
Reactivation sessions are divided in three blocks (4 min each), MPH 10 mg/kg
shows a lower freezing expression compared to the control group. (L) Test
session, no difference was observed among the groups. Bars represent
mean *= SEM. *p < 0.05; **p < 0.005.
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compared to chance levels of 50%. Further analysis have shown that the
10 mg/kg, but not 3mk/kg spent more time in the conditioning com-
partment compared to the vehicle group (One-way ANOVA;
Feo27) = 3.437; P = 0.04; SNK post hoc: vehicle group vs 3 mg/kg,
P = 0.12, vehicle group vs 10 mg/kg, P = 0.03) (Fig. 4B) These results
suggest that MPH induces place preference in both doses, pre-
dominantly in the higher one.

It has been shown that the incapacity to express fear behavioral
through an active distractor during freezing response produces a per-
sistent decrease in fear response in subsequent tests even in the absence
of the distractor (Crestani et al., 2015). Considering that there is several
evidence showing that MPH produce a dose dependent increase in the
motor activity (Gerasimov et al., 2000; Yang et al., 2006), it is rea-
sonable to predict that the increase in the motricity during reactivation
leads to a decrease in freezing behavior. To test this prediction, we next
evaluated whether the MPH doses used in the present study affect
motor activity. Then, animals were treated with MPH or vehicle 10 min
before being exposed to an open field (OF) arena (Fig. 4C). Animals
treated with the higher MPH dose increased the number of crossings
compared to the control group (One-way ANOVA; F5,7) = 12.48;
P = 0.0005; SNK post hoc: vehicle group vs 3 mg/kg, P = 0.45, vehicle
group vs 10 mg/kg, P = 0.0002) (Fig. 4D).

We also measured the time spent in the periphery in order to
evaluate whether MPH could affect anxiety-like behavior. One-way
ANOVA revealed no difference among the groups (F 317y = 1.57;
P = 0.236) (Fig. 4E). Taken together, these results suggest that MPH,
especially the higher dose induces both place preference and an in-
crease in motor activity, suggesting that both effects may contribute to
the fear reduction effect.

It has been shown that psychostimulants may present a distinct af-
fective state, in which initially promotes a positive state followed by
and aversive state. Then, we verified whether MPH would induce place
preference if injected earlier. Thus, animals were trained as described
above, but the MPH was administered 30 min before being exposed to
the context. We found no place preference in this pretreatment time
point (Unpaired t-test, Ty = 1.672; P = 0.13) One Sample t-test;
vehicle group Ty = 1.808; P = 0.13 and 10 mg MPH group
Ty = 0.3821; P = 0.72) (Fig. 4F-G).

The above experiment suggests that MPH does not promote a he-
donic state 30 min after its administration. Then, we predicted that
MPH injected 30 min before memory reactivation would not reduce
fear expression. Thus, a new set of animals were trained exactly as in
Fig. 2A, except that MPH was injected 30 min before each reactivation
(Fig. 4H). Over the course of reactivations, 10 mg/kg group presented a
lower freezing level in comparison to the control group (Two-way
ANOVA: interaction F4 36y = 0.7502, P = 0.56; time F(5 15y = 5.284,
P = 0.01; treatment F(5 36y = 16.72, P < 0.0001; followed by SNK
post hoc, P < 0.05). However, no difference was found in the test
(One-way ANOVA; F(517) = 0.2584; P = 078)(Fig. 41-J).

4. Discussion

The main finding of the present study shows that the reactivation
under effect of methylphenidate administration is able to reduce
freezing expression, possibly by updating memory to a less aversive
level. This effect was found when MPH was injected before reactivation,
but not immediately after (Fig. 2C,I). Moreover, it was necessary three
sessions in order to update fear memory. The rewarding property of
MPH showed in the CPP experiment (Fig. 4B), suggests that the up-
dating effect might be due to the integration of hedonic information
with a fear, negative background memory.

In the last decade, it became clear that memory may enter into a
labile state during retrieval, in which the original memory can be
weakened, strengthened or updated by the integration of new in-
formation (De Oliveira Alvares et al., 2013; Kwapis et al., 2017; Lee,
2010, 2008). Thus, the new piece of information is incorporated by
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Fig. 3. MPH impaired acquisition of extinction memory. (A) Experimental design. (B) Extinction session is expressed in blocks of 5min, MPH 10 mg/kg shows
fear reduction during the first two blocks. (C) Test session, MPH 3 mg/kg expressed a higher freezing level compared to controls. (D) Experimental design. (E) No
difference was observed among the groups during extinction and (F) Test session. Bars represent mean = SEM. *p < 0.05.

memory during reactivation, becoming part of it. Particularly, recent
studies have demonstrated that contextually fear conditioned rats could
update fear memory by providing positive emotional stimulus such as
fruit-loops cereal, chocolate or caffeine during retrieval (Haubrich
et al., 2015; Pedraza et al., 2018). Then, animals no longer express a
high freezing response when reexposed to the same conditioned con-
text. Interestingly, in all cases, it was necessary multiple reactivation in
order to enable memory updating, suggesting that this kind of memory
change takes place gradually. Accordingly, the acquisition of an appe-
titive learning usually also requires multiple training sessions. Here, we
used a drug that have strong rewarding characteristic as a potential
agent to modify a previously acquired fear memory. It has been shown
that MPH increases the dopamine levels in the nucleus accumbens
(Quansah and Zetterstrom, 2019; Shimizu et al., 2019), induces self-
administration (Botly et al., 2008; Pena et al., 2011), place preference
(Carmack et al., 2014b; Wooters et al., 2011), and behavioral sensiti-
zation (Askenasy et al., 2007). In order to confirm those findings, we
subjected animals to conditioning place preference. We found that both

3 and 10 mg/kg induce place preference, particularly the higher dose
(Fig. 4B). This finding converges with the abovementioned studies
using other appetitive stimuli showing that hedonic stimulus provided
concomitant with fear reactivation memory attenuates fear expression
even in a drug-free subsequent test. It is possible that the freezing re-
duction found in contextual fear conditioning has limitation on discrete
cue conditioning, since the contingency between the MPH effect and
the cue will be less precise.

It is important to note that the 10 mg/kg MPH dose decreased fear
expression within-session in every experiment in which it has been
injected before reactivation (Fig. 1B; 2 B, K; 3 B). It may be caused by
the increase of the motor activity (shown in the open field experiment,
Fig. 4D). These results are consistent with previous studies (Carmack
et al., 2014b; Koda et al., 2010), that have demonstrated that this effect
regarding locomotor activity is present especially with doses higher
than 5 mg.

It has been recently shown that the proper fear expression itself is
important to the maintenance of fear memory (Crestani et al., 2015).
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Fig. 4. MPH induces conditioned place preference and increases motor activity. (A) CPP experimental design. (B) Animals preferred the compartment paired
with MPH 3 and 10 mg/kg. The higher MPH dose spent more time in the conditioned compartment compared to the control group. (C) Open field experimental
design. (D) MPH 10 mg/kg increased the motor activity compared to the control group. (E) No difference in time spent in the periphery was observed among the
groups. (F) CPP experimental design. (G) MPH do not induce place preference if injected 30min before exposed to the context. (H) Experimental design. (I)
Reactivations sessions: MPH was injected 30min before each reactivation sessions, 10 mg/kg group shows a lower freezing expression compared to the control group.
(J) No difference was observed among the groups in the test session. Bars represent mean = SEM. *p < 0.05; ***p < 0.0005 compared to control, #p < 0.05

compared to 0.5 preference index.

That is, if animals are distracted during freezing behavior (so that they
cannot freeze properly), it affects subsequent fear retrieval, making
animals express lower freezing levels in further tests. This result sug-
gests that there is a feed-forward loop between fear expression and fear
memory maintenance. Thus, if fear response cannot be expressed
during retrieval, it affects the way memory is reconsolidated. Indeed,
Thomas et al. (2017) have demonstrated that the propranolol admin-
istration before, but not after memory reactivation reduces fear ex-
pression. Considering that propranolol blocks the physiological re-
sponses such as heart rate and the general sympathetic response during
retrieval, it may, at least in part, explain the reason why it was more
effective in reducing fear memory expression in a subsequent, drug-free
test compared to post reactivation treatment. Thus, the fact that MPH
affects memory expression by disrupting freezing behavior (by in-
creasing motor activity) could also contribute to the fear reduction
outcome in the following tests.

It is possible that our results in attenuating fear expression following
memory reactivation under the effect of MPH is mediated by counter-
conditioning, in which the negative affective states caused by fear
conditioning can be modified by providing positive hedonic stimulus
during retrieval. Although the CPP and OF experiments offer two pos-
sible reasons underlying the fear reduction promoted by the periodi-
cally reactivation under effect of MPH (memory updating through the
incorporation of hedonic information and the inability to properly ex-
press fear by the increase of motor activity), we cannot completely
dissociate the contribution of each factor. The fact that MPH injection
30 min before still affects motor activity (data not shown) without in-
ducing CPP (Fig. 4G) or reducing fear expression in the test (Fig. 4J)
suggests that the counterconditioning contribution is more significant
than the increased motor activity. Another study has found fear re-
duction injecting the D1/D5 agonist SKF before or after reactivation, as
well as place preference and increase of motor activity (Abraham et al.,
2016). In both cases, the fact that dopamine is closely involved in re-
ward, locomotion, and memory makes any interpretation of changes in
behavior challenging, and limits a clear dissociation among those
components.

One could argue that MPH is actually facilitating fear extinction
instead of updating fear memory, since MPH is a general cognitive
enhancer. Indeed, MPH has been shown to enhance extinction in mice
(Abraham et al., 2012). Although this possibility cannot be excluded,
we believe that it may be not the case, since we would expect sponta-
neous recovery if our fear reduction was mediated by extinction
(Alberini, 2011), however, even tested 20 days after the test, there was
no fear recovery. In addition, we did not find any extinction enhance-
ment by MPH administration when we tested in a standard extinction
protocol (Fig. 3). Also, we found that nimodipine, a drug that has been
shown to prevent memory destabilization (and thus memory updating),
blocks the MPH effect in reducing freezing behavior in the test (al-
though LVGCC inihitors such as nimodipine has also been shown to
impair extinction (Cain et al., 2002), which could impair fear reduc-
tion). Furthermore, surprisingly, we found that MPH actually impairs
fear extinction (Fig. 3C). Taken together, we suggest that the fear re-
duction effect is probably due to the incorporation of positive hedonic
information as a result of the MPH treatment concomitant with re-
trieval that updates the original fear memory to a less aversive level.

The fact that we have found a significant fear reduction only under
short-length reactivation sessions may be explained in light of the

opposite-process effect (Ettenberg et al., 2004), which posits that psy-
chostimulants such as MPH induces distinct affective states overtime.
Initially, it induces a reinforcing positive state, but becomes aversive
with the passage of time, when the drug plasma levels starts to fall.
Indeed, we and others (Wooters et al., 2011) have found that MPH
induces place preference when injected 10, but not 30 min before ex-
posing to the CPP apparatus. This particularity may explain the dis-
crepancy between other studies regarding fear extinction (Abraham
et al., 2012).

Since the beginning of this century, the possibility to attenuate fear
memory by interfering with reconsolidation has emerged as a promising
strategy to erase pathological memories (Beckers and Kindt, 2017).
However, most of the interference approaches rely on toxic pharma-
cological treatment such as protein synthesis inhibitors following re-
trieval, limiting its direct application in humans. We consider the up-
dating strategy to deal with pathological memory a promising approach
that requires to be further explored, since it permanently attenuated
fear expression by employing a broadly used drug that has been safely
administrated in humans.
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Abstract

It has been shown that a previously consolidated memory can incorporate either new external
information or a novel internal emotional state following a labile state induced by reactivation.
This updating process allows editing unwanted fear memory, leading to the reduction of fear
response. Memory can be modulated by the circadian cycle. Considering that rodents are more
active during the night, expressing less fear behaviour, we investigated whether fear memory can
be updated when reactivated during the dark cycle. We found that rats expressed lower freezing
levels during a single reactivation session in the dark cycle, but not in the test. However, three
reactivation sessions in the dark cycle were able to update fear memory, reducing freezing
response in the test performed in the light cycle. This effect was blocked when the glucocorticoid
synthesis inhibitor metyrapone was administered before reactivation. This approach opens new
avenues to explore interventions that consider the circadian cycle in the treatment of fear
memories based on non-pharmacological interventions.

Keywords
Circadian cycle, Fear memory, Glucocorticoids, Reconsolidation, Extinction.

Highlights:

- Reactivation in the dark cycle attenuates fear memory expression within session, but not in the
test.

- Successive fear reactivations in the dark cycle update memory, attenuating freezing expression
in the test.

- Fear memory attenuation through reactivations in the dark cycle is mediated by
glucocorticoid release.
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Introduction

Aversive emotional experiences can trigger the formation of pathological memories and the
development of post-traumatic stress disorder (PTSD) (Parsons &amp; Ressler, 2013). Although
extinction-based therapy is effective in part of the patients suffering from PTSD, this treatment
has several limitations, such as the return of the fear symptoms with the passage of time (Bouton,
2002). Thus, understanding conditions through which extinction might overcome these
limitations would be extremely important to deal with maladaptive fear memories.

In the last decades, it became clear that a well-consolidated memory can enter a labile state
following reactivation. During this plastic state, memory strength or its content can be modified
by distinct interventions before being reconsolidated (De Oliveira Alvares & Do-Monte, 2021).
Although several studies have been successful to attenuate fear memory by affecting memory
reconsolidation through pharmacological interference, most of these treatments are toxic and
cannot be used in humans (Beckers & Kindt, 2017). It has been proposed that the reconsolidation
approach to reduce fear expression is more effective than extinction-based strategy because the
fear attenuation seems to be permanent (Lee et al., 2017).

Recently, it has been shown that fear memory can be updated to a less aversive level if some
internal or external information is inserted in the background of fear memory. For instance, the
presence of appetitive information (such as chocolate and caffeine) (Haubrich et al., 2015;
Pedraza et al., 2018), some specific endogenous state (Sierra et al., 2013), or delivering a very
low footshock (Popik et al., 2020) during memory reactivation is capable of robustly and
permanently attenuate fear expression. The advantage of these methods of intervention relying
on behavioural therapies based on memory updating is that it does not require potentially toxic
drugs.

Cognitive performance can be modulated by time-of-day, that is, depending on the circadian
cycle, memory retrieval might be enhanced or impaired (Hasegawa et al., 2019). Although it has
been demonstrated that memory is affected by the circadian cycle (Eckel-Mahan et al., 2008;
Hasegawa et al., 2019), it is still unknown whether it influences memory updating. It has been
shown that there is a freezing reduction in a fear memory retrieved in the dark cycle (Chaudhury
& Colwell, 2002). Here, we hypothesized that this fearless state achieved by the active cycle
could be incorporated in the background of a fear memory during the plastic state induced by
reactivation, updating it to a less aversive level.

Experimental procedures

Subjects

Were used male Wistar rats (2-3 months old, weighing approximately 300g) from CREAL at the
Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS), which were housed 4 per cage in Plexiglas
boxes, under a 12hs light/dark cycle (7 am/7 pm) at a constant controlled temperature (21°C +2),
with water and food available ad libitum. All the procedures followed the Brazilian ethical
guidelines for animal research. For this study, we used a total of 132 rats. For each experiment,a
new batch of animals was used.

Behavioural apparatus and procedures

Contextual Fear Conditioning (CFC)

The conditioning chamber consisted of an illuminated Plexiglas box (25 x 25 cm grid of parallel
0.1 cm caliber stainless steel bars spaced 1 cm apart). One day before conditioning, animals were
exposed to the conditioning chamber for 5 min in the light cycle. The conditioning training
sessions were carried out in the light cycle, rats were placed in the chamber for 3 min, then
received two 2s, 0,7 mA foot-shocks separated by a 30s interval; they were kept in the
conditioning context for an additional 30s before returning to their home cage. The conditioning
chamber presented an independent light source, so that the brightheness inside the chambers was
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the same regardless of the cycle phase.

Reactivation sessions and test

Reactivation sessions were performed 2 days after training in the same context, in either the dark
cycle (8 pm-11 pm) or the light cycle (2 pm-5 pm), during 4, 12, or 28min. Another experiment
was designed with three short 4-minute sessions with intervals of 2 days between each one. No
footshocks were delivered during reactivation. The test session was performed during the light
cycle, in the same context for 5 minutes, 1 day after the last reactivation session. In the 12 and
28-min reactivations, data were shown and analysed in blocks of 4 min.

Behavioural Measurement

Freezing behavior was used as a memory index, being registered with a stop watching in real-
time by an experienced observer unaware of the experimental conditions. Freezing is defined as
a total cessation of all movements except those required for respiration (Blanchard & Blanchard,
1969).

Open field

Locomotor activity was assessed in an open field chamber of 49 cm height and 60 x 60 cm walls,
which was made of wood counted on distinct visual cues in the walls, and floor divided into 25
equal rectangles or “sectors". During the experiment, a low-intensity light of ~25 lux was equally
distributed into the chamber. The behaviour was recorded by video tracking and processed
offline.

Animals were exposed to open field, either light or dark cycle during 5 min, crossings between
sectors (locomotor activity) was measured, as well as the time spent in the periphery and center
of the apparatus.

Drug

Metyrapone (Sigma-Aldrich), a corticosterone synthesis inhibitor, was dissolved in sterile
isotonic saline with 10% DMSO to a final concentration of 50 mg/ml and injected intraperitoneal
(50 mg/kg). The dose of metyrapone was selected based on previous findings, indicating that it
effectively blocks stress-induced increases in circulating levels of corticosterone (Roozendaal et
al., 1996).

Statistical Analysis

The statistical analyses were performed using Student's t-test; one-way, two-way, or repeated-
measure analysis of variance (ANOVA), followed by Sidak’s posthoc test, when necessary. All
data used the confidence level of 95% and the values of P <0.05 were considered statistically
significant. All experiments were randomized and performed blindly.

Results

Reactivation in the dark cycle attenuates fear memory expression within a session, but not in the
test.

Fear memory can be updated to a less aversive level depending on the condition presented during
reactivation. Here, we first asked whether a brief reactivation in the active (dark) cycle would
affect memory reconsolidation in a subsequent test performed in the light cycle. Animals were
fear conditioned in the light cycle and, after 2 days, memory was reactivated in either the light or
the dark cycle. One day later, animals were tested in the same context in the light cycle (Fig. 1A).
Student’s t-test showed significant different between the groups during memory reactivation, (t
(16) = 2.305, P = 0.0349; n=9 per group), but not in the test session (Student’s t-test, t (16) =
2.018, P = 0.0606) (FiglB-C). This result indicates that memory reactivation in thedark cycle
inhibits fear expression, but memory is not updated, since animals keep expressing high freezing
levels in the light cycle test.

Next, we asked whether a longer reactivation session would be able to reduce fear expression in
the test. Following the same training protocol described above, animals were exposed to a 12-
minutes fear memory reactivation (3x4-min block) in either the light (n = 8) or the dark (n = 9)
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cycle (Fig. 2A). During reactivation, repeated-measures ANOVA revealed no effect of time
(blocks) x group interaction (F(2,21)=0.9761, P=0.3932), nor significant effect between time
(F(2,24)=0.7466, P=0.4847), but significant effect between groups (F(1,21)=26.16, P=<0.0001,
Fig. 2B). Sidak’s multiple comparisons test revealed a significant difference between groups in
the second and third reactivation blocks (block 1-3, P=0.1297; block 6-9, P=0.0413; block 9-12,
P=0.0017). Curiously, no effect was found between the groups in the test (Student’s t-test, t (15)
= 0.6514, P = 0.5247; Fig.2C). These results showed again that during reactivation in the dark
cycle, fear memory is suppressed, but it does not lead to any effect in the test performed in the
light cycle.

Successive reactivations in the dark cycle lead to attenuation of fear memory.

It has been shown that periodical reactivation in the presence of caffeine, methylphenidate,
chocolate, and a weak footshock leads to memory updating and a permanent fear attenuation
(Popik et al., 2020; Arellano Pérez et al., 2020; Haubrich et al., 2015; Pedraza et al., 2018). We
then asked whether subjecting spaced reactivations during the dark cycle would undergo fear
attenuation in a test performed in the light cycle. Animals were trained in the light cycle as
described above, and fear memory was reactivated in three 4-minutes sessions during the light (n
= 12) or dark (n = 10) cycle, with an interval of 2 days between them. Twenty-four hours later,
animals were tested in the light cycle (Fig.2D). During reactivation sessions, repeated- measures
ANOVA showed an effect of sessions x group interaction (F(2,16)=5.161, P=0.0186), and
significant effect within sessions (F(2,22)= 29.37, P<0.0001), but no effect between groups
(F(1,11)=0.8397, P=0.3791). Sidak post hoc multiple comparisons showed a significant effect
between the sessions in the dark cycle (1st - 2nd, P= 0.0007; 1st - 3rd, P<0.0001; Fig. 2E).
Student’s t-test showed a significant fear reduction in the dark cycle-reactivated group in the test
(t (20) = 3.039, P = 0.0065; Fig. 2F). These results indicate that successive reactivations in the
dark cycle lead to a fear attenuation.

Fear expression in the dark cycle is reduced within extinction session, but not in the test

Our results so far showed that several reactivations in the dark cycle lead to fear memory
attenuation. Next, we wondered whether it would also attenuate fear expression by enhancing
extinction. Then, we conditioned the animals as above, and 2 days later they were subjected to
an extinction session (28 minutes) in the light (n=12) or dark cycle (n=10) (Fig. 2G). During
extinction training repeated-measures ANOVA showed no effect of time (blocks) x group
interaction (F(6,105)=1.928, P=0.0830), but significant effect between groups (F(1,105)=7.416,
P=0.0076), and between time (blocks) (F(6,105)=4.232, P=0.0007; Fig. 2H). Although the dark
cycle group expressed lower fear expression during the extinction session, no significant
difference was found in the test (Student’s t-test, t (15) = 0.08887, P = 0.9304; Fig. 2I).

Fear memory attenuation through reactivations in the dark cycle is blocked by Metyrapone.
Considering that there is an increase of glucocorticoids level during the active phase (dark cycle)
(Dalm et al., 2005; Segall et al., 2006), we next evaluated whether the enhanced corticosterone
levels at the beginning of the dark cycle would be participating in the fear memory reduction.
Thus, we hypothesized that the administration of the glucocorticoid synthesis inhibitor
metyrapone would block the effect on fear memory attenuation found in Fig. 2F. In this
experiment, all rats were trained in the light cycle and reactivations were performed only in the
dark cycle. Fifty minutes before each reactivation, metyrapone (n=7) or vehicle (n=11) was
administered intraperitoneally (Fig. 3A). During reactivations, repeated-measures ANOVA
showed no effect of sessions x group interaction (F(2,8)=0.6732, P=0.5368), nor significant effect
between groups (F(1,10)=0.4939, P=0.4982), but significant effect between sessions
(F(2,20)=21.87, P<0.0001;Fig. 3B). One day later, in the test, significant differences were found
between the groups (Student’s t-test, t .,= 2.603, P = 0.0192; Fig. 3C). These results confirmed
our hypothesis that inhibition of synthesis of glucocorticoids with metyrapone impaired fear
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memory attenuation caused by reactivations in the dark cycle.

We performed an experiment identical to the abovementioned, except that metyrapone (n=4) or
vehicle (n=8) were injected before memory reactivation in the light phase (Fig. 3D). During
reactivations, repeated-measures ANOVA showed no effect of session X group interaction
(F(2,2)=1.222, P=0.4500), between groups (F(1,7)=0.2061, P=0.6636), nor between sessions
(F(2,14)=2.258, P=0.1413; Fig. 3E). In the test session, no significant differences were found
between the groups (Student’s t-test, t .,= 0.8842, P = 0.3973; data not shown). These results
confirm that inhibition of glucocorticoid synthesis with Metyrapone impairs fear memory
attenuation only when the memory is reactivated in the dark cycle, when the corticosterone level
is increased.

The circadian cycle does not interfere with fear memory conditioning or locomotor activity.
Next, we asked whether training either in the dark or light cycle would affect memory formation.
To evaluate this possibility, we carry out a training protocol in the dark (n=6) or light cycle
(n=12), and fear memory was tested two days after in the light cycle (Fig. 4A). We found no
differences between the groups trained in the dark or light cycle in the test (Student’s t-test, t (10)
= 0.6640, P =0.5217; Fig. 4B).

Finally, we asked whether our results could be influenced by the possible motor activity increase
during the dark cycle. Then, rats underwent an exploration-free behavior in an open field during
either the light (n=8) or dark (n=8) cycle and locomotor activity was registered through the
number of crossings. No difference was found between the groups (Student’s t-test, t (14) =
0.5290, P=0.6051; Fig. 4C), suggesting that our memory fear reduction in animals reactivated in
the dark cycle does not rely on motor activity changes.

Discussion

In this study, we evaluated the effect of memory reactivation during the light or dark cycle in
fear-conditioned rats. We showed that memory reactivated in the dark cycle exhibited a lower
freezing level within the session compared to the group reactivated in the light cycle (Fig. 1B
and 2B). However, this attenuation was temporary, since no effect was found in the test session
performed in the light cycle. Second, we found that periodical short reactivations in the dark
cycle attenuate fear memory, as observed by the low freezing presented in the test session (Fig.
2F). Third, we have shown that this effect on fear memory attenuation through several
reactivations in the dark cycle is, at least in part, mediated by corticosterone (Fig. 3).

Depending on the memory reactivation lenght, two distinct processes can take place. Short
reactivation might undergo reconsolidation, while longer reactivation might induce extinction
(Suzuki et al., 2004, Wang et al., 2009; De Oliveira Alvares et al., 2013). It has been
demonstrated that memory short reactivations might undergo destabilization. During this labile
period, new external information or internal emotional state can be inserted into the original
memory, updating its content or strength (de Oliveira Alvares & Do-Monte, 2021; Lee, 2009).
In the last decades, several studies have shown that pharmacological treatments injected
immediately after fear memory reactivation impairs the freezing response in the test (Blundell et
al., 2008; D¢biec & LeDoux, 2006; Lee et al., 2006; Milekic & Alberini, 2002; Nader et al.,
2000). Although this strategy has been considered promising for attenuating traumatic-like
memory, most of this evidence was performed by toxic drug treatments such as protein synthesis
inhibitors or NMDA antagonists (Beckers & Kindt, 2017).

Recently, other strategies able to attenuate fear memory response without using drugs
relying on the plastic state induced by reactivation have been demonstrated (De Oliveira Alvares
& Do-Monte 2021). Usually, this new approach updates the previously acquired fear memory by
an emotional remodelling, in which positive information is presented during memory
reactivation. Then, fear memory is modified and rewritten to a positive/less-aversive level. This
emotional remodelling during reactivation has been shown using chocolate, cereals, caffeine, and
methylphenidate (Arellano Pérez et al., 2020; Haubrich et al., 2015; Pedraza et al., 2018).
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Another interesting study reported that fear-conditioned rats incapable of expressing freezing
because of an air-puff distractor during reactivation also express low freezing levels in the
subsequent tests (without any distractor) (Crestani et al., 2015). That is, the incapacity to properly
express the emotional experience during the memory vulnerable state induced by the reactivation
is sufficient to disrupt memory reconsolidation, updating it to a less aversive form. It has been
shown that animals express a lower freezing level if they are tested in the active-dark cycle
(Albrecht & Stork, 2017; Chaudhury & Colwell, 2002).

In the present study, we wondered whether the fearless state presented in the dark-cycle
reactivation could be incorporated in the original memory, modifying it to a less aversive level.
We have found that one single short session of reactivation is not enough to attenuate fear
memory in the test. Regarding longer reactivations, we found that a 12-min exposure does not
induce extinction in any group. On the other hand, 28-min exposure in the training context
presented a robust within session extinction in the dark cycle group, although no difference was
found in the test. We feel that animals during the dark cycle present a reduction in the fear
expression without actually decrease the fear memory, since this difference is not maintained in
the test. However, three short reactivation sessions in the dark-cycle were able to update memory,
reducing the freezing in the test performed in the light cycle.

One of the main events involved in the oscillations of the circadian cycle is the fluctuation
of glucocorticoid levels. There are several studies showing the important role played by
glucocorticoid on memory (Cordero et al., 1998 and 2002; Souza, et al. 2014; Kaouane et al.,
2020; Park et al., 2006). The corticosterone reaches its peak a few hours following the dark cycle
(Dalm et al., 2005). Considering that memory reactivation was performed when glucocorticoids
are extremely elevated, we hypothesized that this increase in glucocorticoid levels would be
affecting the fear memory attenuation. As shown on fig 3B, the glucocorticoid synthesis inhibitor
metyrapone prevented the fear attenuation caused by the reactivation in the dark cycle (but not
in the light cycle (Fig. 3E), suggesting that the increased corticosterone levels during memory
updating play an important role in the fear memory reduction. It is possible that the high
glucocorticoid levels during reactivation impair per se memory retrieval (De Quervain et al.,
1998; Meir Drexler & Wolf, 2017) (and this fearless response is incorporated in the original
memory), and/or glucocorticoid impairs the reconsolidation process directly (Amiri et al., 2015).
One possible mechanism underpinning our findings is that the increased glucocorticoid levels in
the dark phase increase the endocannabinoid levels (Balsevich et al., 2017), which has been
shown to facilitate memory destabilization (Lunardi et al., 2020; Suzuki et al., 2008) as well as
fear extinction (Marsicano et al., 2002; Sachser et al., 2015).

It has been shown that extinction training is affected by the circadian cycle (Albrecht &
Stork, 2017; Woodruff et al., 2015). Although we confirmed that animals undergoing extinction
in the dark cycle express less freezing within session, no difference was found in the test. We
also expected to find a difference in the memory retention in animals trained in distinct cycles
(Garren et al., 2013). It is possible that our protocol in both extinction and conditioning is above
the threshold that might be sensitive to the circadian cycle modulation. In fact, memory formation
and extinction were only found in weak/mild protocols (Chaudhury & Colwell, 2002; Hasegawa
et al., 2019). Although nocturnal rodents are generally less active during the day, we did not find
any motor difference in the open field (Fig. 4C). It is possible that this effect was overcome by
the novelty of the open-field arena. Recently, it has been shown that a night of sleep after a post-
reactivation treatment is essential to reduce fear expression by reconsolidation mechanisms, thus,
factors such as the circadian-cycle and sleep should be taken into account in approaches relying
on interventions based on reconsolidation (Kindt & Soeter, 2018).

It is important to note that fear reduction was observed in some protocols along the
experiments, although this effect was more evident in the dark group. The absence of subsequent
tests such as spontaneous recovery and reinstatement limits the interpretation of the results
regarding the process involved in our findings. Another limitation of this study is that the
corticosterone level was not directly measured (although several studies have demonstrated that
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it happens, such as Chauveau et al., 2010; Gaelle et al., 2019; Roozendaal et al., 1996).
Recently, many studies have demonstrated that fear memories might be remodelled by changing
their emotional valence during the plastic state induced by reactivation, without using any toxic
treatment. This memory updating robustly reduces the fear response. Here, we found another no
invasive approach resulting in fear attenuation. The main finding reported in this study is that (a)
periodical reactivations in the dark cycle update fear memory to a less aversive level, and (b) this
effect is, at least in part, mediated by corticosterone. Thus, this study might be important to
optimize strategies to deal with pathological memories. Our results suggest that therapeutical
approaches to treat traumatic memories could be enhanced by being performed in the appropriate
daytime.
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Figure 1. A brief reactivation in the dark cycle attenuates fear memory expression within
session, but not in the test (A) Experimental design. Rats were trained in the light cycle, 48hrs
later fear memory was reactivated (4 minutes) in either the light (n = 9) or dark (n=9) cycle. The
test session was performed 24hrs later. (B) Freezing levels during reactivation were reducedin the
dark cycle group. (C) No differences were observed between the groups in the test. For each box,
the bold inner line shows the median, the interquartile range (IQR) bounded by the 25th and 75th
percentiles; the whiskers are represented by the 5th and 95th percentiles; data points along the
distribution represent individual results. *p < 0.05.
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Figure 2. Successive reactivations, but not a long-lasting one, in the dark cycle, lead to
attenuation of fear memory. (A) Experimental design. Rats were trained in the light cycle, 48hrs
later fear memory was reactivated in either the light (n = 8) or dark (n =9) cycle. The testsession
was performed 24hrs later. (B) The reactivation session time (12 minutes) shows the freezing
expression in three 4-minute blocks. The freezing levels were lower in the second and third
blocks for the group reactivated in the dark cycle compared to the group reactivated in the light
cycle. (C) No differences were found between groups in the test. (D) Experimental design.Rats
were trained in the light cycle, 48 hours later the fear memory was reactivated through three
sessions (4 minutes) at an interval of 2 days for each, in the light (n = 12) or dark (n = 10) cycle.
The test session was performed 24 hours after the last reactivation session. (E) The reactivations
are expressed in three 4-minute sessions. The dark cycle reactivated group showed a reduction
of fear throughout sessions. (F) Animals reactivated in the dark cycle showed a lower level of
freezing compared to the group reactivated in the light cycle in the test. (G) Experimental design.
Rats were trained in the light cycle, 48hrs later fear memory was reactivated in an extinction
session in either the light (n = 9) or dark (n = 8) cycle. The test session was performed 24 hours
after the last reactivation session. (H) The extinction session time (28 minutes) is expressed in 4-
min blocks. Animals reactivated in the dark cycle showed a freezing reduction within the session
compared to the group reactivated in the light cycle. (1) No differences were found between
groups in the test. Bars represent mean £ SEM. For each box, the bold inner line showsthe median,
the interquartile range (IQR) bounded by the 25th and 75th percentiles; the whiskers are
represented by the 5th and 95th percentiles; data points along the distribution represent individual
results. *p < 0.05.
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Figure 3. Fear memory attenuation through reactivations in the dark cycle is attenuated by
glucocorticoids synthesis inhibition. (A) Experimental design. Rats were trained in the light
cycle, and 48hrs later fear memory was reactivated in the dark cycle through three sessions (4
minutes) at an interval of 2 days for each. Metyrapone (n =11) or vehicle (n =11) was injected
50min before each session. The test session was performed 24 hours after the last reactivation
session. (B) The reactivations are expressed in three 4-minute sessions. Both groups showed a
decrease in fear memory across sessions. (C) The vehicle group showed a lower level of freezingcompared
to the group reactivated with Metyrapone in the test session. (D) Experimental design.Rats were trained in
the light cycle, and 48hrs later fear memory was reactivated in the light cyclethrough three sessions (4
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minutes) at an interval of 2 days for each. Metyrapone (n =4) or vehicle(n =8) was injected 50min before
each session. The test session was performed 24 hours after the last reactivation session. Metyrapone or
vehicle was injected 50min before each reactivation. (E) The reactivations are expressed in three 4-minute
sessions. The groups show no differences between the reactivation sessions. (F) Test session, no
differences between the groups were found. Bars represent mean + SEM. For each box, the bold inner
line shows the median, the interquartile range (IQR) bounded by the 25th and 75th percentiles; the
whiskers are representedby the 5th and 95th percentiles; data points along the distribution represent
individual results.

**p < 0.005, *p < 0.05.
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Figure 4. The circadian cycle does not interfere with fear memory formation or locomotor
activity. (A) Experimental design. Rats were trained either in the light (n = 6) or dark (n =
6) cycle. 48hrs later fear memory was tested in the light cycle (B) In the test session, no
differences were found between the conditioned groups either in the light or dark cycle. (C) Open
field. Rats were exposed to an open field, either in the light (n = 8) or dark cycle (n = 8) for 5
min, and crossings between sectors were measured. No difference in the number of crossings in
the open field was observed between the groups. For each box, the bold inner line shows the
median, the interquartile range (IQR) bounded by the 25th and 75th percentiles; the whiskers are
represented by the 5th and 95th percentiles; data points along the distribution represent individual
results.
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7. DISCUSSAO

Estudos feitos em nosso grupo de pesquisa demonstram que a reativacdo de memarias de medo
concomitante com a apresentacdo de um estimulo de valéncia gratificante ou um distrator, conduz
aatenuacdo de memdrias de medo através da reconsolidacdo (Arellano Perez et al., 2020;Crestani
et al., 2015; Haubrich et al., 2015; Pedraza et al., 2018). Assim, aproveitando o estado labil apds
sua reativacdo, as memorias sdo susceptiveis de interferéncias ou mudancas através da
incorporacgéo de nova informacdo, ou um novo estado emocional produto da reativagdo: quando
a memoria é evocada o traco mnemdnico é desestabilizado e reestabilizado novamente, nessa
janela de tempo a memdria se torna maledvel e suscetivel a intervengdes.

As descobertas dos trabalhos anteriormente citados deram a base para a proposta dos
estudos realizados nesta tese. Aqui, foi avaliado o efeito de intervencdes promissoras reportadas
na literatura para a atenuacao de memorias aversivas. No capitulo 1, foi usado MFD, um farmaco
bem conhecido pela sua acdo psicoestimulante e com efeitos amplamente reportados na literatura
para o tratamento de TDAH, assim como para o tratamento de TEPT. Inicialmente, foram
testadas varias doses (0,5 mg/kg — 10 mg/kg) e tempos de administracdo (5, 10 e 20min) (dados
preliminares ndo mostrados). Conforme o que foi demonstrado em trabalhos anteriores, o efeito
do farmaco foi dependente do tempo de administracdo (Fig. 4). Aqui, encontramos que MFD na
dose de 3 mg/kg e 10 mg/kg, 10min antes da reativacdo gerou um efeito na atenuacéo do
congelamento durante a reativacao (Fig. 1), sendo um efeito que ocorreu s6 durante a sessao e
foi especifico quando MFD foi administrado antes da sesséo.

Este achado inicial nos levou a pensar que sessdes sucessivas poderiam ser efetivas para
incorporar na memaria esse novo estado emocional associado a um efeito antiaversivo ou pelo
aumento da locomocdo. Efetivamente, trés sessdes foram suficientespara atenuar a memaria de
medo, como mostrado no teste e 20 dias ap0s, além disso, o efeito foidependente dos mecanismos
da reconsolidacdo (Fig. 2). De maneira interessante, quando MFD foi testado antes da sessdo de
extingdo a memaria apresentou um prejuizo no teste para a dose de3 mg/kg (Fig. 3). Por ultimo,
foi comprovado que as doses aqui utilizadas de MFD geram um efeito de preferéncia contextual
e um aumento da atividade locomotora sé na dose de 10 mg/kg.Os resultados deste primeiro
trabalho mostraram que sessfes periodicas sob o efeito de MFD permitiram a atualizacdo da
memoria, seja pelo estado positivo associado com a valéncia gratificante da droga durante a
reativacdo, ou pelo aumento da atividade locomotora na dose de 10 mg/kg.

Até aqui, os achados encontrados sustentam o postulado que a reativa¢do de uma memdria

de medo através de varias sess6es sobre um estado emocional gratificante conduz a sua
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reconsolidacdo. Para o proximo trabalho foi pensado uma categoria de intervencdo ndo
farmacoldgica, considerando-se as variagdes do ciclo circadiano, considerando trabalhos prévios
que indicam que durante a fase ativa os ratos expressam um nivel de congelamento menor,
apresentam aumento nos niveis de corticosterona e maior liberacdo de algunsneurotransmissores.

No capitulo 11 nos perguntamos se sessdes de reativagdo da memoria durante a fase ativa
(ciclo escuro) seriam melhores que durante a fase inativa (ciclo claro) para atenuar a memoria de
medo. Ratos foram treinados no CAC durante o ciclo claro e a memoria de medo foi reativada
no ciclo claro ou escuro, e posteriormente testada no dia seguinte no ciclo claro. Durante a
reativacdo da memdria no ciclo escuro, 0s ratos mostraram uma diminui¢do da expressdo de
congelamento em comparacdo com o grupo controle (ciclo claro), mas sem efeito no teste (Fig.
1). Em seguida, realizou-se uma reexposicdo de tempo maior para avaliar algum efeito na
aceleracdo de extingdo, mas o resultado foi 0 mesmo: sem efeito no teste (Fig. 2B). Istosugere que
durante o ciclo escuro a memaria é evocada com uma diminuicao na expressao de congelamento,
efeito que nos levou a pensar que através de reativacdes sucessivas a memoria poderia ser
atualizada; assim, foi encontrado que ao longo das reativacdes a expressdo de congelamento foi
decaindo, apresentando um nivel menor no teste, comparado com o outro grupo (Fig. 2F).
Curiosamente, no experimento seguinte avaliamos esta intervencdo na memoria de extingo,
embora quando o grupo reativado de noite teve uma aceleracdo na atenuacdo do congelamento,
no teste mostrou ter 0 mesmo efeito que o grupo que passou pela extingao no cicloclaro.

Como mencionado anteriormente, o aumento dos glicocorticoides durante a fase ativa
seria 0 principal candidato para explicar os efeitos encontrados no ciclo escuro; assim, avaliou-
se a administracdo de um inibidor (metirapona) antes de cada sessdo de reativacao,
consequentemente, encontrou-se que o efeito na atenuacdo da memoria reativada durante o ciclo
escuro foi revertido (Fig. 3). Finalmente, controles foram feitos para avaliar se o
condicionamento da memdria poderia ser afetado pelo ciclo em que animal recebeu o treino, e se
teria alguma diferenca na atividade locomotora. Aqui, foi encontrado que independente do ciclo
que o treino foi realizado ndo ha interferéncia na formacdo da memoria, isto concorda com as
descobertas da literatura, mas ndo foram observadas diferencas na atividade locomotora entre
ciclos, o que poderia ser devido ao registro metodoldgico utilizado nesse experimento. Nesse
altimo trabalho foi mostrado que aproveitando a atenuacdo da expressdo da memoria na fase que
0s ratos sdo mais ativos e quando os niveis de corticosterona estao elevados, foi possivel atenuar

a expressdo da meméria de medo.
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Para a seguinte intervencdo realizada nesta tese consideraram-se estudos que reportaram
os efeitos do suporte social na inibicdo da expressdo do medo. A hipotese principal era que a

exposicdo de uma fémea durante a reativacao de uma memdria aversiva em machos representaria
um estimulo gratificante, tendo em vista sua valéncia social e sexual, potencial para atenuar a
memoria aversiva e promover sua atualizagéo.

Para testar nossa hipotese no capitulo 111, desenhou-se uma sessdo de reativacdo da
meméria de medo de 12 minutos: exposicdo prévia do rato treinado por 3 minutos e depoisa
apresentacdo de um coespecifico pelos proximos 9 minutos. Os primeiros 3 minutos para evocara
memoria ao contexto serviriam como gatilho para desestabilizar/labilizar seu traco e assim
favorecer os mecanismos da reconsolidacdo com a incorporacdo do coespecifico ao contexto.
Considerando o efeito da familiaridade, um grupo de machos passou por uma sesséo de interagdo
com uma fémea um dia apds treino (fémea familiar) por 30 minutos, ou até o dia seguinte (fémea
até o proximo dia/overnight) separados s antes da reativacdo. 48 horas apés treino, os machos
foram reexpostos ao CAC (sem choque) para a sessdo de reativacdo (sozinhos por 3 minutos
seguido pela apresentacao da fémea: familiar, overnight, ou ndo conhecida), o grupo controle néo
passou pela interacdo social, s6 foi exposto ao CAC sozinho (Fig. 1A). Foi mostrado que durante
a exposicdo da fémea, 0os machos apresentaram atenuacdo do congelamento, mas s6 o grupo
exposto com a fémea familiar ou durante a noite teve uma atenuagdo da memoria de medono teste,
sem retorno dela em testes posteriores (Fig. 1 C, D). Considerou-se que a familiaridadeatravés da
sessdo de interacdo social ou durante a noite tinha o mesmo efeito, assim, para proXimos
experimentos foi realizado s6 o protocolo de interacdo social para o grupo com fémeasfamiliares.

Com o propoésito de avaliar esse efeito em uma sessdo mais longa, no proximo
experimento realizou-se uma sessdo de 15 minutos, com as mesmas condi¢cdes experimentais
anteriormente mencionadas. De maneira interessante, 0 mesmo efeito foi encontrado na sessdo
de teste, 0 grupo que passou pela reativacdo com uma fémea familiar teve uma atenuagdo da
memoria de medo (Fig. 1 E, G).

No proximo experimento avaliamos se o efeito encontrado anteriormente poderia ser
também facilitado pela apresentacdo de outro macho, assim, para corroborar nossa hipotese
inicial, mesmas condi¢cdes experimentais foram mantidas (Fig. 1H). Durante a reativacdo 0s
machos treinados com exposicao do coespecifico expressaram uma atenuagdo do congelamento,
tratando-se de uma resposta temporal, pois os efeitos ndo foram encontrados no teste (Fig. 11-K).
Esses resultados corroboraram nossa hipotese, o que nos levou a testar se esse efeito na memoria

com apresentacdo de um coespecifico familiar do sexo oposto também poderia estar presente em
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fémeas (Fig. 1L). Assim, fémeas expostas a machos familiares durante a reativacéo, expressaram
um nivel de congelamento menor ao grupo controle, mas ndo foram encontrados efeitos no teste
(Fig. 1M, N). Os resultados encontrados até aqui permitiram-nos demonstrar que este efeito da
atenuacdo da memdria era especifico em machos com exposicdo para fémeas familiares. Desde
que esse efeito foi encontrado quando a fémea foi apresentada no CAC ap0s a reativagdo da
memoria aversivo no macho, nos préximos experimentos nos perguntamos se a evocacgao da
memoria no contexto de medo era necesséria antes da exposicéo da fémea (Fig. 2).

Assim, foi demonstrado que a reativacdo da memaria no macho era necessaria antes da
exposi¢do da fémea, pois quando eles foram re-expostos em simultaneo, ndo foram encontrados
efeitos na sessdo de teste (Fig. 2B, C). Considerou-se que a atenuacdo da memoria poderia ser
consequéncia de um efeito isolado dos mecanismos de suporte social (tamponamento do medo)
e se sO a exposicdo da fémea fora do contexto poderia ter algum efeito (Fig. 2D, G) apés os 12
ou 3 minutos de reativacdo. Aqui, foi demonstrado que a apresentacdo concomitante da fémea
no contexto aversivo era necessaria para conduzir a atualizagdo da memoria de medo (Fig. 2F,
). Validando nossa hipotese que o efeito encontrado na atenuacdo da memaria de medo seria
conduzido pelos mecanismos da reconsolidagéo.

Por outro lado, foi importante responder se a atenuacéo da memaoria nos machos expostos
com fémeas poderia ser também conduzida através de uma sessdo de extingdo (Fig. 3A).
Curiosamente, a formacdo da memdoria de extingdo foi prejudicada no grupo exposto com fémeas,
na sessdo de teste realizada um dia apés (Fig. 3B, C).

Finalmente, buscamos responder os mecanismos envolvidos na atualizacdo da memoria
dos machos com exposicdo das fémeas (Fig. 4). Os principais candidatos mencionados na
literatura foram a ocitocina e a dopamina. Para testar seus efeitos, as mesmas condigcdes
experimentais foram mantidas, um antagonista seletivo de receptores do tipo dopamina D1 (SCH)
foi administrado intra-HPC antes da sessdo de reativacdo (Fig. 4A). Consequentemente, o
blogueio dos receptores de dopamina impediu o efeito na atenuacdo da memaria (Fig. 4AB-C).
Em seguida, o mesmo protocolo foi realizado e um blogueador dos receptores de OT foi
administrado (atosiban) (Fig. 4D), seu efeito inibiu a atenuacdo da memoria de medo, como
registrado na sessdo de teste (Fig.4 E, F). Com o propoésito de corroborar esse Ultimo achado e
testar se a liberacdo da OT era dependente da exposicdo da fémea, no Gltimo experimento OT foi
infundida no HPC antes da sessdo de reativacdo simulando o efeito da fémea (Fig. 4G, H).
Resultados na sessdo de teste mostraram que o grupo infundido com OT teve uma reducdo do
congelamento comparada ao grupo controle (Fig. 4 ). Os resultados deste Gltimo experimento

permitem concluir que a
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ativacdo dos receptores de dopamina (D1, D5) e ocitocina no hipocampo medeiam o efeito na
atualizacdo das memorias de medo em machos que passaram pela reativacdo com a exposicao de
uma fémea conhecida.

Tendo em conta os efeitos encontrados com a administragdo de OT no hipocampo na
atenuacdo da memoria e a escassa literatura avaliando este efeito, decidimos estudar sua
participacdo na memdria de medo contextual.

O capitulo 1V buscou estudar o papel da ocitocina no hipocampo no protocolo de
condicionamento aversivo ao contexto. No primeiro experimento deste capitulo avaliou-se o
papel da ocitocina na aquisicdo da meméria, utilizando duas doses a partir de dados registrados
na literatura (Fig. 1 A). Encontrou-se que a dose mais baixa de OT (0,033) teve um efeito de
prejuizo na aquisicdo da memoria (Fig. 1B), sendo esta a dose utilizada para 0s proximos
experimentos. Para avaliar se esse efeito da OT no teste poderia ser observado também na
consolidacdo da memoria a curto prazo, OT foi administrada apés treino e a sessao de teste foi
realizada 2 horas apos (Fig. 1C), mas ndo foram encontrados efeitos (Fig. 1D.). Em seguida,
avaliamos se o efeito na consolidacao seria dependente do sexo, para isso as mesmas condicoes
experimentais foram feitas e OT pré-treino foi infundida em fémeas (Fig. 1E); ndo obstante,
efeitos ndo foram encontrados na sessdo de teste (Fig. 1F). Posteriormente, para avaliar os efeitos
da OT apos reativagdo da memoria, realizou-se uma sessdo curta de reativagdo e uma sessao de
12 minutos e OT foi infundida no HPC imediatamente apds (Fig. 2A, D). Na sesséo de 6 minutos,
OT ndo teve efeito na sessdo de teste (Fig. 2C), enquanto apds a reativacdo de 12 minutos, efeitos
significativos foram encontrados no teste, e 0 grupo que recebeu OT teve uma atenuagdo da
memoria (Fig. 2F). No experimento seguinte foi avaliado o efeito de OT no hipocampo, na
aquisicdo e na consolidacdo da memdria do medo (Fig. 3A, D). Os resultados sugerem que 0
grupo que recebeu OT antes da sessdo de extin¢do ndo teve efeito algum, assim como, na sessdo
de teste (Fig. 3B, C), o que ndo diferiu quando OT foi administrada apds treino de extin¢ao, 0s
grupos ndo mostraram diferencas no teste (Fig. 3 E, F).

Uma vez descrito os resultados encontrados nesta tese, surgem diversas questdes que
necessitam discussdo. Primeiramente discutiremos se as intervencdes utilizadas aqui apresentam

elementos em comum que estariam conduzindo a atenuacdo da memoria.
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7.1 Atenuando a expressao de medo com estimulos gratificantes: efeitos na atualizacdo da

memaria

Como descrito anteriormente, aproveitando o estado labil de uma meméria durante sua
reativacdo, ela € susceptivel a incorporar um novo estado emocional, atenuando
consequentemente sua expressdo. A base das intervencdes avaliadas aqui tinha em comum o fato
de serem estimulos com propriedades gratificantes ou recompensadoras com efeitos associados
a um aumento do estado de alerta e amortizador da resposta de estresse. Assim, nossa hipotese
principal foi que a apresentagdo desses estimulos durante a reativagdo conduziria a memdria para
sua atualizacdo.

No capitulo 1, foi usado MFD, um psicoestimulante que inibe a recapta¢do de dopamina
e noradrenalina, com efeitos gratificantes reportados para as doses usadas aqui, 3 e 10 mg/kg. No
capitulo 2, reativacdes no ciclo escuro ou fase ativa dos ratos, ciclo caracterizado pelo aumento
da liberagdo de glicocorticoides e de neurotransmissores como dopamina, noradrenalina e
serotonina. O capitulo 3, evidenciou o efeito da exposicdo de uma fémea durante a reativacédo da
memoria de medo em ratos machos, propriedades gratificantes associadas pela interacdo social
e sexual, ativando a liberacdo de dopamina e oxitocina no hipocampo. Quanto ao capitulo 4, foi
mostrado o efeito da OT no hipocampo na reativagdo de medo ao contexto, associada
principalmente pelas suas propriedades gratificantes na interacéo social, e pelas suas sinalizagdes
para o NAc.

Estudos préevios reportam a participacdo da dopamina, noradrenalina, glicocorticoides e
ocitocina na reconsolidacdo de memorias aversivas (Wideman et al., 2018), mas intervencoes
comportamentais como as realizadas aqui com exposicdo de coespecifico do sexo oposto e
reativacdes da memdria na fase ativa dos ratos sdo as primeiras nessa linha, trazendo uma
contribuicdo significativa para o estudo de terapias ndo farmacologicas.

E importante mencionar que o efeito encontrado na atualizacio da memaria respondeu a
um planejamento da dose, tempo e configuracdo da sessdo de reativacdo para cada uma das
intervencdes utilizadas aqui:

No caso de MFD no capitulo I o efeito encontrado na atenua¢do da memoria foi
especifico para as doses de 3 e 10 mg/kg, curiosamente, MFD 3 mg/kg teria o efeito terapéutico
equivalente a dose usada em humanos (Kuczenski & Segal, 2005; Gerasimov et al., 2000); o
tempo de administracdo foi 10 minutos antes da sessdo de reativagcdo, tempo onde as

concentragdes maximas de dopamina sdo alcancadas apds sua administracdo (Shimizu et al.,
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2019). De maneira interessante, quando a droga foi administrada 30 minutos antes na prova de
preferéncia contextual, ou antes, da sessdo de reativagdo, ndo foram encontrados efeitos. 1sso
demonstra que enquanto o MFD gerou um estado gratificante no contexto aversivo facilitou a
atualizacdo da memoria.

No capitulo 11, as sessdes de reativacdes no ciclo escuro foram realizadas a partir das 20
h quando os glicocorticdides atingem niveis altos (Pace-Schott et al., 2013), assim como a
liberacdo de neurotransmissores proprios do ciclo circadiano associados com o aumento da
dopamina, serotonina e noradrenalina; isto corrobora com que o estado endégeno do animal
durante a reativacdo levou a atenuacdo da memoria. De fato, como demonstrado nos resultados,
quando os ratos receberam um inibidor da sintese de glicocorticdides (metirapona) o efeito na
atenuacdoda memdria foi bloqueado.

Para o capitulo 111, a incorporacdo de uma fémea familiar durante a reativacdo de uma
memoria de medo em machos apds sua evocacéo conduz a atenuagdo da memaria de medo, sendo
um efeito mediado pelos receptores de dopamina e ocitocina no hipocampo. Aqui, nossa hipdtese
foi que a apresentacdo da fémea como estimulo gratificante para o macho conduziria a
reconsolidacdo da memoria, trés minutos de evocacgdo prévia nos machos foram pensados para
levar a memoria para desestabilizar/labilizar seu traco mnemaonico. Interessantemente, este efeito
esteve ausente em fémeas quando machos foram apresentados, o que sera discutido em um
proximo topico. Finalmente no capitulo 1V, estudando o efeito de OT no hipocampo, encontrou-
se um prejuizo na consolidacdo da meméria apenas em machos e um efeito na atenuagdo da
memoria aversiva quando administrada pds-reativacéo.

Uma consideracdo importante sobre os resultados deste trabalho foi o efeito dependente
das intervengdes concomitante com a exposicao ao contexto aversivo, no caso de MFD (Capitulo
I) e a exposicdo com fémea familiar (capitulo I11). Na administracdo de MFD efeitos ndo foram
encontrados poés-reativacdo ou sem a exposicdo ao contexto, embora MFD apresente
propriedades de reforco cognitivo, aqui poderiamos salientar suas propriedades gratificantes que
concomitantemente com a exposicdo ao contexto levou a atualizacdo da memoria aversiva ou
associadas com o aumento da atividade locomotora para a dose de 10 mg/kg.

No caso da exposicdo com fémea, sua apresentacdo prévia ou depois do contexto ndo
gerou efeitos na meméria, demonstrando que nédo se tratava de um efeito de suporte social fora
do contexto, como ja foi registrado na literatura com o uso de coespecificos (Kiyokawa &
Hennessy, 2018; Liu, 2016; Mikami et al., 2020); inclusive, a presentacdo da fémea durante toda

a sessdo de reativacdo (12 minutos) ndo gera efeito algum, tendo em vista que a memoria

97



precisou estar em um estado potencial para labilizar-se e s6 depois a exposi¢do da fémea no
contexto aversivo levou a atualizacdo da memdria. Os resultados apresentados aqui concordam
com trabalhos anteriores do nosso grupo, onde a administracdo da cafeina e apresentacdo de
chocolate concomitantes com a exposi¢ao ao contexto foram necessarios para a atualizacdo da
memoria (Haubrich et al., 2015; Pedraza et al., 2018).

Para ter um efeito na atualizacdo da memoria, sessdes sucessivas foram necessarias com
MFD e reativagdes no ciclo escuro, enquanto a exposicdo com fémea apenas uma sesséo foi
suficiente. Uma das possiveis interpretacdes estaria associada com as modula¢des enddgenos na
manutencdo do efeito em cada intervencao e a expectancia do erro de predicéo.

O erro de predicdo pode determinar o destino da memdria ap6s sua evocagdo sendo a
diferenca entre o esperado (estimulo incondicionado) e o encontrado, um maior erro de predicao
estaria associado a formacdo da memoria de extin¢do, enquanto um menor erro levaria a sua
atualizagdo, porem existe um estado chamado “limbo” onde o destino da memoria pode nao ser
especifico (Merlo et al., 2014; Sevenster et al., 2014).

Assim, o0 MFD (ativacdo de um estado interno) e uso do ciclo escuro envolvem estimulos
internos, enquanto a apresentacdo da fémea um estimulo externo; ambos inibem a expresséo de
medo, mas os efeitos enddgenos no estado emocional poderiam ser mantidas de forma
diferenciada. O efeito do estado emocional nas duas primeiras intervencdes tanto gratificante,
poderia ser, mais flutuante na sua manutencgéo que a representacdo de um estimulo externo como
a apresentacdo de uma fémea, o estado emocional pode ser mantido por mais tempo tornando-se
menos susceptivel de variaveis enddgenas para sua mantenca.

E importante salientar que o efeito com a exposicio da fémea, so foi encontrado quando
a memaria no macho foi reativada previamente, isso quer dizer que ainda quando a incorporagédo
do estimulo gratificante seja mantido durante a sessdo, a memoria precisa ser labilizada.
Diferentemente nos capitulos | e Il onde o efeito foi junto a exposicao ao contexto. Outro fator
para para considerar a modulacdo do erro de predicdo. A apresentacdo da fémea no contexto
entanto estimulo gratificante (externo) poderia ter levado para um menor erro de predicéo,
enquanto as duas primeiras intervengdes sem evocacao previa da memoria e mais susceptiveis
de flutuagdes enddgenas, a predicdo do erro poderia ter sido leve porém mais inespecifica.

Em conclusdo, a incorporacao do estimulo com propriedades gratificantes (nos diferentes
capitulos) foi modulada por sua forca e intensidade, gerando um estado emocional diferenciado
durante a exposi¢do ao contexto.

Assim, estimulos endégenos precisariam de mais sessGes com a reativacdo da memaria
para ela se tornar susceptivel de incorporar essa nova informacdo ou estado emocional e ser

atualizada enquanto usando um estimulo externo a atualizagdo da memoria foi mais imediata
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(Chen et al., 2021). Isto levanta a questdo se o efeito quantitativo ou qualitativo do estimulo

apresentado poderia mediar a mudanca na valéncia da memoria e posteriormente sua atualizag&o.

7.2. Interferindo na atualiza¢é@o ou acelerando a extingao

Segundo a literatura, ndo estd claro se as intervencBes baseadas no
contracondicionamento para a atualizacdo de memorias se tratam de um mecanismo que
permitiria a facilitagdo de extingdo ou do fato do contracondicionamento estar gerando uma
reconsolidacdo da memoria (Keller et al., 2020). Entretanto, o tempo de reativacdo da memoria
pode designar seu destino. Assim, sess@es curtas levam a desestabilizacdo da memoria, 4 minutos
conduziria para sua reconsolida¢do, 12 minutos pode entrar em um estado de limbo (extingédo ou
reconsolidacdo), e sessdes de 30 minutos geram extingdo (Suzuki et al., 2004).

Uma observacdo metodoldgica nos experimentos foi o uso do protocolo de recuperagéo
espontanea e reinstalagdo como testes controles para avaliar a suscetibilidade do retorno da
memoria de medo apos as intervencgdes, mesmo quando o grupo controle passou ou ndo por um
protocolo de formacdo de memdria de extincao.

Esta consideracao precisa ser discutida em nossos protocolos, embora no uso do MFD e
nas reativacdes no ciclo escuro e varias reativacdes foram necessarias, acreditamos que nossos
resultados suportam a ideia que intervencbes contracondicionantes estariam agindo na
reconsolidacdo da memoria. No caso de MFD foi mostrado que no teste de recuperagdo
espontanea a memaria nao teve retorno, inclusive, como apresentado atravées das reativacgoes, 0
grupo controle ndo teve uma queda do congelamento ao longo das reativac@es, indicador que o
protocolo ndo levaria a uma atenuacdo do congelamento assim como quando foi usado um
inibidor da desestabilizacdo (nimodipina), efeitos ndo foram encontrados. No caso das
reativacdes no ciclo escuro ambos os grupos tiveram uma diminuicdo do congelamento ao longo
das sessbes (Fig. 2 D), mas quando testados no ciclo onde foram treinados (claro) s6 o grupo
reativado no ciclo escuro teve um nivel de congelamento mais baixo. Porém, sessdes posteriores
ndo foram realizadas para testar o efeito na extin¢do, aqui acreditamos que 0S mecanismos
poderiam ser reconsolidacdo considerando dois fatores, primeiro os niveis de corticosterona além
do estado gratificante proprio do ciclo escuro seriam um gatilho para sua atualizacéo, por outro
lado, o tempo de reativacao entre sessdes foi de 2 dias, tratando-se de reativacdes periddicas e
ndo cronicas, o que facilitaria o processo de reconsolidacdo (Elsey & Kindt, 2018; de Oliveira
Alvares et al., 2013). Interessantemente, inicialmente um estudo piloto foi realizado com um
intervalo de 24 horas entre as reativacgoes, e resultados no teste ndo mostraram diferencas entre

0s grupos, pelo que foi preciso aumentar o tempo entre as reativacoes.
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7.3. Atenuacdo da expressdo de medo e prejuizo na extingao

Um resultado em comum dos capitulos I e 111 foi o efeito na sessdo de extin¢do. Em ambos
casos, a administracdo de metilfenidato ou a exposicdo de uma fémea na sessao de extin¢ao
prejudicaram a formacdo da memoria de extingdo, como observado pelo aumento do
congelamento na sessdo de teste. Nossas descobertas sdo as primeiras desse reportadas na
literatura usando coespecifico de diferente sexo. Embora tenha sido um efeito que nds
esperavamos encontrar, seus efeitos podem ser atribuidos ao mecanismo de agdo das
intervencdes, em ambos 0s casos, um aumento dos niveis de dopamina e noradrenalina estariam
sendo liberados durante a sessdo. A literatura reporta que o comportamento de tipo estressor e 0
aumento da liberacdo de noradrenalina em conjunto com a amigdala participam na modulacdo da
memoria de extingdo, pelo que niveis altos podem prejudicar sua formagéo (Giustino & Maren,
2018). De fato, nos machos a interagdo com fémeas pode acarretar um aumento nos niveisde
glicocorticoides e se tornar uma experiéncia benéfica ou de prejuizo, dependendo do tempo de
interacdo (Garrat et al., 2016).

Por outro lado, uma das caracteristicas principais para predizer a reconsolidacdo ou
extincdo na reativagdo de memorias aversivas é o tempo de reativacdo e como consequéncia o
erro de predicdo como descrito anteriormente, assim, um erro de predicdo leve facilita a
reconsolidacdo, enquanto um erro de predi¢do alto leva a formacdo de memoria de extin¢ao
(Sevenster, et al., 2014).

Nos resultados do MFD, é possivel observar que os animais na dose de 3 mg/kg tiveram
uma atenuacéo do congelamento ao longo da sessé@o, enquanto na dose de 10 mg/kg a expressao
do congelamento foi inibida, mesmo no caso da apresentacdo da fémea. Em ambos experimentos
0s niveis do grupo intervencdo foram altos em comparacdo com o grupo controle gerando um
prejuizo na consolidacdo da memdria de extingdo, embora a diferenca estatistica de MFD foi na
dose de 3 mg/kg. Aqui, os efeitos cognitivos do MFD poderiam ter conduzido a uma alteracéo
do erro de predicéo, prejudicando a memoria da extin¢do, assim mesmo, no caso da inibi¢do da
expressdo do medo para MFD na dose de 10 mg/kg (aumento da atividade locomotora) e da
exposicdo da fémea na sessdo de extingdo, interferido a aquisicdoda memoria de extingdo como
observado ao longo da sessdo. Cabe salientar que nossos achadospodem ser considerados para

seu uso em humanos, repensando sua aplicacdo em terapias de exposicao.
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7.4. Fémeas sdo o melhor suporte para atenuar o medo em machos?

Descobertas anteriores mostram que a apresentacdo de uma fémea para um macho
representa um estimulo atraente, tanto social quanto sexual, capaz de diminuir a resposta de
ansiedade e medo como demonstrado em estudos de suporte social (Yost et al., 2019; Chari,
2020). Este efeito de suporte também tem sido demonstrado entre machos e entre fémeas,
mostrando efeitos promissores entre coespecificos familiares. Os resultados mostrados no
capitulo Il mostram que a apresentacdo de uma fémea familiar na reativacdo da memoria de
medo em machos gera um efeito na atualizagdo da memaria. Mas o fato de ndo encontrar esse
efeito em fémeas ou mesmo entre machos levanta questdes que devem ser respondidas.

Em primeiro lugar, deve se ter em conta que nos protocolos de interacdo social no
comportamento de medo, estdo presentes dois paradigmas, um efeito de tamponamento onde o
coespecifico observador reduz o medo do rato que expressa resposta de estresse, e um efeito de
contagio emocional onde o coespecifico treinado gera uma resposta de estresse no observador, 0
gue aumenta nele a resposta de medo. Resultados na literatura sugerem que o contagio emocional
entre sexos ndo apresenta diferencas, embora entre interacdes de sexo diferente ndo fica claro
(Dumais & Veenema, 2016). Com o proposito de avaliar esta variavel, o coespecifico observador
foi exposto a camara de condicionamento, 48 horas ap0s da sessdo de exposicdo com o rato
treinado, niveis de congelamento foram registrados e comparados entre 0s grupos de ratos que
foram observadores. Aqui foi encontrado que os niveis de congelamento entre os observadores

machosfoi maior, mas estatisticamente so entre machos e fémeas ndo familiares.

Coespecifico observador

100

Congelamento (%)

Anexo 1. Comportamento de medo no coespecifico observador.
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Este indicador sugere que os machos sdo mais susceptiveis a expressar contagio
emocional que as fémeas, 0 que sugere que as fémeas poderiam ter maiores recursos para atenuar
as respostas de medo em machos e incorporar menos a resposta de medo deles. O que poderia
ser corroborado pelas diferencas na expresséo de ocitocina (Dumais & Veenema, 2016). Agora,
isso poderia responder o porqué as fémeas ndo conseguiram atualizar a memoria de medo
considerando o fator de interesse social.

Tanto machos quanto fémeas evitam interagir com um coespecifico ndo familiar,
entretanto, existem algumas variagdes para familiares. Por exemplo, fémeas demonstram uma
preferéncia para interagir com coespecificos familiares, inclusive se estdo estressados, enquanto
machos os evitam (Rogers-Carter et al., 2018). No entanto, trabalhos sugerem que as fémeas
consideram as interacdes do mesmo sexo mais gratificantes do que os machos (Borland, et al.
2019). Considere-se que as fémeas sejam mais sensiveis as propriedades compensadoras e
aversivas das interacdes sociais do que os machos, de forma que seria necessaria menos interagdo
social para produzir os mesmos niveis de recompensa social, em compara¢do com 0s machos.
Esse sistema de recompensa teria seus efeitos em forma de U invertida, no aumento de OT na
VTA, assim, machos sdo menos sensiveis aos efeitos de aumento de OT, e que concentracdes
crescentes de OT aumentam inicialmente a recompensa, mas podem posteriormente conduzir a
uma resposta aversiva em concentracdes mais elevadas.

As consideracdes anteriormente descritas podem responder que efetivamente as fémeas
podem se tornar mais susceptiveis a atenuar a resposta da memoria de medo em machos por um
menor contagio do medo, e por representar um estimulo gratificante tanto social pelo aumento
dos niveis de oxitocina no macho quanto sexual pelos mecanismos da dopamina.
Interessantemente, em modelos animais a preferéncia condicionada por parceiros sociais/sexuais
do mesmo sexo pode desenvolver-se durante a coabitacdo sobre uma atividade D2 ou OT
reforcada (Triana-Del Rio et al., 2015). Uma pergunta que ficaria por responder em fémeas
treinadas ao CAC ¢é se a exposicdo de outra fémea familiar poderia ser melhor que um macho

para conduzir a atenuacao da resposta de medo em uma sessdo curta de extingao.
7.5. Ocitocina modula a aquisicdo de memarias aversivas, efeito dependente do sexo

Ocitocina é necessaria para a formacdo da memdria de extincdo, mas seus efeitos
dependente do sexo ndo parece estar claro. No capitulo 1V, quando OT foi administrada apos a
sessdo de treino de CAC, em ratos machos gerou um prejuizo na consolida¢do, enquanto em
fémeas teve um ligeiro aumento nos niveis de congelamento comparado com o grupo controle
(diferencas ndo significativas), assim seria importante trazer algumas consideragdes reportadas

na literatura.
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Os parametros de ocitocina segundo o sexo em ratos, ndo tem sido quantificado, embora,
fémeas mostram frequentemente uma maior expressdo, enquanto machos mostram maior
quantidade de receptores (Dumais & Veenema, 2016), pelo que niveis mais baixos em fémeas
devem ser considerados para conseguir efeitos similares de OT quando usada em machos (Lu &
Hu, 2021). Outraconsideracdo seria a distribuicdo de U invertida, niveis maiores para gerar uma
resposta Otima, podem gerar uma resposta de estresse ou aversiva nesses animais (Borland et al.,
2019).

Assim, seria importante estudar o efeito dose dependente de OT para machos e fémeas
especialmente no hipocampo, onde ndo se encontra com literatura suficiente, e nossos achados

representam os primeiros nessa area.

7.6. Alcance das intervengfes em pesquisa com humanos.

O uso de estimulos gratificantes, ou seja, a inducdo de um estado positivo apos a
reativacdo de memorias aversivas, resulta em um importante alvo de interven¢do em humanos
para estudar os mecanismos de reconsolidacdo de memorias com intervencdes baseadas no
contracondicionamiento. Inclusive, tem sido demonstrado que a ativacdo de um engrama de
memoria positiva é suficiente para conter a expressdo de memorias negativas e facilitar sua
atualizacdo com uma valéncia menos aversiva (Ramirez et al., 2015; Redondo et al., 2014).

A manipulacdo da memdria durante a reconsolidacéo abriu oportunidades para atualizar
memorias indesejadas. Em humanos, o foco de intervengdes encontra-se nas memorias
episodicas. Até agora, as memorias autobiograficas tém demonstrado ser passiveis de
reconsolidacdo (St. Jacques et al., 2013). IntervencGes mostraram que a utilizacdo de tarefas
geradoras de estresse ou novas aprendizagens durante a reativacdo de memorias autobiograficas
prejudicou a sua reconsolidacao, apenas em neutras (Schwabe & Wolf, 2009, 2010); em outro
trabalho, foi demonstrado que um periodo de sono apds a evocacdo pode beneficiar a
reconsolidacdo adaptativa de memorias autobiograficas aversivas (Azza et al., 2022). Na linha
de intervencbes contracondicionantes, Pifieyro et al. (2018) utilizou estimulos positivos
(imagens) apds a evocacdo de memorias autobiograficas negativas e mostrou ser possivel
reconsolidar a representacdo negativa para estas memdrias, mas apenas em mulheres. Estas
descobertas apresentadas até aqui realcam as propriedades dinamicas das memorias
autobiograficas, e sua susceptibilidade para a reconsolidacdo do seu contetdo (Lempert et al.,
2017).
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Resposta na memoéria

8. CONCLUSOES

A figura a seguir mostra os resultados de acordo com cada capitulo

Capitulo/ Reconsolidagio Extingdo Mecanismos envolvidos

1

I t Preferéncia de lugar
memoria de medo memoria de medo condicionada

(3 sessoes)

Ritalina’

10mg

t atividade locomotora

r 53
- lmemo”a de._medc’) [ Inlblgéo da sintese dos
(3 sessoes)
3

glicocorticoides.

d , d
Q || \ g 8 o
d d Bloqueio dos receptores
tmeméria de medo hipocampais D1/D5 e

== Z
& \ oxitocina

4 Aquisicao da memoria

L 18 — Sl o
Figura 7. Conclusbes por capitulo

Capitulo 1. Reativacbes sucessivas sob o efeito da administracdo de metilfenidato
levaram a atenuacao da memoria do medo por meio da reconsolidacao, enquanto em uma sessao
de extinc¢do foi encontrada um prejuizo; entre 0s mecanismos envolvidos encontrase o efeito de
preferéncia condicionada e o aumento da atividade locomotora.

Capitulo 2. Foi demonstrado que sucessivas reativacdes da memdria do medo no ciclo
escuro levam a atenuacdo da memoria de medo treinada e testada no ciclo claro, ndo foram
encontrados efeitos na extingdo; o principal mecanismo envolvido foi explicado pela inibicéo da
sintese de glicocorticoides no inicio do ciclo escuro.

Capitulo 3. A apresentacdo de um co-especifico de sexo oposto familiar é capaz de
atualizar a meméria do medo somente em machos. Enquanto em uma sessdo de extincao,
prejudica a aquisicdo da memoria de extingdo. Este efeito foi prevenido pela inibicdo dos
receptores D1-dopamina e da ocitocina no hipocampo.

Capitulo 4. A administracdo de ocitocina no hipocampo ap6s uma sessdo de reativacao
da memoria gerou um prejuizo na reconsolidacdo, entretando, ndo foram encontrados efeitos na
extingdo. Quando OT foi administrada na aquisicdo da memdria do medo em machos e fémeas,
gerou um prejuizo na consolidacdo da memoria somente em machos.

Os resultados apresentados nesta tese abrem novos caminhos de intervences que
poderiam ser utilizadas em humanos para atenuar a expressdo de memorias aversivas,
especialmente em programas com suporte social, ou através da reativacdo da memoria de acordo

com o ciclo circadiano e a liberagéo de glucocorticoides.
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