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Epigrafe

Nothing in life is to be feared,

it is only to be understood.
Now is the time to understand more,
so that we may fear less.

Marie Curie



Resumo

A atenuagdo de memorias aversivas € um dos grandes desafios da psiquiatria translacional
e da prética clinica. Atualmente duas estratégias comportamentais t€ém sido estudadas, a
extingdo e a reconsolidagdo da memoria. A primeira ¢ baseada em repetidas exposi¢cdes
aos estimulos traumaticos num ambiente seguro. A reconsolidacdo por outro lado se
mostra promissora, no entanto ainda ndo conseguiu permear no tratamento clinico e
continua em debate sua implicagdo pratica em humanos. Neste trabalho, testamos os
efeitos da cafeina e da fluoxetina na reconsolidacdo e extingdo de memorias aversivas
contextuais em ratos. A cafeina conseguiu reduzir o medo condicionado em memorias
fracas, fortes e muito intensas, assim como memorias remotas. No caso da fluoxetina,
animais tratados cronicamente conseguiram discriminar melhor entre o contexto de treino
e um contexto neutro, além de facilitar a extingdo. O mecanismo pelo qual a fluoxetina
afeta a generalizagdo e a extingdo parece ser através do continuo engatilhamento do
hipocampo durante a evocagao e tal efeito depende de uma remodelacao dos espinhos
dendriticos no hipocampo, principalmente aqueles espinhos maduros, tipo cogumelo. Em
populacdes ndo tratadas e categorizadas como discriminadores e generalizadores, foi
encontrada uma correlagdo negativa entre a maior taxa de discriminacao e menores niveis
de congelamento no teste da extingdo, mostrando que possivelmente o efeito induzido
pela fluoxetina na extin¢do pode ser explicado pela manuten¢do da discriminagdo. O
resultado se mostrou também associado com dependéncia hipocampal durante a evocagdo
da memoria. Em conjunto, nossos resultados mostraram que sustancias amplamente
consumidas como a cafeina e a fluoxetina podem atenuar memdorias aversivas por
mecanismos diferentes. Além do debate acerca de novas perspectivas clinicas, discutimos

nossos resultados com base na teoria da consolidagao sist€émica da memoria.
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Abstract

Fear memory attenuation represents a major challenge in translational psychiatric and
clinical practice. Currently, two behavioral strategies have been used to enhance fear
memory reduction, extinction and memory reconsolidation. The first one is supported by
several evidence, from a theoretical perspective to practical levels. In fact, exposed-based
therapies are the classical approach for fear-related disorders. On the other hand, memory
reconsolidation seems to be promissory, however, it has not been able to permeate clinical
treatments and currently is under intense debate about their practical applications in
humans. In this work, we evaluate the effects of caffeine and fluoxetine during
reconsolidation and extinction of contextual fear memories in rats. Our results showed
that caffeine is able to enhance fear memory attenuation using periodical memory
reactivation in contrast to the generalized protocol based on a single memory reactivation.
Caffeine was able to attenuate fear memory in weak, strong and very strong training
protocol as well as remote memories. Fluoxetine was able to maintain memory precision
and enhance extinction, the mechanism through which fluoxetine affects generalization
and extinction seems to be through the postponement of systems consolidation, thereby
maintaining hippocampal involvement during retrieval. Such an effect relies on a
remodeling of dendritic spines in the hippocampus, as well as the number of mature,
mushroom-type spines promoted by fluoxetine treatment. In a large number of non-
treated animals categorized as discriminator and generalizer, we found a negative
correlation between the discrimination index and freezing levels after extinction. This
result suggests that effects of fluoxetine during extinction can be partially related to the
ability of fluoxetine to maintain memory discrimination. In addition, fluoxetine promotes
the hippocampal involvement during memory retrieval. Taking together, our results
showed that caffeine and fluoxetine are able to reduce fear memory by different
mechanism. Our results are discussed in light of systems consolidation hypothesis and

new frameworks are proposed toward the establishment of precise psychiatry and clinical

psychology.
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1. Introducao

A pesquisa em modelos animais ¢ sem davida uma das principais ferramentas da ciéncia
basica. No entanto ¢ importante reconhecer que mesmo com o avango na exploragdo e
manipulacdo do sistema nervoso central assim como o desenvolvimento de novos
farmacos, a implementagao terapéutica destas descobertas enfrenta uma crise
translacional (Howe et al., 2018; Hariri e Holmes, 2015). Na neuropsiquiatria, o problema
parece ser mais evidente, pois de fato somente 9% dos farmacos que passam por ensaios
clinicos estardo disponiveis comercialmente (Hay et al., 2014). Dito problema de
aplicabilidade pode ser interpretado de duas formas: a primeira, mais otimista, usa como
explicacdo um sistema de pesquisas organizado, com responsabilidade cientifica e de
saude publica, que limita o acesso a novos tratamentos até atingir graus de qualidade e
seguranca elevados. A segunda, e infelizmente mais sobressaliente, mostra que a crise de
translagdo pode estar arraigada na producdo do proprio conhecimento, isto ¢&,
incapacidades na reprodugdo dos dados, analises estatisticas ndo apropriadas e modelos

com validade limitada (Howe et al., 2018).

O panorama acima mencionado vai em paralelo com o conhecimento ainda escasso dos
mecanismos pelos quais alguns farmacos disponiveis comercialmente exercem seu efeito
terapéutico. Um exemplo classico surge dos farmacos antidepressivos e em particular da
fluoxetina. Um potente efeito antidepressivo com baixos efeitos colaterais, alta
seletividade e uma quantidade significativa de ensaios clinicos levaram a fluoxetina a ser
testada e aprovada pela FDA s6é um ano depois do seu uso inicial na Bélgica em 1986
(Perez-Caballero et al., 2014). O mecanismo de acdo da fluoxetina confirmava
parcialmente a teoria monoaminérgica da depressao que a partir de 1965 dominou nosso
universo cientifico. Os Inibidores Seletivos da Recaptagdo de Serotonina (5-HT)
ofereceriam uma alternativa aos antidepressivos triciclicos e inibidores da
monoaminooxidasa (IMAO) conhecidos pelos seus efeitos colaterais significativos e

baixa adesdo (Schildkraut, 1965).

O panorama hoje tem mudado bastante e poucos continuam defendendo a teoria
monoaminérgica como principal mecanismo da depressao (Wong e Licinio, 2001; Berton

e Nestler, 2006). Mais do que um fendmeno de maior ou menor concentragdo de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hariri%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26404709
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Holmes%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26404709
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wong%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11331918
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Licinio%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11331918

neurotransmissores, a fisiopatologia da depressdo (e os efeitos terapéuticos dos
antidepressivos) parece residir na plasticidade macro e microestrutural de circuitos
encefalicos especificos (Castrén, 2013). Um experimento que mostrou esse novo cenario
foi realizado por Maya Vetencourt et al (2008), onde a inibi¢ao de estimulagdo sensorial
visual diminuiu drasticamente a responsividade de grupos neuronais no cortex visual. No
entanto um tratamento cronico com fluoxetina facilitou a atividade neuronal a estimulos
percebidos pelo olho aberto. Adicionalmente, o mesmo tratamento promoveu a
recuperagdo funcional quando a estimulag¢io do olho fechado foi permitida. E importante
mencionar que essa dinamica na plasticidade sensorial do coértex visual tem sido
identificada s6 em periodos pos-natais, abrindo a possibilidade que o tratamento cronico
com fluoxetina recupere uma janela de plasticidade perdida naturalmente durante a idade

adulta.

Além de farmacos utilizados ha décadas para diferentes transtornos psiquiatricos, outros
compostos mostraram-se eficazes e parecem ser muito promissores para melhora-los.
Dois exemplos particulares sdo: as substancias psicodélicas, em particular aquelas que
possuem como principio ativo a dimetiltriptamina (Belouin e Henningfield, 2018) e as
metilxantinas, encontradas no cha verde e no café, que t€ém se mostrado efetivas na
diminuicdo de ansiedade e depressdo em modelos animais (para uma revisdao ver Nabavi
et al., 2017), assim como no aprimoramento cognitivo em condicdes normais e
patologicas (Dragicevic et al., 2012; Klaassen et al., 2013). A dimetiltriptamina ainda esta
abrindo caminho entre a burocracia dos sistemas de satde, a¢des legais e uma resisténcia
cientifica que s6 comecou a ser superada em meados de 1990 (mesmo com uma evidéncia
solida do possivel efeito terapéutico dos psicodélicos, que tem sido coletada entre 1950 e
1970) (Abraham et al., 1996; Bogenschutz e Ross, 2018). J4 as metilxantinas transcorrem
historicamente entre evidéncias muito heterogéneas, o que tem levantado duvidas acerca
de sua utilidade na pratica clinica (Schuster e Mitchell, 2019). A evidéncia da cafeina no
aprimoramento do rendimento fisico parece mais estavel que seus efeitos na cogni¢ao
(Nehlig, 2010), no entanto, Borota e colaboradores (2014) mostraram que uma unica dose
de cafeina (200mg) apos um periodo de estudo facilita a consolidacdo de novas
informagdes e promove melhor retencdo 24h depois da aquisi¢do. Importante, este efeito
se mostrou dose-dependente seguindo uma curva em “U” e ndo parece influenciar a

evocagao da memoria per se (efeito da administragao pré-teste).



Em modelos animais a administragdo aguda de cafeina parece prejudicar a aquisicao,
consolida¢do e evocagdo de memorias emocionais, como aquelas formadas durante o
condicionamento cléssico Pavloviano (Dubroqua et al., 2015; Corodimas et al., 2000).
Tomando em consideragdo o valor historico do condicionamento na modelagem de
comportamentos do tipo ansioso (Tovote et al., 2015; Mahan e Ressler, 2012; Ross et al.,
2017; Gross e Canteras, 2012; LeDoux e Pine, 2016) e os mecanismos celulares e
moleculares que tém sido desvendados usando dito modelo para descrever processos
mnemonicos. Tao logo, ¢ plausivel nos questionarmos se compostos como a cafeina,
(amplamente usados e de facil acesso), poderiam ser utilizados como coadjuvantes no
tratamentos de distintos tipos de psicopatologias. Além disso, seus possiveis efeitos na

ansiedade e no sistema de refor¢o poderiam ser a chave para esse efeito.

Nesta tese, exploramos um composto classico no tratamento de transtornos de ansiedade
e depressdo, a fluoxetina, e um composto natural de consumo regular na populagdo
mundial, a cafeina, como ferramentas farmacologicas para a atenuacdo de memdrias
aversivas em roedores. Comportamentalmente, foram analisados alguns fendmenos como
a generalizacdo da memdria, a extingdo e a reconsolidacdo de informacgdes aversivas.
Esses conceitos serdo esclarecidos nas seguintes secdes assim como a logica que sustenta
0s experimentos aqui propostos. Adicionalmente discutiremos algumas técnicas recentes
que, aliadas a tratamentos farmacologicos e comportamentais, poderiam impulsionar a
pesquisa em uma nova area denominada de “psiquiatria de precisao” (Gandal et al., 2016).
Esse conceito tenta usar a tecnologia e novas ferramentas de analise de dados para aportar
um marco padronizado de tratamentos em saude mental, que vai além da atual tentativa

e erro da psicofarmacologia e psicoterapia usual.

A ciéncia ¢ uma estrutura autossustentada que depende da verificagdo e adaptagdo
constante de hipoteses (Bunge, 1960). Mesmo com a dificuldade translacional atual, a
reestruturacao do conhecimento basico e seus métodos deve transcorrer a0 mesmo tempo
que aumenta a sua producdo, visando que desse fluxo crescente de informagdes apenas
uma pequena parte consiga ser transformada em tratamentos mais eficazes. O
esclarecimento sobre os problemas atuais da pesquisa bédsica em animais pode ser um
ponto de partida mais realista para a interpretacdo dos resultados que aqui serdo
apresentados € a0 mesmo tempo uma motivagao para o desenvolvimento de melhores

metodologias cientificas visando a qualidade na construgao de conhecimento.
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1.1 Transtorno de Estresse Pés-traumatico (TEPT): sistemas de classificacio e

orientacao transdiagnostica

A ultima edicdo do Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-V,
sigla em inglés) publicada em 2013, traz mudancas significativas a respeito da
classificacdo e conceitualizacdo dos transtornos mentais, € o caso dos transtornos de
ansiedade ¢ um dos mais evidentes. O TEPT foi removido da categoria de transtornos de
ansiedade e realocado em uma categoria independente como “Transtornos Relacionados
ao Estresse e Trauma” (American Psychiatric Association, 2013). A classificagdo no
DSM depende de anos de planejamento (no caso do DSM-V, 12 anos aproximadamente)
que depende da compilagdo de evidéncias cientificas e clinicas, além de uma revisao
rigorosa dos critérios diagndsticos a partir de debates entre especialistas e nosologistas.
Apos essas etapas, € necessaria a aprovacgdo da Associacdo Americana de Psiquiatria para
a publicagdo da nova classificacao a ser utilizada como referéncia na pratica psicoldgica
e psiquiatrica. A aceitagao generalizada do DSM-5 como manual dos transtornos mentais
¢ questionada por varios grupos e iniciativas que discutem topicos como a validade da
classificacdo (Kupfer et al., 2013a; Kupfer et al., 2013b; Kupfer e Regier, 2010; 2011).
Um exemplo € o projeto “Critérios de Dominio de Pesquisa” (tradugdo livre de Research
Domain Criteria - RDoC) onde ¢ proposta uma conceitualiza¢ao dos transtornos mentais
totalmente focada em resultados de pesquisa, que vao desde a genomica até a analise
comportamental e o auto-relato (Paris e Kirmayer, 2016; Casey et al., 2013; Cuthbert
e Insel, 2013). E importante salientar que o RDoc ndo pretende ser um sistema em
paralelo ao DSM ou da Classificagdo Estatistica Internacional de Doengas e Problemas
Relacionados com a Satude (CID-11, sigla em inglés) mas sim um promotor e integrador
do conhecimento cientifico no campo neuropsiquiatrico. O surgimento de um projeto
como o RDoC, que promove um maior conhecimento sobre a base biologica dos
transtornos mentais, s6 tem a dizer das fragilidades ou dificuldades na validagdo das
categorias diagnosticas segundo o DSM. Poderia ser essa caréncia responsabilidade
daqueles responsaveis de construir a base cientifica do DSM? A resposta ndo parece ser
definitiva. Sem duvida o avango tecnoldgico atual promete revolucionar a pesquisa em
psiquiatria. Atualmente o surgimento de técnicas de inteligéncia artificial, como o

aprendizado automatico ou de maquina e seu subtipo, o aprendizado profundo, tém
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permitido o estudo de grandes bases de dados e relagdes entre variaveis que podem ser
imperceptiveis para a analise humana (Hassabis et al., 2017; Bzdok e Meyer-Lindenberg,
2018; Vuet al., 2018). Essas analises quando aplicadas a técnicas de registro intracortical
ou de imageamento encefalico permitem a decodificacio de sinais neurais que
representam movimentos, pensamentos € emogdes (para um exemplo recente, ver Sani et
al., 2018). No entanto esses importantes passos ao futuro da “psiquiatria de precisdo”
(termo que hoje pode ser encontrado na literatura para descrever métodos que permitam
o diagnostico objetivo/bioldgico de doengas mentais), estdo na sua infancia cientifica
(algumas preocupagdes sobre essas metodologia sdo discutidas em Gomez-Carrillo, 2018
comentario ao artigo de Stein et al., 2018). Da mesma forma, o aporte de biomarcadores
provenientes de disciplinas como a genética e a eletrofisiologia, emergentes nas ultimas
duas décadas, tém tido pouco impacto na conceitualizacdo dos transtornos psiquiatricos,
principalmente pela pouca confiabilidade e replicabilidade destes resultados. Isto posto,
na pratica clinica, o seguimento, a interpretacao e o estudo da psicopatologia continuam

sendo alimentados do auto-relato como principal ferramenta.

A recente versao do DSM parece ainda ndo ser bem assimilada pela comunidade
cientifica. Na neurociéncia basica e aplicada, a ideia do TEPT e do Transtorno Obsessivo-
Compulsivo (TOC) como parte do espectro da ‘“ansiedade patoldgica” tem sido
importante historicamente. Agora, porém, o TOC esta classificado na sessdo “Transtornos
Associados a Obsessao e Compulsao (Marras et al., 2016). Apesar disso, uma revisao
recente publicada na revista Nature Reviews sobre transtornos de ansiedade ainda coloca
o TEPT e o TOC na mesma categoria de outras doengas como a ansiedade generalizada
e o transtorno de panico (ver Figura 1). A justificativa se sustenta nas similaridades
neurobioldgicas compartilhadas pelas respostas que envolvem reacdes de ansiedade

antecipatoria ou medo independente do diagnostico do paciente (Craske et al., 2017).

Anxiety disorders
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Figura 1: Classificacdo dos Transtornos de Ansiedade. A categoria dos transtornos de
ansiedade tem sido utilizada para classificar diferentes patologias como a ansiedade por
separagdo, mutismo seletivo, fobias especificas, transtorno de ansiedade social, transtorno
de panico, agorafobia, transtorno de ansiedade generalizada e o transtorno de estresse
pos-traumatico. A classificacdo geral de transtornos de ansiedade tem se mantido na
literatura cientifica, principalmente, pelas semelhangas que existem entre os diferentes
espectros de respostas de ansiedade patoldgica. No entanto, com o novo sistema de
classificagdo do DSM-V, os Transtornos Associados a Obsessdo ¢ Compulsdo e os
Transtornos Relacionados ao Estresse € Trauma foram alocados em categorias separadas,
com algumas modificac¢des nos critérios diagndsticos que podem diferencia-los de outros

transtornos de ansiedade. Figura retirada de Craske e colaboradores (2017).

No que se refere ao TEPT (o transtorno que mais sera mencionado ao longo dessa tese),
0o DSM-V, além de isolé-lo em uma categoria propria, eliminou o componente subjetivo
na definicdo de trauma. Isso significa que um evento traumatico ¢ somente aquilo que
ameaca de forma direta e comprovada a vida do individuo. No entanto, a percepgao de
um evento como traumatico, por exemplo a perda de emprego, ndo ¢ mais considerada
trauma, mesmo quando o paciente relata seu problema nesses termos (Pai et al., 2017).
Estima-se que essa mudanga ira transformar radicalmente a incidéncia de TEPT,
considerando que a versao DSM-IV-TR incluia na categoria de trauma situagdes como o
trauma vicario, onde a reacao aversiva poderia ser adquirida por observar a exposi¢ao de
outro individuo a evento aversivo (American Psychiatric Association, 2000).
Adicionalmente, na lista de critérios diagnosticos (ver Tabela 1) foram incluidos 3
sintomas adicionais, a saber: 1) estado emocional negativo persistente; 2) cogni¢ao
distorcida sobre a causa ou consequéncias do trauma que leva a culpa de si ou dos outros;
e 3) comportamentos imprudentes ou autodestrutivos. Interessantemente, o tltimo item -
comportamentos autodestrutivos - foi incluido mesmo na existéncia de evidéncia sobre
sua pouca prevaléncia no TEPT (Gradus et al., 2014). Finalmente, algumas especificagdes
como sintomas recorrentes de despersonalizacdo e desrealizagdo foram incluidas, além
de remocdo da categoria de “trauma agudo” para ser substituida por “expressdo tardia”,
onde os critérios diagndsticos fecham de forma definitiva até 6 meses apds o evento

(American Psychiatric Association, 2013).
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Tabela 1: Critérios diagnosticos no DSM-5 e mudancas a respeito do DSM-IV-TR.
O chamado Transtorno de Estresse-Pos-traumdatico deve ser agora tratado como
Transtornos Relacionados ao Estresse e Trauma, considerando o novo sistema do DSM-
V. Entre as principais mudan¢as com relagdo ao DSM-IV-TR podemos observar que o
evento traumatico deve ser experimentado diretamente pelo individuo, tirando a
possibilidade de aquisi¢ao do trauma através da aprendizagem vicaria. O DSM-5 também
reconhece os componentes de hipermnésia e amnésia decorrentes da exposi¢ao ao trauma,
assim como redne no termo “re-experimentagao traumatica” todas aquelas manifestacdes
de evocacdo do evento por meio de, por exemplo, pensamentos intrusivos, insonia e

flashbacks/pesadelos. Tabela retirada de Torok e colaboradores 2019.

Provavelmente a reestruturagdo significativa das mudancas do DSM-5 na prética clinica
sao menos evidentes na pesquisa basica. De fato, seja em modelos animais ou nao, o

correlato neurobiologico comportamental parece, até certo ponto, independente do



diagnostico (Fenster et al., 2018). Sem duvida uma das areas que poderia ser mais afetada
sdo os estudos epidemiologicos e pesquisas clinicas que restringem a participagdo a um
grupo diagnostico especifico. O novo sistema de classificagcdo poderia implicar a remog¢ao
ou diminuicao de pacientes até agora considerados aptos para estudo (Uher et al., 2014).
Neste ponto o RDoC possui ainda mais valor, permitindo um marco de referéncia
transdiagnodstica para o estudo das doencas mentais. O termo “transdiagndstico” em
tratamento e pesquisa, que tenta ir além da categoria, ja tem uma historia consideravel na
psicologia clinica (Sloan et al., 2017) e ¢ o motor que guia as novas tecnologias no estudo
da neuropsiquiatria (Widge et al., 2017). A chamada “crise translacional” mencionada
acima se soma aos problemas evidentes aqui mencionados (Levin Gal Richter et al.,

2018; Deslauriers et al., 2018).

Nas secodes seguintes serao analisados os componentes mnemonicos do TEPT e os
modelos animais que tém permitido estudar comportamentos de medo e ansiedade que se
aproximam as reacdes presentes neste transtorno. Alguns destes modelos serdo
explicados desde a sua validade aparente (também denominada “validade de face”), de
construto e preditiva. Especial énfase serd dada ao condicionamento aversivo ao contexto
(CAC), tarefa usada ao longo do desenvolvimento desta tese e que se fundamente em uma
simples, porém, robusta e evolutivamente conservada resposta aversiva aprendida
(Schafe et al., 2001; Fenster et al., 2018; Izquierdo et al., 2016; Maren e Quirk, 2004;
Gross e Canteras, 2012).

1.2 Poderia o transtorno de estresse pés-traumatico ser classificado como um

transtorno da memoria?

Poderia a memoria ser o alvo terapéutico do TEPT? Poderia a eliminagdo seletiva de uma
memoria traumatica ser suficiente para melhorar a sintomatologia completa do
transtorno? No caso afirmativo destas perguntas anteriores, poderia o TEPT ser resumido
a um déficit de memoria? Uma caracteristica fundamental do transtorno sao as alteracdes
qualitativas em termos de hipermnésia para eventos emocionais, fato que contrasta com
a aparente amnésia de informacao episddica do evento (por exemplo, as informagdes
contexto-dependentes) (Desmedt et al., 2015; Kaouane et al., 2012). Isso significa que

um evento percebido como traumdtico ¢ processado comportamental e
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neurobiologicamente diferente que eventos aversivos cotidianos (Brewin et al., 1996;
2003). A eliminagdo seletiva de tragos de memoria ¢ uma realidade conceitual e técnica
em modelos animais. Por exemplo, Han e colaboradores (2009) mostraram que o
condicionamento aversivo pavloviano aumenta significativamente o namero de células
CREB+ na amigdala lateral (AL). A remocao seletiva dessas células, por meio de uma
técnica farmacogenética que usa a toxina da difteria para induzir a morte celular, levou a
uma diminui¢do significativa do medo condicionado. Esse resultado foi ausente quando
a eliminacao celular aconteceu em grupos aleatorios de neurdnios. Em outro estudo,
Nabavi et al., (2014) induziram um condicionamento aversivo por meio da associa¢ao da
estimulacdo optogenética de células do cortex auditivo que inervam a amigdala lateral
com um choque nas patas do animal. Posteriormente, a indu¢do de depressido de longa
duracdo (LTD, do termo em inglés “long term depression”) no cortex auditivo foi
suficiente para inibir a expressao da memoria enquanto o oposto, a inducdo de
potenciagdo de longa duragdo (LTP, do termo em inglés “long term potentiation”)
reestabelecendo a evocagdo da memoria de medo. Neste caso, mesmo que a inducao de
LTD nao gere uma perda persistente da memoria, pode-se observar que ¢ possivel
controlar seletivamente o acesso a informagdes aversivas. Além da atenuacao da resposta
de medo através da manipulagdo direta do trago da memoria de medo, outra maneira de
inibir a expressdo da mesma € através da criagdo de uma memoria de extingdo (Izquierdo
et al., 2016). Um potencial substrato celular da memoria de extingdo ¢ o fortalecimento
de interneuronios GABAérgicos expressando parvalbumina (PV) na amigdala basolateral
(BLA, do inglés). Isso significa que aumenta as sinapses perissomaticas positivas para
PV que estdo localizadas ao redor de neuronios associados com a memoria de medo,
contribuindo para a supressao seletiva dos neuronios do engrama responsavel pela
memoria aversiva, diminuindo assim, a expressao da mesma, induzindo oscilagdes nas
frequéncias de 6-12Hz, que se correlacionam com o controle da expressao de medo
(Davis et al., 2017). Além disso, dita frequéncia permanece em competicio com
frequéncias de 3-6Hz, que aumentando seu poder espectral acima das frequéncias de 6-
12Hz levam a recuperacao da resposta de medo (Myers e Davis, 2002; Singewald
e Holmes, 2018; Luchkina e Bolshakov, 2018; Davis et al., 2017). A extin¢ao apresenta
limitagdes, como o retorno da memoria de medo com o simples passar do tempo (Herry
et al., 2010; Goode e Maren, 2018) ou a apresentacdo de algum dos estimulos presentes
no momento do aprendizado (Myers e Davis, 2007; Tovote et al., 2015; Bouton, 2002).

Clem e Huganir (2010) mostraram que apos o condicionamento aversivo ao som, existe
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um aumento na membrana dos niveis de fosforilagdo da subunidade 1 dos receptores
AMPA 48h apos o treino. Dito aumento desaparece passados 7 dias. Durante essa janela
que apresenta um aumento na expressao de subunidades AMPA, a extingdo se mostra
facilitada assim como a possibilidade de indugdo de LTD nas aferéncias entre talamo e

amigdala, levando assim a uma diminuicao permanente da resposta aversiva.

Recentemente, Yang e colaboradores (2016), transplantando células GABAérgicas
embrionarias na amigdala lateral e basal conseguiram que a extingdo eliminasse a
recuperacgdo aversiva quando aplicada 2 semanas apos o transplante. Adicionalmente, os
autores mostraram que essa estratégia reduz as redes perineurais, facilitando a
potenciacdo e inibi¢do de microcircuitos locais. Esses resultados sugerem que a
modificagdo do tonus inibitério da amigdala pode ser efetivo para induzir a remocgao de

memorias aversivas por meio de intervengdes comportamentais.

Resultados como os aqui descritos parecem promissores sobre a seletividade atingida para
modificar populagdes de neurdnios associados com respostas de medo. No entanto,
quanto desse conhecimento basico poderia ou esta sendo aplicado a humanos? Sem
davida, estratégias invasivas sdo uma solucdo em condi¢des refratirias (uma revisdo
recente sobre estimulagdo elétrica profunda pode ser encontrada em Lavano e
colaboradores (2018)), porém, os tratamentos padrdo para o TEPT sao farmacoldgicos e
comportamentais (por exemplo, terapia cognitivo-comportamental (Zinbarg et al., 1992;
Mataix-Cols et al., 2017). Nos ultimos anos, uma possibilidade para a eliminacao

permanente de respostas aversivas tem surgido por meio do conceito de “reconsolidagao”.

Para abordar a reconsolidag¢ao primeiro € necessario elucidar o que ¢ “consolidagdo”. O
conceito e a teoria da consolidagcdo provém dos primeiros experimentos de Miiller e
Pilzecker em 1900. Esses pesquisadores alemaes descreveram uma janela temporal apos
o aprendizado de novas informagdes, suscetivel a modificagdes, onde uma nova
informacao apresentada em um curto periodo de tempo ap6s o aprendizado inicial poderia
interferir com a “consolidacdo” da referida informagdo. No entanto, quanto mais longe
do aprendizado, o estimulo interferente perde a capacidade de alterar a memoria. Esse
descobrimento guiaria o futuro das pesquisas na area de neurobiologia da memoria,
suscitando estudos acerca dos mecanismos temporais envolvidos na aquisicdo e

manuten¢do de novas informagdes, os quais perduram até hoje (McGaugh, 2000).
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O periodo de suscetibilidade das informacdes apds o aprendizado seria verificada
subsequentemente pelo psicélogo Donald Lewis e seu grupo de trabalho em 1968. Dessa
vez, o estimulo interferente nao foi aplicado despois do treino, mas sim imediatamente
apés a evocacdo. Se a janela para modificar a memoria transcorre s6 depois do
aprendizado, seria esperado que manipulagdes subsequentes ndo tivessem efeito algum.
Usando o condicionamento aversivo em ratos, Lewis observou que um choque
eletroconvulsivo apds a evocacdo da memoria (processo que depois seria melhor
conhecido como “reativa¢ao”) degradava a memoria original (Misanin. et al., 1968). O
resultado implicava que a memoria era mais dinamica do inicialmente previsto. De fato,
a possibilidade de modificagdo se estendia a mais que algumas horas depois do
aprendizado. Anos mais tarde, novos experimentos permitiriam propor a hipdtese da
“Memoria Ativa” e “Memoria Inativa”, onde a evocagdo da memdoria poderia torna-la
suscetivel de ser modificada permanentemente (Lewis, 1979). O termo “reconsolidagao”
seria implementado para explicar esse estado instavel da memoria apos a sua reativagao
precisando novamente de mecanismos de estabilizacao/reestabilizagdo que permitissem
a sua persisténcia (Nader et al., 2000a;b; Nader e Hardt, 2009). O termo reconsolidagao
tem sido matéria de controvérsia na comunidade cientifica (ver por exemplo Gisquet-
Verrier et al., 2015; Gisquet-Verrier e Riccion, 2019 ), principalmente porque o “re”
poderia implicar que a reconsolidagdo ¢ um espelho da consolidagao, porém, evidéncias
recentes tém mostrado que ambos os processos possuem mecanismos moleculares
diferentes assim como comportamentais (janelas de interferéncia diferente (Merlo et al.,

2015).

O impacto cientifico da reconsolidagdo ressurgiu no ano 2000, com a publicacao de Nader
e colaboradores (2000 a; b), mostrando que a inibi¢do da sintese de proteinas na amigdala
de ratos apds a reativacdo da memoria poderia suprimir permanentemente informacdes
aversivas. No entanto, esse seria s6 o comego de uma quantidade crescente de estudos
basicos, aplicados e clinicos sobre a efetividade de intervengdes baseadas na
reconsolidagao da memoria para tratar sintomas do TEPT. Essa perspectiva posicionou o
TEPT e, em geral, as psicopatologias onde memorias maladaptativas sdo um dos
principais sintomas, como potenciais transtornos mnemdnicos onde a manipulagdo do
trago de memaoria poderia ser efetiva para controlar o quadro clinico completo (ver Kroes

et al., 2016). Resultados coletados ao longo do tempo tém mostrado que o panorama ¢
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bem mais complexo, e a eficacia clinica da reconsolidagdo ¢ tema de um intenso e

promissor debate.

1.3 Interferindo em tracos mnemonicos: reconsolidacio como alvo na expressao de

memorias aversivas

De forma geral os procedimentos comportamentais de reconsolidacao seguem um padrao:
0s animais sdo expostos a uma tarefa de aprendizado, seja ela, por exemplo, apetitiva
(Reichelt e Lee, 2013) ou aversiva (Nader, 2000). Os animais sdo reexpostos a dicas
contextuais (Crestani et al., 2015), discretas (Soeter e Kindt, 2015) ou mesmo aos
estimulos incondicionados apresentados no momento do aprendizado (Huang et al., 2017)
durante curtos periodos de tempo (no entanto a intensidade do treino pode mudar essa
variavel temporal, de acordo com Pedraza et al., 2016; Casagrande et al., 2018; Poulos et
al., 2016 ), onde a memoria do evento ¢ desestabilizada. O processo de desestabilizagdo
¢ entendido como uma série de eventos moleculares e celulares em neurdnios que
participaram inicialmente do aprendizado (Nader e Hardt, 2009). Para uma revisao acerca
dos mecanismos de desestabilizacdo da memoria, ver (Haubrich e Nader, 2018; Sachser
et al., 2017). Sobre o fendmeno da desestabilizagdo da memoria, estdo implicados dentre
outros eventos moleculares e celulares, a degradacdo proteica dependente de
ubuquitina/proteossoma (Lee et al., 2012), a mobilizacdo de receptores AMPA
permedveis ao calcio (CP-AMPA, em inglés) (Hong et al., 2013), a endocitose de AMPA
(Rao-Ruiz et al., 2011; Hong et al., 2013), e a ativagdo de receptores NMDA contendo a
subunidade GIuN2B (Ben Mamou 2006; Milton et al., 2013; Crestani et al., 2015;
Haubrich et al., 2015). Portanto, estes e outros mecanismos neurais sao essenciais para a
desestabilizacdo do traco de memoria. Uma vez desestabilizada, a memoria pode ser
modificada através da reconsolidacdo (Haubrich et al., 2015). Muitos estudos tem langado
mao de fArmacos que inibem a reconsolidagdo da memoria como estratégia para atenuar
memorias patoldgicas (como os traumas caracteristicos do TEPT aqui discutidos).
Entretanto, a grande maior parte desses estudos utiliza substancias toxicas que nao podem
ser utilizados em humanos. Portanto, um grande desafio para a implementagao de técnicas
baseadas na inibi¢do da reconsolidagdo ¢ encontrar compostos que sejam efetivos com o
minimo de efeitos adversos. Nessa tese, testamos a eficacia de compostos ja amplamente

usados em humanos com o objetivo de enfraquecer memorias traumaticas. Por conta
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disso, na revisdo de compostos utilizados para esse fim descrito abaixo, priorizamos

trabalhos com as mesmas caracteristicas.

Um exemplo de grande sucesso da pesquisa translacional do TEPT e de outros transtornos
da ansiedade como fobias especificas € o caso da possibilidade de atenuagao de memorias
aversivas por meio da reconsolidacdo através do uso, durante a reativacdo da memoria,
do B-bloqueador propranolol (de amplo uso na pratica clinica). O propranolol é um
bloqueador B -adrenérgico, que tem se mostrado efetivo na atenuacdo de memorias
aversivas em roedores (Debiec e Ledoux, 2004). Uma hipdtese bem aceita ¢ que o
propranolol poderia exercer seus efeitos por meio de um mecanismo secundario de
inibicdo de sintese de proteinas envolvidas na fosforilacio de CREB em regides
importantes para o processamento emocional como a amigdala (Kindt, 2014; Thonberg
et al., 2002). Os primeiros estudos em humanos mostraram que o propranolol reduz a
resposta aversiva (avaliada por meio de sobressalto e condutincia da pele) quando
administrado 1-2h antes da reativagdo da memoria (Kindt et al., 2009). De forma
interessante, o conteudo episodico do evento, isto €, a capacidade de evocagdo consciente
dos eventos envolvidos na experiéncia, ndo sao afetados, deixando claro que os efeitos
do propranolol sdo seletivos aos sintomas fisicos associados as respostas condicionadas
caracteristicas do TEPT; no entanto, Soeter e Kindt (2015), além de demonstrar este efeito
supradescrito, também demonstram que hd um declinio/esquecimento da memoria
“consciente” (episodica) 1 ano apds a administragdo de propranolol em pacientes
aracnofoficos. Esses resultados tém levado a sugerir que o propranolol pode modificar
seletivamente o contetido (ou a valéncia emocional) do traco da memoria (Soeter e Kindt,
2012). Ao mesmo tempo, isto evidéncia que a memoria pode ser divisivel em
componentes (episddicos vs emocionais) a serem manipulados seletivamente, proposta
que ja tem sido discutida na literatura (Kamboj e Curran, 2006). Os estudos com
propranolol tém sido replicados consideravelmente (ver Brunet et al., 2008; 2018;
Schwabe et al., 2012; 2013; Sevenster et al., 2013; Soeter e Kindt, 2015); aqui ¢
importante enfatizar que existem trabalhos que falharam na replicagao destes dados em

roedores (Muravieva e Alberini, 2010) e humanos (Tollenaar et al., 2009a; 2009b).

Estudos com neuroimaginem permitiram mostrar que o efeito do propranolol pode estar
associado com a diminuicao da atividade do tdlamo e da amigdala concomitante com um

aumento da atividade do cortex cingulado anterior direito durante a exposi¢ao a estimulos
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aversivos (Mahabir et al., 2015). O estudo anterior foi realizado com pacientes
diagnosticados com TEPT e os resultados com escalas padronizadas para avaliagdo do

trauma também demostrou uma melhora significativa na sintomatologia geral.

Os efeitos do propranolol também geram discussoes €ticas e legais sobre a possibilidade
de “apagar” memorias e seus efeitos potenciais na sociedade (ver Henry et al., 2007).
Recentemente, considerando a manipulacdo seletiva do contetdo emocional pelo
propranolol (Soeter e Kindt, 2012), novos desenhos experimentais tém oferecido
explicacdes alternativas. Por exemplo, Cogan e colaboradores (2018) mostraram que o
propranonol pode reduzir os aspectos emocionais / motivacionais das memdrias, sem
realmente apaga-las. No estudo, roedores foram expostos a uma tarefa operante onde a
pressao de uma alavanca gerava a liberagao de um reforco de alta ou baixa magnitude. A
administracao de propranolol apds uma sessdo de reativacao prejudicou a evocagao nos
animais treinados com reforcos de alta magnitude, possivelmente devido os efeitos
adrenérgicos envolvidos em estimulos fracos vs fortes (emocionalmente marcantes). Os
autores sugerem que o propranolol atenua a valéncia emocional dos estimulos
incondicionados, no entanto, ndo elimina a associacdo entre estimulos condicionados ¢
incondicionados. Outros autores sugerem que dito efeito na valéncia emocional pode ser
usado como ferramenta adicional durante protocolos de extin¢do (Giustino e Maren,
2018). Essa proposta surge de estudos mostrando que a efetividade do propranolol pode
estar associada com os niveis elevados de noradrenalina (NA) que seguem a aquisi¢ao de
respostas aversivas (Geracioti et al., 2001; Southwick et al., 1997). O aumento de NA tem
sido associado com a indug¢@o de hipofrontalidade em regides como o cortex pré-limbico
e infralimbico, que regulam a expressao do medo através de conexdes reciprocas com a
amigdala (Milad e Quirk, 2012; Sotres-Bayon e Quirk, 2010). A exposicdo ao
condicionamento aversivo de fato prejudica a resposta de neuronios individuais do cortex
pré-frontal medial que podem ser restauradas com a administragdo de propranolol e
facilitar a subsequente extingdo (Fitzgerald et al., 2015). No entanto, o propranolol se
mostrou menos efetivo em roedores e humanos quando existem longos periodos de tempo
entre a aquisicao da resposta aversiva e a intervenc¢ao visando normalizar o medo (Chang
et al., 2010; Kim et al., 2010; Maren, 2014), periodos onde os niveis de NA tendem a
diminuir (Giustino e Maren, 2018).

Outro exemplo promissor de ferramentas farmacologicas na inibicao da reconsolidacao

sao os inibidores de metaloproteinases (do inglés, MMP). As MMPs sdo componentes
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importantes da matriz extracelular, que, por meio de redes perineurais, controlam a
eficacia e a estrutura sinaptica (Stawarski et al., 2014). A LTP se mostra dependente das
MMPs, em particular, a MMP-9, que ¢ critica para a consolidagdo de memorias apetitivas
e aversivas (Nagy et al., 2007; Knapska et al., 2013). Recentemente, Bach e colaboradores
(2018) mostraram que a doxiciclina, antibidtico de uso humano e inibidor das MMPs,
quando administrada apods a aquisi¢do de um condicionamento aversivo, diminui cerca de
60% da resposta de medo (ex: freezing/congelamento). Levando em consideragdo o
mecanismo de agdo das MMPs e seus efeitos sobre a consolidagdo, parece um composto
promissor para modificar a memoria apds a reativagdo, embora ainda nao tenha sido
testado na reconsolidacdo da memoria. Proteinas que estabilizam a matriz extracelular,
assim como a ancoragem de receptores glutamatérgicos do tipo AMPA na membrana pos-
sindptica, tém se mostrado importantes no processos de desestabilizacao e reconsolidagao

da memoria (Brown et al., 2009; Popik et al., 2018; Lunardi et al., 2018).

O panorama acima revisado mostra que, de fato, o componente mnemonico do TEPT ¢
um alvo terapéutico importante. No entanto, ainda ¢ dificil determinar se o controle
seletivo da memoria neste transtorno poderia ser suficiente para diminuir outros sintomas
decorrentes do trauma, como as alteracdes no sono (Miller et al., 2017) e outras
comorbidades com outros transtornos que geralmente dificultam o tratamento, pois
sabemos que o TEPT tipicamente evolui com distimia/depressdo ou outras alteragcdes
psicopatologicas que afetam a vida do individuo (Flanagan et al., 2016). A reconsolidagao
¢ um processo que permite o enfraquecimento de memorias ndo desejadas aproveitando-
se da labilidade induzida pela reativacdo.. Entretanto, alguns pontos devem ser
esclarecidos sob esta perspectiva: qual ¢ o feito a longo prazo de manter o componente
episodico da memdria aversiva mesmo quando o conteudo emocional for modificado?
Poderia o contetido episddico disparar respostas como a recuperagdo espontinea ou a
renovacdo da resposta aversiva? O propranolol ¢ mais efetivo, a longo prazo, aliado a
protocolos de extingdo do que reconsolidagdo? Qual ¢ o efeito da reconsolidagao em
sintomas adicionais do TEPT como as alteragdes no padrao de sono? Sem duvida as
respostas a essas perguntas, através de mais ensaios em populagdes clinicas, permitiram
um melhor veredito sobre a utilidade pratica da reconsolidacdo nos tratamentos de

transtornos associados ao medo.
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1.4 Atualizar ou extinguir? Duas aproximac¢des comportamentais no controle da

expressao de memorias aversivas

Diferencas comportamentais (Lee et al., 2006; ), moleculares (Monfils et al., 2009) e
farmacologicas (Cassini et al., 2017; Suzuki et al., 2004) entre a reconsolidacdo ¢ a
extingdo tém sido areas de constante pesquisa (para uma revisao ver (Kida, 2018; Monfils
e Holmes, 2018)). No entanto, quando a pergunta ¢ a efetividade como ferramenta
terapéutica, temos por um lado aqueles que defendem que a reconsolidagao de fato pode
ser mais efetiva no controle de respostas emocionais associadas com medo e ansiedade
em relacdo a extingdo (Elsey et al., 2017b; 2018), enquanto outros acreditam que a
evidéncia ¢ ainda muito escassa em humanos (Treanor et al., 2017). Essa dicotomia,
mesmo com o grande numero de pesquisas sobre reconsolidacdo, inclina a balanga para
outras estratégias comportamentais bem estabelecidas, em modelos animais ¢ humanos,
como ¢ o caso da extin¢do e do contracondicionamento. Classicamente, a extingdo tem
sido associada com o controle inibitério de estruturas prefrontais em éareas como a
amigdala basolateral e o hipocampo (Hoobin et al., 2003; Myers e Davis, 2007; Quirk e
Mueller, 2008). Esse controle se mostra associado com a ativagdo de circuitos
GABA¢érgicos locais que podem diminuir a atividade de tais estruturas, correlacionado
com a baixa expressdo de medo (Harris e Westbrook, 1998). Essa hipotese tem sido
desafiada recentemente por estudos que mostram que os neurdnios que participam do
engrama necessario para a formagdo da memoria permanecem ativos também durante a
extingdo (Khalaf et al., 2018). De fato, a diminuicao da atividade de neurdnios implicados
no aprendizado, durante a extingdo, prejudica a redug¢do do medo (Khalaf et al., 2018).
De forma geral, esse resultado sugere que inibir circuitos que permitem a expressao do
medo provavelmente seria uma desvantagem no controle emocional das mesmas, um
conceito que tem sido importante em tratamentos cognitivo-comportamentais da
ansiedade, onde uma melhora clinica depende da simulacdo controlada de estados como
0 panico e o medo em sessoes terapéuticas (Schweizer et al., 2018). Por outro lado, isso
leva ao questionamento se a baixa eficacia dos ansioliticos (como os benzodiazepinicos)
poderia estar influenciada pela inibi¢do constante de circuitos que de fato permitiriam a

expressao da ansiedade (Guina et al., 2015).

Além disso, a extingdo de memorias aversivas parece ser interpretada como um reforgo

per se. Felsenberg e colaboradores (2018) demostraram em moscas-da-fruta (Drosophila)
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que a extingdo precisa de circuitos dopaminérgicos que sdo ativados em resposta a
omissdo do estimulo aversivo. O resultado resgata ideias de 1960, teorizando que a
omissdo de um castigo previamente associado com um estimulo ndo € neutro e sim um
refor¢o, onde coexistem sistemas aversivos e apetitivos que tem agdes antagonistas um
sobre o outro (Miller e Konorski, 1969; Josselyn e Frankland, 2018). Esses achados se
complementam com os resultados de Gerlicher e colaborades (2018), mostrando que a
consolida¢ao da memoria de extingdo depende da reativagdo espontianea pos-extingdo de
circuitos dopaminérgicos no cortex pré-frontal ventromedial. Esses circuitos se
identificaram como os mesmos que foram ativados perante a omissao nao esperada do
castigo na extingdo. Em conjunto, os resultados sugerem que a auséncia do evento
aversivo pode ser um evento refor¢cador importante para a redugdo de medo. Fica para o
futuro estabelecer como esses circuitos dopaminérgicos interagem com as células que
participam do engrama na formagdo da memoria com especial énfase na dinanima do

citoesqueleto destes neuronios, que permanece largamente desconhecida.

Por outro lado, a interacdo de reforcadores ou estimulos antagénicos com estratégias
comportamentais visando a atenuacdo de memorias aversivas nao ¢ algo novo. O
psiquiatra Joseph Wolpe (1968) ficou mundialmente conhecido pelo seu trabalho
demonstrando sobre aquilo que entendemos como dessensibilizagdo sistematica (ou
desestabilizagdo sistémica por inibigdo reciproca, fundamentada no pareamento de
estimulos aversivos com estimulos ndo aversivos procurando melhorar processos de
extingdo) (Wolpe, 1968). Por outro lado, o contracondicionamento, que pode ser
considerado uma extensdo da técnica de Wolpe, estabelece que uma alternativa ¢ mudar
as associagoes entre estimulos, pareando o estimulo condicionado com um novo estimulo,
que pode ser apetitivo ou uma nova resposta comportamental antagonica (Davinson,
1968). Ambeas as estratégias tém como fundamento que estimulos de diferentes valéncias
podem competir entre si onde existe um efeito de primazia, isto €, ndo ¢ possivel que
ambas informagdes sejam expressadas ao mesmo tempo, conseguindo assim, que
respostas mais adaptativas ganhem controle do comportamento ao longo de tempo
(Delprato eJackson, 1973). Esse processo de contracondicionamento exige muita atengao
e compreendé-lo serd de fundamental na interpretagdo de alguns dos resultados da

presente tese.
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O contracondicionamento pode interagir com a extingdo (Raes e De Raedt 2012) ¢ a
reconsolidagdo (Goltseker et al., 2017). No primeiro caso se pretende melhorar o processo
inibitorio, enquanto no segundo o objetivo ¢ atualizar o trago de memoria com informagao
apetitiva. Mesmo que efetivas e amplamente estudadas em humanos, assim como usadas
na pratica psicoterapéutica, a recuperacao espontanea, a renovacao ou a reinstalagao da
resposta de medo sdo possiveis cendrios futuros, apds um aparente sucesso da terapia de
extingdo (Vervliet et al., 2013). E nesse ponto onde a reconsolidagdo tem se posicionado
como uma op¢ao para atenuar memorias aversivas permanentemente (Schiller et al.,
2013). A discussao sobre a eficicia da reconsolidacdo tem sido discutida aqui
previamente (ver item 1.3), mas ¢ importante salientar onde e como a reconsolidagdo e a

extingdo poderiam ser estratégias complementares.

Estudos sugerem que a desestabilizagcdo da memoria induzida pela reativagdao poderia
abrir uma janela importante para realizar a extingdo. Monfils e colaboradores (2009)
mostraram que um protocolo de extingdo apds uma reativagao curta da memoria poderia
inibir a subsequente renovacdao de respostas de medo. Os autores discutem que a
reativacdo poderia induzir um estado no qual a informacao inibitoria proveniente da
extingdo pode reescrever o contetido do trago. Neste caso, o medo foi atenuado quando
a extin¢do era aplicada 10 min apds a reativacdo da memoria, mas ndo 6 h depois
(demonstrando claramente, mais uma vez, que ha uma janela temporal induzida pela
desestabilizacdo que permite modificarmos memorias maladaptativas). Resultados
similares usando o mesmo protocolo t€ém mostrado que dita atualizagdo ¢ também
possivel em humanos sob condi¢gdes experimentais, € a atenuagdo de respostas aversivas
foi permanente até¢ 1 ano depois da intervengdo (Schiller et al., 2010). Como esperado,
embora esta perspectiva seja bem aceita na literatura neurocientifica, alguns grupos de

pesquisa falharam em replicar esses resultados (Chan et al., 2010; Costanzi et al., 2011).

Muitos dos resultados opostos assim como a eficdcia da reconsolidagdo tem sido
explicado com as chamadas condigdes limitantes (do inglés, boundary conditions) da
reconsolidagdo, para uma revisao, ver Haubrich e Nader (2018). Um exemplo pode ser
encontrado no artigo de Auber e colaboradores (2013), onde os resultados negativos
tentando replicar os experimentos de Monfils e colaboradores (2009) sdo abordados desde
as condigdes experimentais que podem tornar a memoria resistente a labilizagao induzida

pela reativagdo. Variaveis como se a memoria € recente ou remota (Frankland et al.,
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2006), a intensidade do treino usado durante o aprendizado (Wang et al., 2009), o tipo de
estimulo usado durante a reativa¢do (condicionado vs incondicionado) (Huang et al.,
2017), a idade do animal (Bustos et al., 2009) e se a memoria é aversiva ou apetitiva

(Fattore et al., 2017) parecem ser fundamentais para que a reconsolidagao ocorra.

Nesse sentido € possivel que a reconsolidacao seja um fendmeno geral encontrado em um
grande numero de animais (Crystal and Glanzman, 2013), No entanto as condi¢des que
geram o fendmeno da reconsolidagdo sdo heterogéneas. Isso pode ser facilmente
verificado na literatura onde ¢ possivel encontrar diferentes tempos de reativagdo para
induzir a desestabilizagdo desde s6 30s de exposicao ao estimulo até 15min. Esse balango
entre fatores ¢ também importante em experimentos em humanos onde se deve
acrescentar que existe pouca evidéncia tangivel sobre a memoria ser de fato
desestabilizada e reconsolidada (Fernandez et al., 2017). Algumas importantes questoes

neste meio ainda permanecem em aberto, requerendo esforcos cientificos adicionais.

Assim , podemos de fato concluir que o carater promissor da reconsolidagdo ¢ inegavel,
no entanto a sua praticidade ainda esta longe de ser uma realidade clinica. Esse panorama
permite a extingdo manter seu status como ferramenta comportamental “padrao-ouro” na
atenuacdo de memdrias aversivas, mesmo com a possibilidade de recuperacao da resposta
de medo. Porém, ¢ importante ressaltar que assim como existe um grande campo de
pesquisa acerca da reconsolidacdo, o mesmo acontece com a extingdo, sobre a qual
diferentes metodologias farmacologicas e comportamentais visam seu melhoramento
(Fitzgerald et al., 2014). Nesta tese, os dois fendmenos serdo avaliados, assim como sua
interacdo com compostos farmacologicos classicos (fluoxetina) e naturais (cafeina) que

podem ser usados na atenuacao de respostas de medo.

1.5 Validade de modelos animais no estudo de transtornos associado ao trauma. O

caso do condicionamento Pavloviano

A palavra “modelo” faz referéncia a uma recriagdo, geralmente incompleta ou limitada,
de um fenomeno de estudo (Tyrer e Steinberg, 1987). No caso da ciéncia, a reducao de
variaveis que interagem com um fenomeno ¢ desejada com o intuito de controlar e estudar

as relagdes causais entre eventos. Nesse sentido vale a pena se perguntar quao préximos
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estdo os modelos animais de situacdes reais de trauma e o limite da extrapolagdo desses
resultados a humanos. Primeiro, ¢ importante mencionar os padrdes de validade dos
modelos. No caso de modelos visando o estudo de transtornos psiquiatricos, trés
elementos sdo importantes: a validade de construto, a validade preditiva e a validade

aparente (Stewart e Kalueff, 2015).

A validade de construto faz referéncia as bases causais e explicativas ou tedricas da
psicopatologia. Dessa forma, um bom modelo deve ficar proximo dos fatores atualmente
conhecidos que podem desencadear o desenvolvimento de psicopatologias (Siegmund e
Wotjak, 2006). Esses fatores podem ser genéticos, neuroanatdomicos, moleculares entre
outros. Sem dificuldade, ¢ possivel perceber que muitos modelos podem ter uma validade
de construto baixa, que de fato tem sua origem no proprio desconhecimento dos fatores
causais das doencas mentais (Cryan e¢ Mombereau, 2004)). Tomando isso em
considera¢do que atualmente ndo existe uma metodologia padronizada de diagnostico
objetivo com marcadores definidos (como no caso de outras especialidades médicas que
baseiam o diagnostico em testes fisioldgicos); com marcadores definidos, o trabalho de
gerar modelos com adequada validade de construto ja ¢ uma tarefa dificil. Alguns avangos

nessa area serdo abordados na se¢ao discutindo o topico “psiquiatria de precisdo”.

Por outro lado, a validade preditiva parece ter melhores resultados. A validade preditiva
informa se o modelo responde de forma similar aos tratamentos utilizados na clinica.
Dessa forma ¢ esperado que um modelo com validade preditiva consiga responder aos
tratamentos. Existe consenso que os modelos atuais tém uma aceitavel validade preditiva
para o estudo de transtornos psiquiatricos, principalmente aqueles avaliando transtornos

da ansiedade (Haagen et al., 2015).

Finalmente, a validade de face, esta relacionada com quao bom o modelo pode mimetizar
a sintomatologia do transtorno (Goswami et al., 2013). Assim, respostas como medo
intenso, niveis elevados de corticosterona e dificuldade na extingdo sdao respostas

esperadas em modelos animais de TEPT.

Na figura 2 podem ser observados alguns dos principais modelos existentes para o estudo
do TEPT. Para a compreensao de modelos e os experimentos que serdao mostrados nesta

tese, focaremos na validade do condicionamento aversivo ao contexto (CAC) e em outros
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modelos de condicionamento aversivo para o estudo dos transtornos associados ao medo

ou trauma.

A Inescapable shocks B Predator stress
1 Unprotected exposure Protected exposure Predator scent

i1
Ehi

1-20 shocks
0.3-1.5mA, 0.5-10 s

1 x 5-20 min
or 2 x 1 hr over 10 days

C Ssingle prolonged stress (SPS) D  immobilization (IMO) or
Restraint stress Forced swimming restraint stress
2 hrs 30-120 min
Ether

20 min Until loss of consciousness
E Unpredictable variable stress (UVS)

Daily exposures to various stressors (chosen randomly among the stressors described below) over a period of 1 to 8 weeks

. . . . ” Food or water deprivation
Damp or no bedding,  Overcrowding Tail suspension  Restraint stress

or cage tilting

&

\
14
Forced swimming
Thermal stimu
Soclal stress
= Nonse or light Inescapable shocks
E stimulus [] n
= (YL
§ “A°1Q)
E [——

F social defeat stress (SDS)

Confrontation (3-10 min)
Resident/aggressor with experimental mouse (intruder) Sensory contact (24 hrs)

The paradigm is repeated for typically 5 to 21 consecutive days.
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Figura 2:Principais modelos animais utilizados no estudo do TEPT. A) O choque
inescapavel, no qual pode ser encontrado o condicionamento aversivo ao contexto (CAC),
expde o animal a um estresse (choque nas patas) concomitante com estimulos preditivos
como tons ou o proprio contexto, mas deixa o animal sem possibilidade de enfrentamento
que ndo seja resposta do tipo passivo como o congelamento (do inglés, freezing). B) A
exposi¢ao ao predador ¢ baseada na ideia que estimulos naturalmente aversivos para o
animal podem gerar memorias de medo muito robustas e persistentes. No caso da
exposicao direta, o predador (gato) interage diretamente com o individuo (roedor) sem
barreira fisica. Existem ainda duas variantes, que expdem o animal ao predador, mas
evitando o contato fisico ou também s6 com a exposi¢ao ao cheiro do predador. C) O
estresse cronico imprevisivel (ou estresse cronico varidvel) também ¢é outro modelo que
pode desencadear comportamento do tipo ansioso e também semelhante a depressao. O
modelo consiste na exposi¢ao repetida a diferentes tipos de estressores ao longo de varios
dias, como por exemplo teste de nado forcado, choques inescapaveis, troca do ciclo
claro/escuro, restrigdo motora, dentre outros. D) O teste de derrota social se baseia na
dominancia de um animal sobre o sujeito experimental. Essa dominancia ¢ estabelecida
por meio de contato e confrontagao social. Geralmente o animal deve ser exposto a um
outro animal de maior tamanho, com maior probabilidade de ganhar o confronto, € o teste
final consiste em avaliar a aproximacao do derrotado com o ganhador, sem contato fisico.

Figura extraida com base em Deslauriers e colaboradores (2018).

Uma das caracteristicas-chave do condicionamento aversivo pavloviano ¢ que se
fundamenta na associacdo de estimulos incialmente neutros, que ganham um valor
preditivo de um estimulo incondicionado como um choque nas patas (Fanselow et al.,
1998). Por meio do pareamento desses estimulos, ¢ gerada uma resposta condicionada
que, nesse caso especifico, seria a expressao de medo a estimulos discretos ou contextuais
(Figura 3). Tal processo de aprendizado tem se mostrado associado ao desenvolvimento
de TEPT, motivo pelo qual o condicionamento aversivo oferece a possibilidade de
investigar os substratos neurobioldgicos responsaveis pela manutencao deste tipo de
informacao emocionalmente marcante (LeDoux, 2000; Walker e Davis, 2002; Maren e
Quirk, 2004; Sah e Westbrook, 2008). Adicionalmente o TEPT, que por natureza ¢é
resistente a extingdo (Ursano et al., 2009), parece afetar significativamente o controle
inibitorio de estruturas pré-frontais importantes para a flexibilidade cognitiva e a propria

extingao (George et al., 2015). O mesmo acontece nas manifestagdes clinicas do TEPT,
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quando a expressdo de medo apds o condicionamento pode estar influenciada pela
aversividade da experiéncia. Desta forma a quantidade de associa¢des ou a intensidade
do treino podem gerar memorias fortes ou fracas, assim como resistentes ou ndo a
extin¢ao (Rescorla, 1968; Bauer et al., 2001, Norrholm et al., 2011). Como sera explicado
mais adiante, a intensidade do treino também muda a generalizagdo da memoria aversiva,
induzindo respostas de medo a eventos ou estimulos similares (Pedraza et al., 2016;
Jasnow et al., 2017), um processo-chave na manutencao da pagoténese dos transtornos

do estresse/ansiedade.

Acquisition

CR/Fear

CR/Fear

CR/Fear

A\ =R
=
e
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CR/Fear

Figura 3. Sequéncia de eventos envolvendo o condicionamento classico pavloviano.
O condicionamento pavloviano se fundamenta na aquisi¢do de uma resposta aversiva pela
exposicao a estimulos neutros como tons ou contextos, pareados com estimulos que

geram uma resposta incondicionada (choque nas patas produz medo, sendo o medo a
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resposta incondicionada). O aprendizado permite que os estimulos neutros ganhem um
valor preditivo sob a consequéncia aversiva, desta forma, a exposi¢ao a esses estimulos,
(que agora podem ser chamados de estimulos condicionados), gera a resposta
incondicionada. Em conjunto, observamos que a exposi¢do ao estresse com estimulos
preditores gera uma resposta condicionada. A resposta de medo pode ser enfraquecida
por meio da extingdo, que envolve uma exposicao aos estimulos condicionados em total
auséncia de consequéncias aversivas. E esperado que ao longo da extingéo o individuo
consiga reduzir a resposta de medo condicionada. No entanto, a extingdo pode ser muito
vulnerdvel a estimulos externos fora do contexto de extingdo, que levam a recuperacao
da resposta. Por exemplo, exposi¢do a contextos diferentes com estimulos presentes no
momento do aprendizado, a exposi¢do ao estimulo incondicionado em contextos
diferentes ou o simples passar do tempo, podem reestabelecer a resposta aversiva. Aqui
em suma, o grande objetivo ¢ como prevenir dita recuperagdo. Figura retirada de

Singewald e Holmes (2018).

A crescente ideia de utilizar a reconsolidacdo da memoria como estratégia terapéutica no
TEPT foi resgatada usando um modelo de condicionamento pavloviano (Nader et al.,
2000), bem como trabalhos pré-clinicos que baseiam suas metodologias nos processos de
reativagdo de forma idéntica ao trabalho realizado em animais (Schiller et al., 2010; Ross

etal., 2017).

Uma possivel base genética do TEPT também pode ser estudada em modelos de
condicionamento aversivo. Por exemplo, Dias e Ressler (2014) mostraram que uma
associacdo aversiva usando um cheiro especifico em camundongos, pode influenciar o
comportamento de geragdes futuras ao mesmo cheiro. As duas subsequentes geracoes
mostraram sensibilidade ao cheiro que foi usado para gerar o condicionamento na
primeira geragdo. Os resultados sugerem uma interessante possibilidade de transmissao
parental de informacdes aprendidas, complementando evidéncias sobre a hereditabilidade

da suscetibilidade ao TEPT (Stein et al., 2002; Hettema et al., 2003, 2008).

Desde um ponto de vista farmacoldgico, o condicionamento aversivo pode ser usado para
o estudo de substancias quimicas, por exemplo, com efeito amnésico (Izquierdo, 1989).
No entanto, outros estudos tém usado o condicionamento aversivo como uma medida de

ansiedade ¢ modelo de transtornos de ansiedade generalizada (Dias et al., 2014).
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Considerando que muitos ansioliticos podem ter efeitos amnésicos, € possivel dissociar
os efeitos de tais farmacos, sobre a memoria e na ansiedade, por meio de testes adicionais
como o labirinto em cruz elevado ou o campo aberto (Quillfeldt, 2016). Dessa forma
alguns estudos tém mostrado como substancias podem interferir diretamente em alguma
das fases da memoria sem comprometer a ansiedade ou a locomogao do animal (McEown
e Treit, 2013). A conceitualizagdo do TEPT como um transtorno primariamente da
memoria, faz do condicionamento pavloviano uma ferramenta muito util no estudo da
neurobiologia e fisiopatologia do TEPT assim como para o desenvolvimento de novas

intervengoes.

1.6 Controle farmacoldégico da expressiao de memorias aversivas: evidéncias de

modelos animais e ensaios clinicos

Como aconteceu com a depressao, o TEPT teve como principal ferramenta farmacologica
os antidepressivos inibidores da monoaminoxidase (iIMAO), com resultados conflitantes
(Schestastky et al., 1988; Kosten et al., 1991). Similar aos iMAOs, os triciclicos como
cloridrato de amitriptilina tiveram efeitos modestos (Davidson et al., 1990), no entanto
seus efeitos secundarios levaram a uma retragdo progressiva do seu uso. Sem duvida, a
incorporagdo dos inibidores seletivos da recaptagao de serotonina (ISRSs) permitiram
uma reducdo consideravel dos efeitos adversos, no entanto a eficacia terap€utica de
compostos como a paroxetina, sertralina e fluoxetina se mantém em discussdo (NICE,
2005). Entretanto, a implementacdo clinica destes fairmacos antecedeu uma pesquisa
exaustiva dos seus efeitos celulares e moleculares e as situagdes nas quais poderiam ser
efetivos. A falta de marcadores objetivos, assim como uma terapéutica classica baseada
na tentativa e erro, tem levado a psiquiatria clinica a niveis onde cerca de 20-30% dos

pacientes sdo considerados refratarios aos tratamentos (Crown et al., 2002).

Conhecendo a efetividade reduzida de alguns antidepressivos, estudos recentes apontam
possiveis novos alvos. Como mencionado anteriormente, os elevados niveis de NA apods
a aquisicao de respostas aversivas levaram a considerar que inibidores desse sistema,
como o propranolol, podem prevenir a formagdo de memorias aversivas assim como
modifica-las durante a reconsolidagdo, estratégia que tem obtido sucesso em importantes

ensaios clinicos e pré-clinicos (Pitman et al., 2002, Taylor e Cahill, 2002; Taylor e
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Raskind, 2002, Vaiva et al., 2003). Por outro lado, antagonistas de receptores ol
adrenérgicos como a prazosina e agonistas 02 como a clonidina mostraram-se efetivos na
redu¢do dos niveis de ansiedade generalizada e hiper-reatividade em pacientes com TEPT
(Boehnlein e Kinzie, 2007). Em roedores, sob a perspectiva da reconsolidacao da
memoria, a clonidina, quando administrada apos a reativagao de um condicionamento
aversivo pavloviano, prejudica a memoria aversiva persistentemente e em forma dose
dependente (Gamache et al., 2012). Em popula¢ao clinica a clonidina se mostra eficaz em
sintomas como transtornos do sono ap6s o trauma (Van Liempt et al., 2006), mas uma
meta-analise recente que a compara com outros farmacos disponiveis concluiu que nao
existem dados suficientes para ser considerada como uma op¢ao segura para a terapia do
TEPT, apesar de seu efeito positivo na sintomatologia secundaria (comorbidades), como

ocorre com pesadelos/flashbacks (Detweiler et al., 2016).

Antidepressivos como a Tianeptina tém mostrado eficdcia no controle da sintomatologia
do TEPT (Onder et al., 2006). Contrario a outros antidepressivos, o efeito terapéutico da
tianeptina ¢ aparentemente mediado pela melhora da transmissao glutamatérgica e sobre
parametros de plasticidade sindptica (Kole et al., 2002, Kasper e McEwen, 2008, McEwen
et al., 2010). A eficacia da tianeptina ¢ apoiada por evidéncias mostrando que estressores
aumentam niveis de libera¢do de glutamato (Bagley e Moghaddam, 1997, Reznikov et
al., 2007), inibe sua recaptagdo (Yang et al., 2005) e aumenta a expressao de receptores
para dito neurotransmissor (McEwen et al., 2002). De fato, em um modelo animal de
TEPT, foi verificado que a exposicdo a um choque nas patas leva a um aumento da
expressao de receptores AMPA concomitante com um aumento na expressao persistente
do medo (Thoeringer et al., 2012). A tianeptina parece prevenir essas mudancas sinapticas
induzidas pelo estresse e seus efeitos adversos no aprendizado e na memoria (Campbell

et al., 2008, McEwen et al., 2010, Pillai et al., 2012).

Na mesma linha, o farmaco D-Cicloserina (DCS), um modulador do sitio de ligacdo da
glicina no receptor NMDA, favorece a extingao em animais (Mao et al., 2008; Bouton et
al., 2008; Weber et al., 2007 e humanos (Grillon, 2009). Adicionalmente, a DCS favorece
o processo de reconsolidagdo por meio do beneficio aos mecanismos que permitem a
desestabilizacdo da memoria. Por exemplo, Espejo et al., (2016) demonstraram que o
estresse prévio a uma reativacdo da memoria aversiva torna a informagao insensivel aos

efeitos amnésicos do midazolam. No entanto, a administragao de D-Cicloserina restaura
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a possibilidade de interferéncia quando administrado sistemicamente ou intra-amigdala.
Os efeitos da DCS parecem ser mediados pelas conexdes entre cortex pré-frontal e
amigdala e a expressao de receptores de NMDA nessas estruturas (Baker et al., 2018). De
fato, a lesdo de regides pré-frontais como o cortex orbitofrontal medial inibe o efeito
facilitatorio da DCS durante a extingdo, sugerindo que a eficacia do tratamento depende
da integridade do cortex pré-frontal para a reducdo da reposta aversiva (Sierra et al.,

2016).

Finalmente, os hormdnios esteroides também devem ser aqui considerados. Hormonios
como a desidroepiandrosterona (DHEA, do inglés) podem controlar os efeitos deletérios
do estresse durante o TEPT, bloqueando a acao téxica do cortisol (Cardounel et al., 1999;
Rasmusson et al., 2003). De forma interessante, pacientes que apresentam remissao
depois de 16 semanas de psicoterapia para o TEPT, tiveram niveis elevados de DHEA
comparado com aqueles que ndo foram responsivos ao tratamento (Olff et al., 2007). Em
modelos animais, a administracdo de DHEA aumenta os niveis de BDNF (Naert et al.,
2007) e receptores 5S-HT2A na amigdala (Cyr et al., 2000) e pode inibir os efeitos do
estresse na plasticidade hipocampal (Diamond e Fleshner, 1999; Diamond et al., 1999).
A administracdo de inibidores de glicocorticoides como a metirapona apos o CAC inibe
a expressdo de memorias de medo generalizadas (Pedraza et al., 2016), um componente
essencial do TEPT (Jovanovic et al., 2012; Lopresto et al., 2016). Os efeitos benéficos da
metirapona em populagdes clinicas tém sido observados principalmente no
reestabelecimento de padrdes de sono assim como o controle dos niveis de cortisol,

fisiologicamente elevados nestes pacientes (Otte et al., 2007; Inslicht et al., 2018).

Nas se¢oes seguintes, analisaremos os efeitos de um agente farmacolédgico classico no
tratamento do TEPT, a fluoxetina, assim como evidéncias que tem surgido de substancias
naturais potencialmente titeis no controle de respostas de medo, como € o caso da cafeina,

um antagonista adenosinérgico.
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1.6.1 [Inibidores seletivos da recaptacio de serotonina e controle da expressao

do medo: O caso da fluoxetina

O ISRS fluoxetina foi langado inicialmente como nova estratégia terapéutica no
tratamento da depressao no final da década de 1980, mas foi estendido para uma longa
lista de psicopatologias, tais como ansiedade generalizada (Zou et al., 2013), agorafobia
(Bakker et al., 2000), insénia (Fava et al., 2006), transtorno obsessivo compulsivo
(Bergeron et al., 2002) e inclusive como coadjuvante no tratamento de transtornos do
espectro autista (Lucchelli e Bertschy, 2018) e esquizofrenia (Watanabe, 2011). Sua
funcao como regulador do humor em estados depressivos e no perfil ansiolitico converteu
os ISRS, em particular a fluoxetina, como ferramenta farmacologica de primeira linha em
transtornos de ansiedade como o TEPT (Ravindran and Stein, 2017). E importante
salientar que outros farmacos foram desenvolvidos ao longo dos anos com um perfil mais
seletivo, como o escitalopram, com menos efeitos adversos e reducdo da ansiedade mais
rdpida em compara¢do com a fluoxetina, que de fato, pode induzir ansiogénese nas
primeiras fases do tratamento (Gorman, et al 1897). Os relatos clinicos de aumento na
ansiedade, no inicio do tratamento, foram respaldados por pesquisas recentes mostrando
que os ISRSs inicialmente recrutam uma via proveniente do ntcleo da rafe dorsal, que
induz a atividade de uma subpopulag@o de neurdnios da estria terminal (BNST, do inglés).
Tais neuronios sao responsaveis pela liberagcdo do fator de liberagdao de corticotropinas
que, por meio de circuitos inibitorios, silencia a comunicacao entre o BNST e a area
tegmental ventral (VTA, do inglés), uma via previamente implicada na reducdo da
ansiedade e percepcdo de seguranca em animais — de acdo predominantemente
dopaminérgica (Marcinkiewcz et al., 2016). Adicionalmente, os receptores 5-HT2C
parecem mediar dito fendomeno, pelo qual os autores propdem um estado
hiperserotoninérgico durante a fase aguda do tratamento, que favorece a inibicdo de
circuitos no BNST que regulam a expressdo da ansiedade. Estudos adicionais tém
mostrado que a administragdo de fluoxetina ou citalopram, de forma aguda, pode
melhorar a aquisi¢do de respostas aversivas assim como a sua evocagdo, quando
administradas antes do teste no condicionamento aversivo ao som (Burghardt et al.,

2007).

Na prética clinica, o aumento da ansiedade pode ser contrabalanceado por meio da

administracdo concomitante de ansioliticos nas primeiras semanas do tratamento
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(Baldwin et al., 2014). Além do efeito adverso na administragdo aguda, os ISRSs tém
uma eficdcia questionavel no tratamento de TEPT, com relatos que ndo superaram os
grupos placebo (Berger et al, 2009). Como ja mencionado, a tentativa e erro, propria da
psiquiatria, e a auséncia de medicina psiquiatrica individualizada e de precisdo podem
estar na base destes resultados heterogéneos, onde uma populacdo clinica com

diagndsticos similares respondem diferentemente ao mesmo tratamento.

Boa parte dos efeitos benéficos da fluoxetina (e outros ISRSs) no controle de respostas
de medo, em modelos animais, tem sido associada com o aumento progressivo na
produgdo do fator neurotrofico derivado do cérebro (BNDF, em inglés), em regides como
o hipocampo, ao longo do tratamento. Por exemplo, Santarelli e colaboradores (2003)
mostraram que a irradia¢dao de raios X no hipocampo diminui a neurogénese induzida
pela administragdo cronica de fluoxetina, imipramina e desipramina, que por sua vez inibe
a diminuicdo da ansiedade induzida pelo tratamento. Alteragdes genéticas no
funcionamento fisioldgico do BDNF, em roedores, gera fenoétipos de tipo ansioso que sdo
resistentes ao tratamento com fluoxetina (Chen et al., 2006). Usando também fluoxetina
e desipramina, Santos e colaboradores (2006) mostraram que o efeito de antidepresivos
pode depender da intensidade do evento aversivo. Por meio do CAC com intensidades de
treino moderadas e elevadas, os autores reportam que animais treinados com intensidades
altas foram mais sensitivos aos efeitos da administracao de fluoxetina durante 2 semanas,
diminuindo o congelamento significativamente em comparagao com a desipramina. No
entanto, em animais selecionados fenotipicamente para a expressdo de altos ou baixos
niveis de congelamento ap6s o condicionamento, a fluoxetina se mostrou igualmente
efetiva, sugerindo que o tratamento pode ser efetivo tanto em perfis vulneraveis como

resilientes ao estresse (Graham et al., 2018).

A relacdo entre fluoxetina e plasticidade sindptica tem se fortalecido com evidéncias
mostrando que o condicionamento aversivo pode diminuir a eficicia sinaptica e inducao
da LTP nas fibras entre fimbria-CA3 que por sua vez ¢ prevenido pela administragao
concomitante de fluoxetina (Spennato et al., 2008). Mesmo sem diferengas
comportamentais em termos de congelamento, o estudo mostrou que a fluoxetina pode
controlar os efeitos adversos na plasticidade advinda do estresse do condicionamento.
Outros estudos tém mostrado resultados similares na amigdala , indicando neurogénese

hipocampal apos a administracdo de fluoxetina, resultados que devem ser considerados
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com cautela pela pouca evidéncia de neurogénese além das estruturas classicamente

conhecidas como o hipocampo e bulbo olfatdrio (Jiang et al., 2014).

No caso da extingdo, um dos processos-alvo que serdo aqui avaliados, Deschaux e
colaboradores (2011) mostraram que a administracao cronica de fluoxetina durante 21
dias antes da aquisicdo do condicionamento, em ratos, pode inibir o subsequente
ressurgimento da resposta de medo apos a extingdo, mesmo quando o tratamento nao
muda a taxa de diminui¢do de congelamento ao longo da extingdo. Em um dos estudos
mais importantes sobre o efeito da fluoxetina na extingao, Karpova e colaboradores
(2011) demostraram que a fluoxetina pode remodelar circuitos inibitorios na BLA
(células contendo parvalbumina) e no hipocampo por meio do aumento na produgdo de
BDNF e facilitando a indugdo da potenciagdo sinaptica. Em termos comportamentais, a
administracao de fluoxetina inibiu a recuperacao espontanea . Os autores propdem que o
tratamento pode afetar as redes perineurais na amigdala e no hipocampo, retornando a um
estado imaturo, promovendo a plasticidade e consequentemente uma maior possibilidade
de mudar o comportamento de medo por meio da extingdo. Resultados similares tém sido
demostrados com a administragdo seletiva de fluoxetina ap6s a extingao (Deschaux et al.,
2013). Um estudo subsequente ampliou os resultados de Karpova e colaboradores,
mostrando que o uso de fluoxetina na extingdo aumenta a expressdo da subunidade
GIuN2A do receptor NMDA na amigdala ¢ no hipocampo, bem como promove uma
efetiva reducdo da resposta de congelamento (Popova et al., 2014). Além da evidéncia ja
mencionada de que a extin¢do promove a regulacdo de receptores AMPA na Amigdala
lateral, o que torna possivel uma janela temporaria na qual a memoria do medo pode ser
degradada pela experiéncia comportamental mostrando um mecanismo molecular para o
apagamento do medo (Clem e Huganir, 2010); sob este viés, parece evidente que a
fluoxetina precisa, pelo menos em parte, da atividade de receptores NMDA e AMPA para

promover a redu¢dao do medo.

De forma interessante, Lebron-Milad e colaboradores (2013), wusando um
condicionamento ao som, mostraram que a administragdo cronica de fluoxetina pode
induzir a diminuicdo do congelamento em fémeas, mas ndo em machos, e o efeito se
mostrou altamente dependente do ciclo estral. Diferencas parecidas t€ém sido encontradas
nas taxas de extin¢ao entre homens ¢ mulheres (Hwang et al., 2015) assim como a

influéncia do ciclo menstrual na expressao de ansiedade (Lonsdorf et al., 2015).
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Em conjunto, a evidéncia clinica sobre a variabilidade da resposta ao tratamento com
ISRSs (Preskorn, 2014), assim como as diferentes variaveis que afetam suas respostas
comportamentais em animais (momento da administracdo, intensidade do treino,
ansiedade basal, sexo), parecem indicar um panorama onde um modelo transdiagnostico
e personalizado, (isto ¢, ajustar o tratamento as condi¢des particulares de cada paciente),
¢ a melhor opgdo para oferecer tratamentos de qualidade. E importante salientar que a
discussao tem sido focada na fluoxetina, no entanto, a resposta a tratamentos com
farmacos da mesma classe, por exemplo o citalopram, podem gerar resultados clinicos
diferentes (Lee et al., 2016), observagao esta que também foi demonstrada em modelos
animais, onde a administrag¢do de citalopram prejudicou a extingdo da resposta aversiva
(Burghardt et al., 2013). Nos experimentos que serdo aqui apresentados, uma variavel
adicional sera contemplada neste ja complicado panorama multifatorial da expressdao do

medo: a generalizagdo de respostas aversivas. O fendmeno serd abordado mais adiante.

1.6.2 Podem substancias naturais afetar as respostas de medo e ansiedade? O caso

da cafeina

O potencial clinico de compostos naturais tem sido relegado pela farmacologia clinica
tradicional. Porém, isto resulta entendivel quando comparada a evidéncia cientifica
disponivel para este tipo de compostos em termos de pesquisa pré-clinica e clinica vs
compostos sintetizados (Asher et al., 2017). Em anos recentes, o interesse tem aumentado,
no entanto, o protagonismo tem sido principalmente das substancias psicodélicas que
estdo produzindo resultados bastante promissores no tratamento de patologias como a

depressao e o TEPT (Slomsk, 2018; Fava et al., 2018).

Compostos como o mio-inositol, uma forma natural de inositol presente em frutas e frutos
secos, tem mostrado efetividade em estudos duplo-cego para transtornos de ansiedade
como o panico. De fato, um més de tratamento se mostrou mais efetivo na redugao do
numero de ataques de panico que a fluvoxamina, um dos farmacos tradicionais no
tratamento desta patologia e do transtorno obsessivo compulsivo (Palatnik et al., 2001).
Adicionalmente, os efeitos adversos foram reduzidos com o mio-inositol, propriedade
que pode favorecer a aderéncia ao tratamento. Extratos de plantas como o galphimia

brasiliensis, proveniente da planta mexicana Carderona Amarala ou também conhecida
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como “flor de estrela”, conhecida por seus efeitos sedativos tem mostrado efeito
ansiolitico em roedores expostos ao labirinto em cruz elevado (Herrera-Ruiz et al., 2006).
Em humanos, a galphimia-b possui um efeito ansiolitico similar ao benzodiazepinico
lorazepam (Img) em pacientes com ansiedade generalizada (Herrera-Arellano et al.,
2007). Esses efeitos parecem ser mediados pela inibi¢do de neurdnios dopaminérgicos na
area tegmental ventral VTA (Tortoriello et al., 1998) assim como por sua interagdo com
receptores 5S-HT1A, pelos menos no hipocampo (Jimenez-Ferrer et al., 2011), e tem sido
excluido, paradoxalmente, um efeito direto em receptores GABAérgicos (Prieto-Goméz
et al., 2003). Resultados similares tém sido encontrados com analogos do resveratrol
como o pterostilbeno, que mostrou efeito ansiolitico em camundongos concomitante com
uma diminui¢do na fosforilagdo das cinases reguladoras extracelulares ERK1 e 2 (Al
Rahim et al., 2013). Por outro lado, os resultados com resveratrol sdo controversos e seu
efeito em habilidades cognitivas como memoria e aprendizado sdo nulos, apenas com um

modesto efeito benéfico em estados de animo (Farzaei et al., 2018).

Outro exemplo importante ¢ a curcumina, parte do componente ativo do agafrio-da-india
(Curcuma longa) rico em antioxidantes e com significativa atividade anti-inflamatéria. A
curcumina tem se mostrado efetiva na diminuicao de sintomas associados com depressao
e ansiedade em pacientes obesos (Esmaily et al., 2015). Uma dieta enriquecida com
curcumina, em ratos, torna os animais menos vulneraveis ao condicionamento aversivo
ao som, inibindo a expressao de genes de ativagdo imediata na BLA, como o Arc/Arg e
Egr-1, associados com a aquisicdo da resposta aversiva (Monsey et al., 2015).
Adicionalmente, a curcumina prejudica a reconsolidagdo de memorias recentes e remotas
(para uma revisao sobre os efeitos da curcumina em transtornos psiquiatricos ver Lopresti

etal., 2017).

Compostos como a curcumina ou o resveratrol, mesmo sendo de consumo frequente
através dos alimentos, ndo atingem o mesmo impacto na dieta que o consumo de cafeina.
A cafeina ¢ consumida através de diferentes alimentos e bebidas, embora sua principal
fonte seja o café (Reyes and Cornelis, 2018). E reconhecida como a substancia psicoativa
mais consumida do mundo, com aproximadamente 1,6 bilhdes de copos ao dia
(Cappelletti et al., 2015), e tem sido parte importante historica e economicamente,
particularmente em paises como Colombia e o Brasil (Pantoja-Gomez et al., 2019). O

efeito da cafeina sobre o aprimoramento fisico tem sido destacado em diferentes
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pesquisas (Grgic and Mikulic, 2017), no entanto seu efeito na cogni¢ao continua sendo

matéria de debate (Cappelletti et al., 2015).

O principal mecanismo de agao da cafeina em doses comumente utilizadas ¢ inibir os
receptores de adenosina devido a remog¢do do tonus adenosinérgico com uma alta
especificidade aos receptores de adenosina Al e A2A, que sdo os responsaveis pelas
acdes tonicas da adenosina endogena (e de forma mais inespecifica nos receptores A2B
e A3). (Ribeiro e Sebastido, 2010). Os receptores adenosinérgicos sao acoplados a
proteina G, com a adenosina como o ligante endogeno (Fredholm, 2010; Fredholm et al.,
2001 ). O receptor Al ¢ acoplado a proteina Gi, inibindo a formagdo de AMP ciclico.
Entre seus agonistas estdo a adenosina e a 2-CloroN6-ciclopentiladenosina (CCPA).
Dentre os antagonistas desse receptor, pode-se encontrar a cafeina, a teofilina e a 8-
Ciclopentil-1,3-dimetilxantina (CPX). O receptor adenosinérgico A2A ativa a
subunidade estimulatéria da proteina G (Gs), dessa forma aumentando a conversdo de
ATP em AMP ciclico. Tem, entre seus agonistas, a adenosina, a ATL-146e, e a CGS-
21680; entre seus antagonistas, pode-se encontrar a cafeina, teofilina, istradefilina e SCH-

58261 (Jacobson e Gao, 2006).

Provavelmente, um dos artigos mais importantes sobre os efeitos da cafeina na memoria
foi publicado por Borota e colaboradores (2014), onde a ingesta de 200mg de cafeina
apo6s o aprendizado de uma lista de palavras, facilitou significativamente a evocagao da
memoria 24h apos da aquisicao. O estudo também mostrou que o efeito segue uma fungao
quadratica na forma de “U” invertido e é especifico na consolidagdo, ja que 0 mesmo
tratamento antes da evocagao nao mostrou diferencas. O estudo foi importante para isolar
a memoria como varidvel principal e atingir conclusdes sem a interferéncia de estados de
alerta, ansiedade e mudangas de tempo de reag¢do, que usualmente acompanham tarefas

espaciais e procedimentais (Rogers et al., 2013).

No caso do condicionamento aversivo, Corodimas e colaboradores (2000) mostraram que
a administragdo de cafeina (10, 20 e 30mg/kg) prejudica a formacao da memoria do CAC
de uma forma dose-dependente, mas ndo tem efeito no condicionamento aversivo ao tom.
Os autores concluem que dito efeito em memorias hipocampo-dependentes mostra que
receptores adenosinérgicos hipocampais sao essenciais na formagdo de representagdes

contextuais. No entanto, um estudo posterior mostrou que no condicionamento aversivo
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ao som, a administragdo de cafeina 30mg/kg prejudica a aquisi¢do e evocacdo da
memoria, mas ndo a sua consolida¢ao (Dubroqua et al., 2015). Outro estudo, avaliando
os efeitos da administragdao cronica de cafeina assim como seu efeito de retirada em
camundongos jovens e adultos, reportou que a cafeina pode melhorar a aquisi¢ao de
memorias aversivas em baixas doses (1mg/kg) e prejudica-la em doses maiores (3mg/kg)
em animais jovens, no entanto dito efeito ndo foi observado em adultos (Poole et al.,
2016). Adicionalmente, animais jovens se mostraram mais sensiveis a
retirada/abstinéncia da cafeina, onde foi verificado um prejuizo na posterior execugdo da

tarefa.

Simdes e colaboradores (2016) observaram que a administracdo de 7 dias continuos de
cafeina em camundongos (5mg/kg), antes do condicionamento ao tom, prejudica a
evocagao da memoria contextual 48-78h e 7-8 dias apos o treino, mas nao prejudicou a
resposta de congelamento ao tom. Um efeito similar foi atingido com reducdo induzida
de receptores A2A na BLA, receptor que aumenta sua densidade apds a aquisi¢do desta
tarefa. Os efeitos da cafeina foram associados com a redugdo do receptor A2A apos a
administracao recorrente ¢ novamente foi constatada a vulnerabilidade hipocampal aos
efeitos da cafeina.

Nao existe evidéncia dos efeitos da cafeina na extingao ¢ na reconsolidagao de memorias

aversivas, ponto que estimulou os experimentos que serdo demonstrados adiante.

Quanto ao estado de animo, a cafeina tem sido associada com aumento de ansiedade, o
que pode depender do historico de consumo (consumo habitual ¢ menos suscetivel a
efeitos na ansiedade, ver Rogers et al., 2013). Porém, esse efeito geralmente ¢ reportado
com doses acima de 300mg (Lader e Bruce, 1986; Green e Suls, 1996) e com uma baixa
correlacdo entre consumo didrio de cafeina e ansiedade (Gurpegui et al., 2007). Por outro
lado, o consumo de cafeina em baixas doses parece favorecer o efeito antidepressivo de
farmacos como a mianserina (Poleszak et al., 2016; Szopa et al., 2016), havendo uma
correlagdo negativa entre sua administracao e tentativa de suicidio (Kawachi et al., 1996;
Lucas et al., 2014). Recentemente, Liu e colaboradores (2017) mostraram que baixas
doses de cafeina (60mg), junto com a ingesta de um antidepressivo, pode reduzir sintomas
de depressao em mulheres mais rapidamente que com o uso isolado do antidepressivo. O
efeito foi acompanhado por uma melhora em testes cognitivos assim como normaliza¢ao

de niveis de cortisol na saliva. Esses resultados com populagao clinica contrastam com as
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evidéncias em pacientes sadios, onde a cafeina ndo mostra influéncias no estado de animo,

além de uma melhora na disposi¢ao diaria (Judelson et al., 2005).

Em modelos animais, um consenso dos efeitos da cafeina na ansiedade ¢ dificil de atingir
pela variabilidade de doses e testes usados, sendo possivel encontrar tanto efeitos
ansiogénicos (Bhattacharya et al., 1997) como ansioliticos (Tang et al., 1899). A potencial
melhora no estado de animo induzida pela cafeina poderia estar associada ao fato de
aumentar os niveis de dopamina extracelular no ntcleo accumbens (Solinas et al., 2002)
que, por sua vez, poderia explicar os achados de preferéncia e aversao condicionada com

cafeina (Brockwell et al., 1991).

Neste trabalho, a interface entre memoria, ansiedade e preferéncia condicionada com
cafeina serdo focos importantes, assim como o potencial da cafeina no controle da

expressao do medo condicionado no CAC.

1.7 A generalizacio da memoria como um marcador de transtornos associados ao

trauma: Relacio com a consolidacio sistémica da memoria

A generalizacao de informagdes a situagdes similares pode ser altamente adaptativo,
permitindo inferéncias e estabelecendo novas regras a partir de conhecimentos prévios
(Behrens et al., 2018). No entanto, a generalizacdo pode ser patologica quando envolve
comportamentos ndo apropriados durante a exposi¢cao a novos estimulos e eventos. A
generalizagdo de respostas de medo faz parte dos critérios diagnosticos do TEPT
(Jovanovic et al., 2012; Lopresto et al., 2016), onde pacientes sdo incapazes de restringir
as respostas de medo e ansiedade aos preditores apropriados (Kaczkurkin et al., 2017).
Porém, a generalizagdo do medo pode estar presente em outros transtornos como fobias
especificas, transtorno obsessivo-compulsivo, transtorno de panico e ansiedade
generalizada (Dymond et al., 2015). Assim, estudos visando investigar a generalizagao
do medo em populagdes clinicas tém reportado que transtornos de ansiedade aumentam
a taxa de generalizacdo entre estimulos condicionados e seguros em comparacdo com
grupos-controle (Lissek et al., 2010; 2014). Mesmo com um limitado nimero de estudos
focando nas respostas de generalizacdo no TEPT (Lissek et al., 2014), a presenca da

generalizagdo como marcador patoldgico dos transtornos de ansiedade tem levado a
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sugerir que a melhoria da discriminagdo entre estimulos seguros e aversivos poderia ser

essencial para facilitar as intervengdes terapéuticas (Dunsmoor e Paz, 2015).

Em modelos animais, a generalizacdo pode ser atingida durante o condicionamento
aversivo utilizando estimulos como tons ou luz, onde o animal ¢ exposto a dois estimulos
condicionados claramente distinguiveis, mas s6 um deles ¢ pareado com o estimulo
aversivo (para um exemplo, ver Bundel et al., 2016). Também ¢ possivel haver
generalizagdao contextual, onde o animal ndo consegue discriminar entre o contexto de
treino e um contexto novo (Asok et al., 2019). Mesmo que ambos os protocolos sejam
uteis para estudar a generalizagdo do medo, eles diferem nas estruturas implicadas, assim
como o gradiente temporal no qual a generalizacdo ¢ estabelecida. Por exemplo, a
generalizagao com estimulos como tons pode ser avaliada 24h depois do treino (Bundel
et al.,, 2016), no caso contextual; no mesmo ponto de tempo os animais conseguem
discriminar os contextos e a generalizagdo s6 ¢ verificada ao longo tempo (Pedraza et al.,
2016; 2017). Desta forma, podemos afirmar que o gradiente temporal da generalizacdo a
estimulos discretos ¢ rapido, quando comparado com o gradiente temporal da
generalizagao contextual (no entanto, recentemente um protocolo foi adaptado para gerar

generalizacdo contextual em 24h, (Zhou et al., 2017)).

As diferengas parecem residir nas estruturas envolvidas em cada um dos aprendizados.
Classicamente, o condicionamento aversivo a estimulos discretos tem se demostrado
principalmente dependente da amigdala (Tallot et al., 2016), enquanto o CAC ¢
dependente do hipocampo (Izquierdo et al., 2016). A palavra dependéncia aqui deve ser
entendida como uma prioridade funcional de dita estrutura na manutencao da informacao,
mas hipocampo e amigdala participam de ambos aprendizados. Considerando que neste
trabalho foi usado o CAC, a énfase serd voltada ao hipocampo e seu papel na

discriminacdo de estimulos.

Uma estratégia basica na resolucdo de informagdes ambiguas ¢ a comparacdo de
estimulos novos como estimulos previamente codificados (Albasser et al., 2013). No caso
de informagdes contextuais, a comparagdo permite estimar a probabilidade de ocorréncia
de eventos no novo contexto permitindo ajustar o comportamento em consequéncia
(Maren et al., 2013). A ambiguidade entre estimulos ¢ sugerida como uma forma de

interferéncia onde novos estimulos podem desencadear a reativacao de tracos de memoria
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ja codificados (Besnard e Sahay, 2016). Um nimero consideravel de evidéncias tem
mostrado que o hipocampo possui um papel central na resolugdo de ambiguidades
contextuais. Por exemplo, a lesdo da regido dorsal do hipocampo tem sido associada com
0 prejuizo na discriminacdo de contextos aversivos e seguros (Maren et al.,, 1997;
Frankland et al., 1998). De fato, ha registros de uma relagdo direta entre o envolvimento

hipocampal e a discriminagdo da memoria (Wiltgen et al., 2010).

Algumas teorias tém sido propostas para explicar a generalizacio de memorias
contextuais. Riccio e colaboradores (1992) propdem que a generalizagdo ¢
essencialmente um processo de esquecimento dos atributos envolvidos no treino. Desta
forma, ao longo do tempo esses atributos sdo “semantizados” onde ideias gerais daquilo
que foi aprendido se mantém, mas os detalhes sdao perdidos. Como anteriormente
mencionado, a generalizacdo contextual se mostra mais lenta que a generalizagdo a
estimulos discretos, e a hipotese do esquecimento se ajusta a esse fendmenos. Wiltgen e
Silva (2007) encontraram um gradiente de generalizacdo onde animais treinados no CAC
conseguem discriminar entre contextos 1 dia apds o aprendizado, no entanto o
congelamento no novo contexto aumenta ao longo do tempo, sendo igualado a contexto
de treino 36 dias apos. Dito efeito parece ser inibido quando os animais sdo expostos ao
contexto de treino antes do teste, protocolo no qual a precisdo ¢ recuperada (Zhou e
Riccio, 1996; Pedraza et al., 2017). Em concordancia, a reativagao periddica da memoria
no contexto de treino mantém a precisao contextual e o envolvimento hipocampal na
evocagdo (de Oliveira Alvares et al., 2012). Esse ultimo resultado sugere que o gradiente
de generalizacdo pode ser produto, por sua vez, de uma degrada¢do do papel do
hipocampo na evocacdo da memoria. Sob esta perspectiva, se a memoria ¢
periodicamente reativada ao longo do tempo, mantém-se a dependéncia hipocampal

diminuindo o gradiente de consolida¢do sistémica da memoria.

A consolidagao sist€émica da memoria explica o fortalecimento gradual ao longo do tempo
das conexdes cortico-corticais que sustentam uma memoria particular, as quais serao as
principais responsaveis pela sua evocacao. Existem algumas teorias sobre a consolidacao
sisttmica que devem ser entendidas para estabelecer sua possivel relagdo com a
generaliza¢do. Por uma lado, a teoria “padrdo” (standart theory) sugere o hipocampo
como um repositorio temporal de tragos de memorias episddicas e semanticas € como

consequéncia, lesdes hipocampais interferem com a recuperagdo destas informacoes
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(Frankland e Bontempi, 2005). S6 aquelas memorias que sao consolidadas em estruturas
extra-hipocampais poderiam sobreviver a esse tipo de lesdes (por exemplo, memorias
remotas que classicamente sdo dependentes de estruturas encefélicas como o cortex
cingulado anterior e o cortex pré-frontal medial). Tomando em consideracdo que o
hipocampo seria fundamental para essa transforma¢do de memorias hipocampo-
dependentes em hipocampo-independentes, lesdes do hipocampo gerariam a perda de
informagdes antigas que ndo completaram essa transferéncia, assim como incapacidade
de codificar novas informacdes dependentes do hipocampo e consequentemente sua
consolidagdo sistémica (Frankland e Bontempi, 2005). Por outro lado, a teoria dos
multiplos tracos contempla que lesdes do hipocampo vao afetar seletivamente aquelas
memorias com rico conteudo contextual, isto €, memorias episddicas, mantendo intactas
memorias semanticas (Nadel e Moscovitch 1997). Adicionalmente, o envolvimento do
hipocampo na evocacao de informagdes contextuais € tido como constante, ¢ desta forma
se a lesdo ocorreu temporalmente perto da codificagdo ou longe, o prejuizo seria igual.
Em suma, na teoria dos multiplos tragos o envolvimento do hipocampo nao teria janela

temporal.

Os casos clinicos de lesdes do hipocampo tém sido uma fonte fundamental para entender
a organizagdo anatomo-funcional da memoria no encéfalo. Provavelmente um dos casos
mais famosos envolve a histéria do paciente Henry Molaison (paciente H.M.).
mundialmente conhecido como H.M. O paciente H.M. foi submetido a um procedimento
cirurgico na década de 50 para ablagdo bilateral dos lobos temporais mediais para controle
de multiplos ataques epiléticos recorrentes e resistentes a farmacoterapia a epoca. O
procedimento, mesmo que efetivo no controle das crises epilépticas, resultou em um
profundo e irreversivel déficit de memoria que tornou H.M incapaz de armazenar novas
informagdes (amnésia anterograda) associado com uma deteriora¢dao significativa de
memorias de eventos proximos da cirurgia (amnésia retrograda). Porém, até sua morte
em meados de 2000, H.M. manteve-se sem prejuizos na realizacao de tarefas procedurais,
tipicamente dependentes do cerebelo e do corpo estriado e de suas estruturadas adjacentes
implicadas na consolidagdo de memorias procedurais, cujo conteudo psicomotor ¢
necessario (Para uma andlise ampla e aprofundada sobre o assunto ver Corkin, 2013).
Apoiando a teoria padrao da consolidagdo sistémica da memoria, a amnesia retrograda de
H.M seguia um gradiente temporal onde informagdes proximas do momento da

intervencgdo se mostraram mais prejudicadas, quando comparadas com as memorias mais
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distantes (Squire ¢ Wixted., 2011). Porém, a teoria de multiplos tragos também tem
estudos a favor, mostrando que o hipocampo € recrutado durante a evocagdo de memorias
remotas autobiograficas (Nadel et al., 2000; Moscovitch et al., 2005) enquanto memorias

semanticas parecem prescindir dessa estrutura (Rosenbaum et al., 2001).

Em nosso laboratoério, mostramos que maior intensidade do treino no CAC esta associado
com uma generaliza¢do acelerada (possivel de ser verificada 15 dias apos o treino em
animais submetidos a treinos com choques de ImA) e ao mesmo tempo com a
independéncia do hipocampo para sua evocagao, verificada por meio da inibigdo seletiva
do hipocampo dorsal, com muscimol, antes da sessdo de teste (Pedraza et al., 2016). Se
as memorias recentes e precisas dependem do hipocampo, entdo, que estruturas podem

mediar a evocacao de memoarias remotas e generalizadas?

Bontempi e colaboradores (1999) mostraram que a evocagdo de memorias recentes
aumenta a atividade do hipocampo, enquanto memorias remotas contextuais estdo
associadas com a atividade de estruturas pré-frontais como o cértex cingulado anterior
(CCA) (Frankland et al., 2004). Resulta interessante que o CCA tem sido associado com
a expressdo seletiva de memorias generalizadas (Cullen et al., 2015). Adicionalmente,
Einarsson e colaboradores (2015) mostraram que a reativacdo da memoria remota pode
tornar o hipocampo novamente suscetivel a manipulagdes farmacologicas durante as 6h
seguinte a reativacdo (isto ¢, durante a janela temporal da reconsolidacdao). Como
mostrado inicialmente por Zhou e Riccio (1994), a reativacdo pode recuperar os detalhes
contextuais da memoria original, sugerindo que a0 mesmo tempo o hipocampo se torna
novamente responsavel por essa informagdo, ainda que provisoriamente. Resultados
similares t€ém sido mostrados por Pedraza e colaboradores (2017), mostrando uma estreita
relag@o entre memorias recentes e remotas, € a generalizagdo e a dependéncia hipocampal

ou cortical de informagdes aversivas ao contexto.

Sob uma perspectiva molecular, tem sido proposto que a dinamica de receptores AMPA
contendo a subunidade GluA2 no hipocampo ¢ essencial na generalizacdo e
esquecimento dos detalhes contextuais (Hardt et al., 2013). O bloqueio na internalizagdo
desses receptores consegue evitar o esquecimento de memorias ndo emocionais como a
localizagao de objetos e mantém a precisdo de memorias no CAC (Migues et al., 2016).

E importante salientar que a internalizacao destes receptores tem sido associada com

39



processos de LTD e depotenciacdo da LTP, sugerindo que a generalizacdo e o
esquecimento progressivo dos atributos do estimulo poderiam ser mediados por processos
de enfraquecimento ativo de sinapses hipocampais. Seguindo a linha de relagcdo entre
dependéncia hipocampal e generalizagao, pode-se hipotetizar que 0 mesmo mecanismo
molecular poderia mediar a transformacdo de memoria hipocampo-dependentes em

cortex-dependentes.

Neste trabalho demonstramos que a generalizagdo de memorias de medo pode ser
postergada, mantendo a dependéncia hipocampal e com claras consequéncias para a

subsequente atenuacdo da memoria de medo por meio da extingao.

1.8 Perspectiva sistémica do condicionamento aversivo: Padroes oscilatorios

Até aqui, foram descritos alguns dos mecanismos moleculares e celulares associados com
fases da memoria como a consolidacdo, reconsolidagdo e extin¢do. No entanto, ¢
importante descrever o que acontece com a manutengao de tragos mnemonicos desde uma
perspectiva sistémica. Recentemente foi identificado que os potenciais extracelulares,
(também conhecidos como “oscilagdes neuronais”), em circuitos limbicos medeiam a
comunicacdo entre estruturas associadas com a consolidagdo e expressdao de memorias
aversivas (Bocchio et al., 2017). Em particular, a atividade oscilatoria da BLA pode ser
registrada em diferentes bandas como delta (0.5—4 Hz), teta (4—12 Hz), beta (12-30 Hz)
e gama (30-120 Hz), que mudam em relacdo ao estado comportamental do animal
(Buzsaki, 2009). Por exemplo, a sincronia em banda teta entre a BLA e a regido CAl do
hipocampo pode ser observada durante a evocagao de memorias aversivas (Narayanan et
al., 2007). Adicionalmente, o padrdo oscilatéorio da BLA se mostra fundamental na
consolidacdo da memoria durante o sono, principalmente durante a fase REM, onde a
sincronizagao direcional na BLA ao cortex pré-frontal e a regidao CA1 do hipocampo esta
correlacionada positivamente com a magnitude da expressao da memoria na vigilia (Popa
et al., 2010). O mecanismo que estabelece essas relagcdes oscilatorias inicialmente parece
promovido pela indu¢do da LTP em circuitos locais da amigdala, tdlamo auditivo e o
cortex pré-frontal que formam o engrama para a consolidacdo e evocacdo da memoria
(Nabavi et al., 2014). Uma verificacao desse pressuposto foi a indugdo de congelamento

pela atividade induzida (optogenética e quimiogenética) das células ativadas durante o
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condicionamento (Yiu et al., 2014). A ativacao artificial dessas mesmas células
provenientes do condicionamento aversivo foi suficiente para gerar uma aversio

condicionada ao contexto (Redondo et al., 2014).

Outros estudos t€ém mostrado que a sincronia em frequéncia teta, além da amigdala e do
cortex pré-frontal, envolve a regido dorsal de CA1l e o cortex temporal onde pode ser
verificada correlagdo em poder espectral e coeréncia de fase (Seidenbecher et al., 2003;
(Cambiaghi et al., 2016). O padrao oscilatério ndo somente se mostra importante na
evocagao de informacao aversivas, mas também faz parte da possibilidade de discriminar
entre estimulos seguros e perigosos como descrito anteriormente. Por exemplo, Likhtik e
colaboradores (2014) mostraram que um estimulo percebido como seguro (um estimulo
nao associado com o choque) gera a sincronizacao em fase da banda teta entre a BLA e o
cortex pré-frontal medial, quando comparado com um estimulo percebido como perigoso.
Um estudo recente também identificou a sincroniza¢ao nas bandas baixas da frequéncia
gama (40-70 Hz) entre o cortex pré-limbico e o cortex auditivo primario na presenga de
um novo estimulo (no caso um tom), direcionando assim a discriminagao entre estimulos
seguros ¢ perigosos (Concina et al., 2018). Um padrdo similar tinha sido previamente
relatado nas frequéncias altas de gama (70-120Hz) durante a discrimina¢do de memorias
aversivas. A expressdo de congelamento se mostra correlacionada com a sincronia em
4Hz entre a amigdala e o cortex pré-frontal medial, predizendo a expressao de medo
(Karalis et al., 2016). Dita sincronia depende da atividade de neurdnios principais da
amigdala pela coordenac¢ao temporal detectada no disparo dessas células com a oscilagao
em 4Hz (Karalis et al., 2016). Alguns autores tém sugerido que esses 4Hz poderiam estar
associados mais ao valor emocional da memoria que ao proprio congelamento, tomando
em consideragdo que o mesmo padrao tem sido verificado em memorias apetitivas

(Bocchio et al., 2017).

Por outro lado, a extingdo tem sido associada com um aumento da sincroniza¢ao na banda
teta entre CA1 e a BLA (Lesting et al., 2011), assim como direcionalmente na mesma
banda do cortex pré-frontal medial a BLA (Lesting et al., 2013). Uma sincronia entre
frequéncias também foi identificada durante a extingdo, entre o aumento no poder de
gama na BLA e o poder de teta no cortex pré-frontal (Stujenske et al., 2014). Além disso,
foi sugerido que a inicial potenciagao sinaptica decorrente do condicionamento na BLA

¢ parcialmente substituida por depotenciagdo, quando ocorre a diminui¢ao do
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congelamento (Maren, 2015). Porém, algumas das células responsivas ao estimulo
condicionado mantém sua atividade mesmo depois da extingdo, mostrando que a extingao
ndo ¢ um processo homogéneo e pode influenciar populacdes neuronais diferentemente

(Herry et al., 2008).

Finalmente, a evidéncia deste tipo de mudangas sistémicas durante a reconsolidacdo ¢
bastante escassa. Radiske e colaboradores (2017) mostraram que a reativagao na esquiva
inibitoria aumenta o poder da banda teta no hipocampo dorsal, atividade que foi associada

com a detec¢do de informagao conflitante durante a sessao.

Na ultima secdo desta introdug@o sera demonstrado como atividades eletrofisioldgicas
provenientes de eletroencefalografia e de registros intracranianos, como as aqui descritas,
estao sendo de utilidade para a implementagao de novas técnicas de analise, assim como
predicdo de respostas comportamentais e possiveis intervencdes de circuito fechado na

aqui denominada psiquiatria de precisdo.

1.9 Muito além da farmacologia: Presente e futuro da psiquiatria de precisao

Historicamente a farmacologia e a psicoterapia convergem de maneira central no campo
do tratamento dos transtornos mentais. No entanto, mesmo com o desenvolvimento de
novos farmacos mais seletivos com menos efeitos adversos, e tratamentos terapéuticos
baseados em evidéncias cientificas, os transtornos mentais continuam sendo um desafio

para a medicina com amplo impacto econdmico e social na sociedade moderna.

O termo, psiquiatria de precisdo, foi sugerido para propor novos sistemas de pesquisa e
intervengdes que consigam atingir as psicopatologias de forma objetiva (Gandal et al.,
2016). A proposta pretende converter a psiquiatria, com tecnologia de ponta, equiparavel
a outras disciplinas médicas que possuem ferramentas de diagndsticos precisos que
direcionam os tratamentos mais efetivos (Fernandes et al., 2018). Hoje parece pouco
razoavel optar por alternativas diferentes para pacientes que precisam reposicao de
insulina durante a diabetes, mas quando um paciente relata sintomas que se assemelham
a depressdo ou trauma, resulta dificil testes adicionais para corroborar que o diagnostico
correto seria, de fato, depressao ou TEPT e selecionar o tratamento mais adequado. O

modelo clinico da psiquiatria se baseia de forma geral na prescricdo farmacologica que
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pode ser ou ndo efetiva, além de ser necessario um monitoramento rigoroso das reagdes
do paciente como ajustes de doses e remanejo medicamentoso, inclusive trocar de
farmaco se nao resulta adequado ao caso particular (Luo et al., 2018). A psicoterapia,
mesmo que ndo invasiva, mostra um esquema similar onde diferentes aproximagdes
terapéuticas estao disponiveis e algumas podem se ajustar melhor que outras dependendo
da patologia do paciente (Marwood et al., 2018) assim como fatores tdo imprevisiveis
como crengas do paciente ao respeito da psicoterapia, caracteristicas de personalidade e
o estabelecimento de uma relacdo terapéutica adequada durante as sessdes (Sierra e
Hyland, 2014). Psicofarmacologia e psicoterapia devem cruzar por caminhos iguais, no
que se refere a tentativa e erro, até encontrar as varidveis e condigdes que podem

proporcionar melhora clinica significativa.

Este cendario parece piorar se consideramos que a comorbidade ¢ a regra e ndo a excegao
(Nabavi et al., 2015), pois de fato tem sido proposto que existem marcadores
generalizaveis entre psicopatologias que sustentam uma base comum transdiagnostica das
doencgas mentais (Gong et al., 2018). Alguns autores sugerem que a psicopatologia pode
ser entendida como um construto de diferentes componentes que podem dizer quao
disfuncional ¢ o paciente independente de um diagnostico restrito. O construto tem sido
chamado de “fator p” que relembra o chamado “fator g” de inteligéncia geral (Caspi et
al., 2014). No entanto, o padrao de diagnostico continua se fundamentando em limites
estreitos entre critérios diagnosticos para gerar sistemas de classificagdo que em poucas
vezes se correspondem com a realidade. Esses problemas tém levado a novas propostas
como o RDoC, previamente mencionado, que muito além de classificar, pretendem
analisar as doengas mentais como um espectro com correlatos neurais que estdo

finalmente comecando a ser identificados (Kose e Cetin, 2017).

Assim, qual seria o futuro de uma psiquiatria objetiva? Defensores dessa perspectiva
propdem a convergéncia de técnicas para estabelecer marcadores biologicos confiaveis
para os transtornos psiquiatricos, integrando areas como a genética, epigenética,
protedmica, neurociéncias, psicologia clinica e cognitiva, dentre outras. Essa ¢ a base de
pesquisa da psiquiatria de precisdo. Os dados coletados devem ser analisados ndo somente
com as ferramentas estatisticas classicas, mas também devem buscar a implementagao de

modelos de aprendizado de maquina e inteligéncia artificial com o intuito de gerar
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modelos preditivos que permitam um tratamento personalizado e sua subsequente

previsdo do curso da psicopatologia (Gandal et al., 2016; Fernandes et al., 2017).

Inicialmente a perspectiva parece muito promissoria, mas qual ¢ a realidade atual e o
caminho construido para uma psiquiatria objetiva? Dados provenientes de
eletroencefalografia (EEG) e imagem com fMRI tém sito utilizados como preditores de
resposta ao tratamento farmacoldgico (Iosifescu, 2011). No caso do EEG, multiplos sinais
provenientes de eletrodos colocados no escalpo podem coletar a atividade somatoria de
centenas de neuronios proximos do eletrodo no cortex encefalico. Esses sinais podem ser
expressos como ritmos oscilatérios localizados em diferentes bandas (delta, teta, alfa,
gama) que por sua vez geram um “poder”. Estudos iniciais com pacientes diagnosticados
com depressao maior mostraram que o aumento de atividade na banda alfa, em regides
parietais e occipitais, no inicio do tratamento com antidepressivos triciclicos
(clomipramina e maprolitina), foi associado com significativa resposta ao tratamento 3
semanas depois (Ulrich 1988; 1994). De forma similar, Bruder e colaboradores (2008)
mostraram que pacientes que responderam adequadamente ao tratamento com fluoxetina
tinham um aumento basal de poder na banda alfa em regides occipitais comparado com

pacientes ndo tratados e tratados sem resposta clinica.

Outros estudos encontraram marcadores eletroencefalograficos no cortex pré-frontal. Por
exemplo, losifescu e colaboradores (2009) mostraram que o poder relativo na banda teta
pode predizer se o paciente serd responsivo ou ndo ao tratamento com ISRS. A predi¢ao
da efetividade atingiu um percentual de 63% de precis@o apos 8 semanas; no entanto, com
apenas 1 semana, ja era possivel determinar se o tratamento seria efetivo ou nao com uma
precisdo do 60%. No mesmo estudo, usando como preditores as oscilagdes alfa e beta em
conjunto, demonstrou-se uma precisdo de 70% na predigdo com tratamentos

antidepressivos em 82 pacientes.

Os estudos utilizando EEG como medida objetiva para determinar curso e resposta de
doengas mentais, na atualidade, ttm como aliado o processamento massivo de dados
gerados por algoritmos de aprendizado automatico (Wade e losifescu, 2016). Como parte
das especialidades da inteligéncia artificial, o aprendizado automatico pode processar
grandes numeros de dados e encontrar relagdes entre os mesmos, que podem ser

imperceptiveis pelo olho humano e pouco sensitivos ao escrutinio oferecido pela
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estatistica tradicional (Bzdok et al., 2018). Os avancos desses sistemas de analise junto
com o desenvolvimento do aprendizado profundo, estdo permitindo um novo paradigma
de pesquisa que pode ser chamado de “pesquisa dirigida por dados”. Neste sentido, e em
contraste com os padrdes classicos do método cientifico, as hipoteses surgem apds a

analise inicial dos dados (Vu et al., 2018).

Um exemplo interessante ¢ o caso do projeto “Registro Psiquidtrico de Avaliagdo
Eletrofisiologica” (em inglés, Psychiatric Electroencephalography Evaluation Registry).
A iniciativa teve por objetivo extrair caracteristicas preditivas sobre a origem e tratamento
de 3.671 pacientes com diversos diagndsticos psiquidtricos, nos quais se incluiam
pacientes com e sem medicagdo, assim como a progressdo € o tipo de tratamento
(Debattista et al., 2011; Rush et al., 2006). Os modelos preditivos provenientes desta
aproximacao foram utilizados para guiar o tratamento de 114 pacientes diagnosticados
com depressao durante 12 semanas. O estudo mostrou que a sele¢do farmacologica como
resultado da comparagdo do EEG do paciente com o banco de dados foi superior que o
tratamento guiado de forma convencional, utilizando duas escalas diferentes de depressao

(Debattista et al., 2011).

Uma aproximacdo similar foi utilizada para predizer a resposividade ou nao de 10
pacientes diagnosticados com depressdo maior ao tratamento com estimulacao de
corrente direta transcraniana. Baseado no poder espectral de bandas delta, teta, beta e
gama, a classificacdo foi bem sucedida em 8 dos 10 participantes. Os algoritmos (maquina
de suporte vectorial, maquina de aprendizado extremo e andlise linear de discriminagao)
encontraram que o melhor preditor de estado emocional nos pacientes era a atividade alfa
em eletrodos posicionados no cortex frontal (Al-Kaysi et al., 2017). Adicionalmente,
registros provenientes de pacientes epiléticos submetidos a implante de eletrodos
intracranianos, tem sido utilizado para decodificar com sucesso estados emocionais. Por
meio de uma “escala de estado de animo imediata” que permite conhecer estados de
ansiedade e depress@o em momentos particulares, junto com o registro eletrofisiologico
no momento que a avaliacdo ¢ realizada, foi possivel construir um modelo para cada
paciente (9 no total) que foi capaz de predizer o estado de &nimo em ensaios subsequentes.
Neste caso, o0 modelo foi treinado com mudangas de poder em bandas delta, alfa, beta e

gama em cada uma das regides implantadas que cobriam estruturas importantes
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relacionadas ao processamento emocional, entre elas, a amigdala, o cortex cingulado e o

hipocampo (Sani et al., 2018).

Importantes pesquisas semelhantes realizadas com fMRI deram origem ao termo de
psico-radiologia”, aqui entendido como uma &area emergente que pretende apoiar o
diagndstico e tratamento psiquiatrico com base na informacao neurobioldgica extraida
destas técnicas de imagem (Lui et al., 2016) (aos interessados, um site informativo foi
criado, dedicado a essa area de pesquisa;

https://radiopaedia.org/articles/psychoradiology). Recentemente, Tolmeijer €

colaboradores (2018) mostraram que atividades em areas frontais e limbicas, associadas
com o processamento de faces mostrando agressividade ou felicidade, pode predizer o
resultado favordvel ou ndo de terapias cognitivo-comportamentais para sintomas
psicéticos e afetivos, em pacientes com risco de crises psicoticas. No caso por exemplo
do TEPT, um estudo recente usando fMRI, mostrou que uma andlise de reconhecimento
de padrdes que pode classificar pacientes com a) TEPT, b) TEPT do subgrupo
dissociativo e c) pacientes sadios, com uma precisdo do 91,63%, utilizando a média da
amplitude de oscilagcdes de baixa frequéncia e patrdes de conectividade da amigdala
(Nicholson et al., 2018). Os dados podem ser tteis na deteccao de fenotipos vulneraveis

ao TEPT, assim como na estimagao da probabilidade de desenvolvimento do transtorno.

No caso de modelos animais, sob o viés translacional, esses novos tipos de analise se
alinham com a possibilidade de intervengdes invasivas na busca de tratamentos
personalizados e sob demanda no futuro. Usando o modelo de suspensdo pela cauda,
Carlson e colaboradores (2017) coletaram registros eletrofisiologicos no nucleo
accumbens, cortex infralimbico e pré-limbico, talamo medial-dorsal, VT A, amigdala e o
hipocampo dorsal. Para ilustrar este exemplo, um algoritmo de regressdo linear foi
treinado com os dados do poder espectral de cada estrutura assim como a coeréncia entre
elas. Os resultados mostraram que uma diminui¢do na conectividade entre o cortex
infralimbico e o tdlamo medial dorsal foi diretamente associado ao aumento da
imobilidade no teste comportamental. O reestabelecimento dessa conectividade por meio
de uma estimulagao optogenética de circuito fechado reestabeleceu a mobilidade durante

o teste (diminuicdo da desesperanca aprendida.).
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Em um experimento subsequente do mesmo grupo, foi utilizado um modelo animal
também de depressdo chamado de “submissdo ou derrota social”, que ¢ baseado no
estresse cronico induzido pela probabilidade de agressdo de outro animal. Por meio de
um “electoma”, que constroi um modelo baseado na atividade eletrofisioldgica de areas
limbicas, foi possivel classificar animais como vulneraveis ou resilientes ao estresse (Ver
Figura 4). De forma interessante, o padrio eletrofisiolégico dos animais classificados

como vulneraveis muda com o tratamento de cetamina, uma alternativa farmacoldgica

com resultados solidos em sintomas de depressao em populacao clinica (Hultman et al.,

2018).

Figura 4: Modelo de electoma para avaliar fenétipos vulneraveis e resilientes ao
estresse. O modelo utilizou o poder espectral e coeréncia entre estruturas de diferentes
regides do encéfalo: BLA, amigdala basolateral; CeA, amigdala central; IL Cx, cortex
infralimbico; Prl Cx, cortex pré-limbico; NAc, nicleo accumbens; VHip, hipocampo
ventral; VTA, area tegmental ventral. Os registros foram realizados com multiplos
eletrodos nestas estruturas mencionadas e o potencial de campo extraido para cada canal
utilizado. Os animais foram submetidos a um modelo de derrota social, e os registros
eletrofisiologicos provenientes da reagdo do animal ao evento estressante, permitiu gerar
perfis de animais que subsequentemente mostraram vulnerabilidade o resiliéncia a

desenvolver comportamentos de tipo depressivo. Em experimentos posteriores, foi

47



possivel predizer se o animal seria no futuro vulneravel ou resiliente s6 com os registros

coletados durante a exposi¢ao ao estressor. Imagem retirada de (Hultman e colaboradores

(2018).

Também em um modelo de interveng¢ao de circuito fechado, mas sem utilizar modelos de
aprendizado de méaquina, Wu e colaboradores (2018) conseguiram detectar um marcador
associado com a impulsividade por comida em camundongos. O aumento de poder na
banda delta no nucleo accumbens foi associado com a antecipacdo a ingesta de comida
altamente palatdvel. A deteccao em tempo real no aumento de poder nesta banda, foi
subsequentemente utilizado como um marcador para desencadear a estimulagdo elétrica
do nticleo accumbens inibindo dito aumento. O resultado foi a inibi¢do da resposta do

animal pela comida palatavel.

Como observou-se neste breve resumo de alguns dos experimentos mais importantes
desta area. A psiquiatria, levando em consideracgao a pesquisa basica a aplicada, encontra-
se a caminho da transformag¢ao de um modelo randomico farmacologico para um modelo
transdiagnostico e personalizado que consiga avaliar a doenca do paciente como um
deterioro em varios dominios emocionais e cognitivos e fazer tratamentos de alta

preci¢do, indo muito além de uma classificacdo com limites predefinidos.
Neste trabalho também sera mostrado um exemplo de como o aprendizado de maquina,

no caso, ndo supervisionado, pode ser utilizado em comportamento como forma de

analise e validagdo de hipoteses.
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Importante: Todos os procedimentos aqui realizados estiveram estritamente de acordo
com a resolug¢ao normativa do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal
(CONCEA) no 25 de 2015, para Produgdo, Manutengao ou Utilizacdo de Animais para
Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica. [gualmente com as normativas da Sociedade
Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC), da International Brain Research
Organization (IBRO) e do Council for International Organizations of Medical Sciences
(CIOMS), bem como em acordo com as diretrizes da Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFRGS.

2. Objetivos
“Periodical reactivation under the effect of caffeine attenuates fear memory

expression in rats”. Artigo publicado na revista Scientific Reports

2.1 Objetivo Geral

Identificar os efeitos da administracdo sistémica de cafeina na expressdao de memorias
aversivas ao contexto, quando administrada concomitante com uma sessdo Unica de

reativagdo ou reativacdes periddicas da memoria.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Verificar os efeitos da administragao sistémica de cafeina (20mg/kg) antes ou
depois de uma sessao unica de reativagao da memoria apds um condicionamento
com intensidade de treino moderada (4 choques de 0.4mA).

2.2.2  Verificar os efeitos da administracdo sistémica de cafeina (20mg/kg) antes ou
depois de uma sessao unica de reativagao da memoria apds um condicionamento
com intensidade de treino forte (4 choques de 0.7mA).

2.2.3 Verificar se o protocolo descrito no objetivo especifico 2.2.2, poderia se beneficiar
da reativagdo periodica da memoria (3 sessdes) junto com a administragdo de
cafeina (20mg/kg).

2.2.4 Investigar se o efeito da administracao com cafeina (20mg/kg) concomitante com
a reativacao periddica da memoria poderia ter os mesmos efeitos em fémeas.

2.2.5 Avaliar se a dose de cafeina utilizada (20mg/kg) possui efeitos reforgadores ou de

aversao durante um condicionamento por preferéncia de local.
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2.2.6

227

2238

229

2.2.10

Verificar o efeito motor e na ansiedade induzida pela administragdo unica de
cafeina (20mg/kg) avaliado na tarefa de campo aberto.

Verificar os efeitos da administragdo sistémica de cafeina (20mg/kg) antes de uma
sessdo unica de reativagdo da memoria apds um condicionamento com intensidade
de treino muito forte (4 choques de 1mA).

Avaliar os efeitos no protocolo do objetivo especifico 2.2.7 realizando reativagdes
periddicas da memoria.

Verificar o efeito da administragdo de cafeina (20mg/kg) antes de uma sessao de
reativacdo no CAC 43 dias apds o treino para avaliacdo da memoria remota.
Avaliar os efeitos no protocolo do objetivo especifico 2.2.9 realizando reativacdo

periddica.
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“Chronic fluoxetine prevents fear memory generalization and enhances subsequent
extinction by remodeling hippocampal dendritic spines and slowing down systems

consolidation”. Artigo publicado na revista Translational Psychiatry

2.3 Objetivo Geral
Avaliar os efeitos da administracdo cronica de fluoxetina na generalizagdo de memorias

aversivas a0 CAC e sua possivel interagdo com o subsequente processo de extingao.

2.3.1 Objetivos especificos

2.3.1.1 Avaliar os efeitos da administracdo cronica de fluoxetina (21 dias; 10mg/kg) na
generalizacdo da memoria contextual e a subsequente extingdo e recuperacao
espontanea.

2.3.1.2 Avaliar os efeitos da administra¢ao cronica de citalopram (21 dias; 10mg/kg) na
generalizacdo da memoria contextual e a subsequente extingdo e recuperacao
espontanea.

2.3.1.3 Avaliar os efeitos motores ¢ na ansiedade apos da administracdo cronica de
fluoxetina (21 dias; 10mg/kg).

2.3.1.4 Verificar os efeitos da administrag@o cronica de fluoxetina (21 dias; 10mg/kg) na
extingdo e recuperacdo espontdnea quando iniciada depois do protocolo de
extingao.

2.3.1.5 Verificar a dependéncia hipocampal na evocagdo da memoria por meio da
inativagdo farmacologica temporaria com muscimol (1pg/ul) pré-teste na regiao
dorsal do hipocampo, apds da administragdo cronica de fluoxetina (21 dias;
10mg/kg).

2.3.1.6 Avaliar a morfologia dos espinhos dendriticos do hipocampo dorsal por meio da
técnica Dil apds da administracao cronica de fluoxetina (21 dias; 10mg/kg).

2.3.1.7 Estabelecer a relagdo entre generalizagdo da memoria e a subsequente extingdo

em populacdo nao tratada.
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3. Manuscritos

3.1 “Periodical reactivation under the effect of caffeine attenuates fear memory

expression in rats”. Artigo publicado na revista Scientific Reports
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SCIENTIFIC REPLIRTS

Periodical reactivation under the
effect of caffeine attenuates fear
memory expression in rats

Received: 5 January 2018 . Lizeth K. Pedraza®3, Rodrigo O. Sierra’?, Fernanda N. Lotz(®? & Lucas de Oliveira Alvares(®3
Accepted: 20 April 2018 :

Published online: 08 May 2018 In_the last dec_ade., several studies have shown that fear memories can be a_ttenua_te_d by |ntc?rfer|ng
with reconsolidation. However, most of the pharmacological agents used in preclinical studies cannot
be administered to humans. Caffeine is one of the world’s most popular psychoactive drugs and its
effects on cognitive and mood states are well documented. Nevertheless, the influence of caffeine
administration on fear memory processing is not as clear. We employed contextual fear conditioning

in rats and acute caffeine administration under a standard memory reconsolidation protocol or
periodical memory reactivation. Additionally, potential rewarding/aversion and anxiety effects induced
by caffeine were evaluated by conditioning place preference or open field, respectively. Caffeine
administration was able to attenuate weak fear memories in a standard memory reconsolidation
protocol; however, periodical memory reactivation under caffeine effect was necessary to attenuate
strong and remote memories. Moreover, caffeine promoted conditioned place preference and
anxiolytic-like behavior, suggesting that caffeine weakens the initial learning during reactivation
through counterconditioning mechanisms. Thus, our study shows that rewarding and anxiolytic effects
of caffeine during fear reactivation can change the emotional valence of fear memory. It brings a new
promising pharmacological approach based on drugs widely used such as caffeine to treat fear-related
disorders.

Exposure to strong aversive experiences can lead to the formation of enduring traumatic memories, which can
trigger many debilitating psychiatric disorders including posttraumatic stress disorder (PTSD) and phobias.
In recent years, novel therapeutic strategies that target memory reconsolidation have emerged with promising
results to attenuate persistent fear memories. This paradigm involves the transient labilization of the memory
trace induced by a retrieval/reactivation session that makes the original memory susceptible to pharmacological
and behavioral modifications'~*. In animal models, this window of opportunity has been explored by systemic
and central administration of different drugs such as protein synthesis inhibitors*, blockers of the mammalian
target of rapamycin®, specific antagonists of NMDA and adrenergic receptors®’, among others. Except for some
pharmacological agents used in preclinical studies, for instance propranonol®® and ketamine'®, most reconsoli-
dation inhibiting agents are not approved for human testing.

Memory labilization and reconsolidation are not general processes and depend on “boundary conditions
This concept has been used to describe parameters that act as limiting factors for memory to undergo reconsoli-
dation'2 For instance, both high training intensity and old memory traces are less susceptible to attenuation'*“,
Given the difficulty in targeting memory reconsolidation in some boundary conditions, another strategy to
inhibit fear expression is the enhancement of fear extinction'®. During extinction, the fear conditioned remind-
ers are repeatedly presented in the absence of footshocks, leading to a progressive reduction of fear expression.
Currently, there is a significant need to develop novel pharmacological approaches to accelerate clinical interven-
tions based on reconsolidation disruption or extinction enhancement for fear-related disorders.

Caffeine is one of the most popular legal psychoactive drugs in the world. In the U.S alone, approximately 85%
of adults consume caffeine!®, mainly, but not exclusively through coffee consumption. Caffeine is a non-selective

»11,12
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antagonist of adenosine receptors. It is thought that the primary behavioral effect of caffeine is caused by the
blockage of the A1l and A2A adenosine receptors'’-". Also, caffeine interferes with several adenosinergic reg-
ulation processes, including intracellular Ca?* release, inhibition of phosphodiesterases (PDEs), and GABA-A
receptors neurotransmission’. Numerous studies have addressed the effect of caffeine on memory. Nevertheless,
conflicting reports reveal that caffeine may enhance or disrupt memory acquisition, consolidation and retrieval
across a variety of fear memory tests?! -2

On the other hand, caffeine promotes place preference or aversion in a dose-dependent way?’ and increases
the extracellular levels of dopamine and glutamate in the Nucleus Accumbens Shell?®. Moreover, there are several
mixed results showing that acute caffeine injection induces either anxiolytic or anxiogenic-like behaviors in a
large range of doses®-32.

Despite these several evidence showing that caffeine administrations affect contextual fear conditioning, no
studies were performed to evaluate the effects of acute caffeine administration on fear memory reconsolidation
to date. Here, we explored for the first time the effect of caffeine administration as a pharmacological strategy to
attenuate contextual fear memory in rats.

Material and Methods

Subjects. Naive, male and female Wistar rats (270-320 g/3 months) from our breeding colony were used.
Animals were housed in plastic cages, 4 per cage, under a 12-h light/dark cycle at a constant temperature of 24 °C,
with water and food ad libitum. All experiments were conducted in accordance with local and national guidelines
for animal care (Federal Law no 11.794/2008), and the project was approved by the Ethics Committee of the
Federal University of Rio Grande do Sul, Brazil.

Drugs. Caffeine was dissolved in 0.9% sterile saline to obtain the final concentration of 20 mg/kg, based on
previous studies??2. Caffeine or vehicle (saline) were administered via intraperitoneal injection (i.p.) in a volume
of 1 ml/kg. We used i.p. instead of oral administration in order to guarantee a more precise control regarding both
the amount of caffeine received per animal and the exact timing each animal received the treatment before the
reactivation sessions.

Behavioral procedure. Contextual Fear Conditioning (CFC). ~ Along with the experiments, animals were
transported from the colony to the holding room. After 30-min of habituation, subjects were moved individually
to the experimental chamber and then back to their home cages. The conditioning chamber consisted of an illu-
minated plexiglas box, 25 x 25 cm, with a metallic grid floor. During training, rats were placed in the chamber
for 3-min and then received three possible training protocols: weak training (4 footshocks of 0.4 mA/2s), strong
training (4 footshocks of 0.7 mA/2-s) and very strong training (8 footshocks of 1.0 mA/2-s). Every 4 footshocks
were separated by a 30-s interval; animals were kept in the conditioning environment for additional 30-s before
returning to their homecages. These training protocols were used based on a previous study™.

Reactivation sessions. ~ Subjects were re-exposed to the training context at different time intervals depending on
the experiment performed, without the US (footshocks) for 5-min. Caffeine or vehicle (saline) was administered
30-min before reactivation sessions.

Test Session.  Animals were tested for 4-min in the training context 24-h or 6 days after the last reactivation,
depending on the experiment performed.

Conditioned Place Preference (CPP).  The conditioning box consisted of three chambers, two for the condition-
ing session with same dimensions (24 x 40 x 50 cm), and the other central/start chamber (10 x 40 x 50 cm). Each
chamber was adapted with particular contextual cues and floor texture. The floor of the conditioning chambers
was divided into 9 equal rectangles or “sectors” in order to evaluate locomotion along with conditioning and test
sessions.

Conditioned place preference consisted of three phases: pre-conditioning (day 1), conditioning (days 2-6)
and test (day 7). Animals were injected with vehicle or caffeine before each conditioning session and placed in the
chamber associated with the treatment (vehicle or caffeine). The pre-conditioning session (15-min) was intended
to reduce novelty and determine initial preferences for any of two chambers using the time spent in each com-
partment. In case of individual pre-conditioning preferences, conditioning took place in the opposite chamber.
For the following 5 days conditioning sessions were performed. Conditioning consisted of pairing one chamber
with the injection of caffeine and the other one with the injection of vehicle; animals were in the chamber for
25-min. Animals were submitted to two conditioning sessions a day, for 5 days, separated by a 6-8-h inter-
val between sessions, and received alternating injections of vehicle or caffeine depending on the session. Drug
paired-chamber and injection order were counterbalanced across the rats. A 15-min test in the absence of vehicle
or caffeine administration was conducted 24-h after the last conditioning day.

Open Field (OF). 'The open field chamber consisted of a 50 cm height, 60 x 40 cm plywood box and a lino-
leum floor divided into 12 equal rectangles or “sectors” In addition, floor was divided into two squares, which
allowed the definition of central and peripheral areas. During the experiment, a white room light of ~22 lux was
equally distributed into the chamber. The behavior was recorded by video tracking and processed offline. Animals
were injected with vehicle or caffeine 30-min before open field exposition. During the 5-min test session, cross-
ings between sectors (locomotor activity) and the time spent in the periphery and center of the apparatus were
measured.
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Behavioral Scoring. Inall fear conditioning experiments, freezing behavior was registered in real time using
a stop-watch and by an experienced observer who was blind to the treatments. Freezing was defined as a tense
body posture that resulted from a defensive state with the absence of any movements, except those related to
breathing®.

During Conditioned Place Preference, the time spent in each chamber was measured and their results were
expressed using a preference index (caffeine-paired chamber/caffeine-paired chamber + vehicle-paired chamber).
Motor performance was evaluated based on the number of crossings through the sectors.

In the open field test, the number of crossings was considered a measure of motor performance, while the
time spent in the center or periphery of the field was considered anxiolytic or anxiogenic responses induced by
the treatment, respectively.

Statistical analysis. After checking for normality (Kolmogorov-Smirnov Test) and Homoscedasticity
(Levene test), data were analyzed by repeated measures ANOVA followed by Fisher (LSD) post hoc test or inde-
pendent ¢-student test, with significance set at p < 0.05.

Results

Caffeine administration attenuates weak fear memories expression under a classical mem-
ory reconsolidation protocol. Memory reconsolidation can be affected by pharmacological treatments
administered before or after memory reactivation**>. We have previously shown that memory reactivation for
3 to 5-min undergoes memory reconsolidation***. First, we evaluated the effects of systemic caffeine admin-
istration before a standard memory reconsolidation protocol. Animals were submitted to weak contextual fear
conditioning (CFC) training (4 footshocks of 0.4 mA/2-s) on day 1 and injected systemically with vehicle or
caffeine 20 mg/kg, 30-min before memory reactivation on day 3, and tested 24-h later in a drug-free condition.
An additional group of animals was submitted to the same protocol; however, they were non-reactivated on day
3. Repeated-measure ANOVA revealed significant effects of treatment factor (vehicle vs. caffeine) (F, ;; =15.077,
p=0.002) but not for time factor (reactivation vs. test) (F, ;; =0.130, p=0.724) or for treatment x time interac-
tion (F, ;, =0.750, p=0.404). Post-hoc analysis showed that caffeine-treated animals expressed less freezing dur-
ing reactivation and test compared to control (p < 0.05). No differences were found in non-reactivated animals
(t (18) =—0.332; p=0.743, independent ¢-test) (Fig. 1a). This result suggests that standard reconsolidation pro-
tocols concomitant with caffeine administration are able to attenuate weak fear memories. Notably, if caffeine was
administered immediately after the reactivation session, it did not affect memory expression in the test: Repeated-
measure ANOVA revealed significant effects of time factor (reactivation vs. test) (F, ;; = 6.202, p =0.030) but not
for treatment factor (F, ;; =0.093, p=0.765) and time x treatment (vehicle vs. caffeine) interaction (F, ;, = 1.429,
p=0.256) (Fig. 1b). This result raised the possibility that endogenous state triggered by caffeine administrations
before memory reactivation may be a necessary condition to promote fear attenuation.

Periodical memory reactivation under caffeine administration attenuates strong fear memory
expression. It has been shown that memory strength is a critical constraint that limits the effectiveness of
fear expression reduction'"'. That is, high training intensity induces a boundary condition that prevents recon-
solidation interference. In order to evaluate whether caffeine would also be effective at disrupting fear memory
reconsolidation in a stronger training condition, animals were fear-conditioned in a higher intensity protocol
(4 footshocks of 0.7 mA/2s). Repeated-measure ANOVA revealed significant effects of time factor (reactivation
vs. test) (F) g=21.856, p=0.001) and time x treatment (vehicle vs. caffeine) interaction (F, ¢ =12.054, p=0.007)
but not for treatment factor (F, y=1.557, p=0.243). Post-hoc analysis showed that there were no differences
between groups during reactivation and test sessions (p > 0.05) (Fig. 2a). This result indicated that memory
strength is a limiting factor for caffeine efficacy.

Previous experiments of our lab showed that 3-time memory reactivation was able to maintain memory
precision® and was effective in modifying the emotional valence of contextual fear memory when associ-
ated with rewarding stimuli®. Based on these reports, next we evaluated whether additional reactivation ses-
sions associated with caffeine administration would be able to attenuate fear memory in the strong training
protocol. Animals were fear-conditioned as described above and were reactivated once a week for 3 weeks.
Repeated-measure ANOVA revealed significant effects of treatment factor (vehicle vs. caffeine) (F, ;,=21.579,
P <0.001) and time factor (reactivation vs. test) (F; ;o= 8.343, p < 0.001) but not for treatment x time interac-
tion (F; 3= 0.554, p =0.649). Post-hoc analysis showed that with the exception of reactivation 1 (p =0.082),
caffeine-treated animals expressed less freezing in the remaining reactivation sessions (2 and 3) (p < 0.05)
and during the test session (p < 0.05) (Fig. 2b). Taken together, these results showed that additional reac-
tivation sessions under the effect of caffeine disrupted strong contextual fear memory during reactivations
(on-caffeine) and test (off-caffeine).

It is well established that males and females respond differently to threat stimuli. For instance, fear-
conditioning studies performed in females found less freezing behavior to conditioned stimulus compared to
males®. Interestingly, sex differences have been associated with individual vulnerability to stress-related disor-
ders such as PTSD*. However, most of the fear conditioning studies evaluating the neurobiological mechanism
underpinning stress responses have been performed mainly in male rodents. In order to evaluate periodical
memory reactivation under the effect of caffeine in females, rats were injected and reactivated 3 times using
the strong training protocol, as described above in males. Repeated-measure ANOVA revealed significant
effects of treatment factor (vehicle vs. caffeine) (F, ;5=19.691, p < 0.001), time factor (reactivation vs. test)
(F345=122.472, p <0.001), and treatment x time interaction (F; ;5= >5.756, p=0.002). Post-hoc analysis showed
that caffeine-treated animals expressed less freezing compared to the control group (p < 0.01) in reactivation
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Figure 1. Caffeine administration before but not after single memory reactivation is able to attenuate weak
fear memories. The graphs show percent of freezing time expressed as mean £ SEM, and experimental design

is shown at the top of each panel; (a) Caffeine administration reduces freezing behavior during test with only
one memory reactivation after weak training (Vehicle n=7 and Caffeine n =6). The same performance was not
achieved in non-reactivated animals (Vehicle n = 10 and Caffeine n = 10); (b) In addition, there is no effect of
caffeine with post-reactivation administration (Vehicle n =6 and Caffeine n=7). *p < 0.05, Repeated Measures
ANOVA followed by post hoc test.

sessions 1 and 2. However, these differences were not detected during reactivation 3 and in the test session
(p > 0.05). Moreover, there was a significant difference within group in animals injected with vehicle throughout
the reactivations and test session (p < 0.05), suggesting an accelerated extinction process in females (Fig. 2c).
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Figure 2. Caffeine administration concomitant with periodical memory reactivation attenuate strong fear
memories. The graphs show percent of freezing time expressed as mean & SEM, and experimental design is
shown at the top of each panel; (a) The single-reactivation approach fails in strong memories (Vehicle n =7 and
Caffeine n =7); (b) Periodical memory reactivation (3 reactivations, 1 per week) under caffeine administration
reduces freezing behavior during the reactivation sessions (on-drug) and test (off-drug) in strong memories
(Vehicle n = 6 and Caffeine n = 6); (c) Caffeine administration during reactivation reduces freezing behavior

in females (Vehicle n =8 and Caffeine n=19). *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001- Repeated Measures ANOVA
followed by post hoc test. *Differences between groups; *Differences within groups.

Caffeine administration induces conditioned place preference and anxiolytic response in the open
field. It has been shown that fear memory may be reinterpreted to a less aversive level by updating it during
reactivation with appetitive stimulus®, a pharmacological agent such as morphine?, or by preventing freezing
expression with an air puff distractor*'. In order to verify if the effects observed in fear memory disruption are
mediated by a possible positive valence stimulus triggered by caffeine during reactivation, we tested its rewarding
effect in the conditioned place preference (CPP). Indeed, previous studies have shown that caffeine administra-
tion induces place preference in a dose-dependent way*”*2. In order to address whether the dose used here causes
place preference, animals were habituated to CPP and exposed to the conditioning chambers during 5 days (twice
per day) with previous administration of vehicle or caffeine. Test session was conducted in a drug-free condition
(see Material and Methods for details). Repeated-measure ANOVA revealed significant effects for treatment x
time interaction (F, ;4= 6.131, p=0.024) but not for treatment (vehicle vs. caffeine) (F, ;s=1.730, p=0.206) and
time (pre-conditioning vs. test) (F; ;4= 0.211, p=0.652) factors. Post-hoc analysis showed no initial preference
during pre-conditioning session between contexts (p > 0.05). Indeed, only 27.7% (5 of 18) of our animals showed
initial preferences for one context (upper to 0.55 or lower to 0.45 index preference). However, during test, the
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Figure 3. Caffeine induces conditioned place preference and anxiolytic-like behavior in the open field. The
graphs show preference index during CPP (caffeine-paired chamber/caffeine-paired chamber + vehicle-paired
chamber), number of crossings and time spent in the periphery and center of the open field, respectively.
Experimental design is shown at the top of each panel; (a) Animals express preference for caffeine-paired
chamber compared to control during CPP test session (Vehicle n=10 and Caffeine n=8); (b) Caffeine-treated
animals express higher locomotion during the conditioning day 5 compared to control group and within
sessions in an off-drug condition. However, no differences were found on day 1 and in the test session- (Vehicle
n =10 and Caffeine n =8); (c) No difference was detected in number of crossings; (d) Caffeine-treated animals
spent less time in the periphery and more in the center of the open field, suggesting an anxiolytic effect of acute
caffeine administration (Vehicle n="7 and Caffeine n=7). *p < 0.05, **p < 0.01 differences between groups
(vehicle vs. caffeine) and within sessions (on drug vs. off drug), *p < 0.05, differences between conditioning
sessions (day 1 vs. day 5).

caffeine group significantly increased preference for the drug-paired chamber compared to the vehicle group
(p<0.05) (Fig. 3a).

We also evaluated the distance walked during CPP. Repeated-measure ANOVA revealed significant effects
for conditioning day (day 1 vs. day 5) (F1,32 =5.806, p=0.021), group (vehicle vs. caffeine) (F1,32 =10.721,
p=0.002) and time (session 1 vs. session 2) x conditioning day interaction (F1,32 =5.441, p=0.026), but not for
conditioning day and group interaction (F1,32 = 0.420, p=0.521), time (F1,32=0.741, p=0.395), time x group
interaction (F1,32=2.766, p=0.106) and time x day x group interaction (F1,32 =1.921, p=0.175). Post-hoc
analysis showed that caffeine-treated animals only expressed higher locomotion during the conditioning day 5
(only in session 1) compared to control group (p < 0.01) (Fig. 3b). No differences between the groups were found
in the motor activity on the conditioning day 1 (p > 0.05) and in the test session (¢ (16) = 1.573; p=0.135, inde-
pendent t-test). The control group decrease locomotion along the days (p < 0.05). The same pattern was verified
in caffeine-treated animals only in free-drug sessions. Taken together, these results indicate that CPP exposition
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induces context habituation and reduces its locomotion. However, this effect was not shown under caffeine effect.
Importantly, in drug-free conditions such as the test session, the caffeine treated group did not show any motor
effect.

It has been shown that caffeine induces either anxiolitic or anxiogenic behavior®-*2 In order to evaluate
deeply a possible caffeine effect in motor activity and in anxiety-like behavior, we next submitted animals to an
open field test. Animals were treated with caffeine or saline and, 20-min later, exposed in an open field arena. No
differences were detected in number of crossings during open field exposition between the groups (¢ (12) =2.000;
p=0.068, independent t-test) (Fig. 3c). However, the caffeine treated group spent less time in the periphery and
more in the center of the open field compared to vehicle (t (12) =2.371; p=0.035, independent ¢-test) (Fig. 3d).

Our results showed that caffeine in the dose of 20 mg/kg was able to establish conditioned place preference and
decreased anxiety responses. The rewarding and anxiolytic profile showed by our treatment allows us to hypothe-
size that caffeine changes the endogenous state during reactivation, weakening unwanted fear memories through
the incorporation of reinforcing information. This “re-signification” phenomenon has been previously shown
using natural appetitive stimuli® and opiate drugs® concomitant with memory reactivation.

Periodical memory reactivation under caffeine administration attenuates remote fear memories.
It has been reported that some boundary conditions prevent attenuation of fear memories such as training
intensity and memory age. High training intensity makes memory less prone to be affected by pharmacological
agents'**. Also, older memories are less susceptible to modification than recent ones'. Indeed, long-intervals
between acquisition and extinction produce a smaller rate of fear attenuation in rodents* and a more intense
hyperarousal compared to early interventions®.

The following set of experiments were addressed to evaluate if caffeine administration concomitant with
memory reactivation would be able to attenuate either very strong training or remote memory. First, animals
were trained with 8 footshocks of 1.0 mA/2-s on day 1 and submitted to memory reactivation for 5-min on
day 3 with previous administration of vehicle or caffeine. On day 4, animals were tested in a drug-free con-
dition. Repeated-measure ANOVA revealed significant effects of treatment factor (vehicle vs. caffeine)
(F),1;=5.004, p=0.04), time factor (reactivation vs. test) (F, ;; =5.621, p=0.03) and time x treatment interaction
(F),11=10.559, p=0.007). Post-hoc analysis showed that caffeine-treated animals expressed less freezing during
reactivation compared to vehicle (p < 0.05). However, no differences were detected during test (Fig. 4a). This
result indicated that even after very strong fear conditioning, caffeine may disrupt memory retrieval during reac-
tivation, but this effect is not persistent.

In the next experiment, periodical memory reactivation under caffeine administration was performed in ani-
mals trained with 8 footshocks of 1.0 mA/2-s. Repeated-measure ANOVA revealed significant effects of treatment
factor (vehicle vs. caffeine) (F, ;s =33.388, p < 0.001) time factor (reactivation vs. test) (F; ;4=751.436, p < 0.001)
and treatment x time interaction (F; ;3= 5.754, p =0.001). Post-hoc analysis showed that with the exception of
reactivation 1 (p > 0.05), caffeine-treated animals expressed less freezing in the remaining reactivation sessions (2
and 3) (p < 0.05). However, no differences were detected during test (p =0.058). Moreover, there is a significant
freezing decrease throughout the reactivation sessions in vehicle-treated animals (p < 0.05) (Fig. 4b).

Next, we evaluated whether caffeine would affect remote fear memory. When remote memory was eval-
uated in animals trained with the strong protocol (4 footshocks of 0.7 mA/2-s) and reactivated 43 days later,
repeated-measure ANOVA revealed significant effects of treatment factor (vehicle vs. caffeine) (F, ;4= 16.248,
p <0.001), time factor (reactivation vs. test) (F, s =4.920, p=0.040) and time x treatment interaction
(F),16="7.943, p=0.010). Post-hoc analysis showed that caffeine-treated animals expressed less freezing during
reactivation compared to vehicle (p < 0.001). However, no differences were detected during test (Fig. 4c).

Finally, animals were trained with the same strong protocol, but they were reactivated three times (start-
ing on day 25) and tested on day 43. Repeated-measure ANOVA revealed significant effects of treatment factor
(vehicle vs. caffeine) (F, ;5 =62.746, p < 0.001), time factor (reactivation vs. test) (F; ;s =26.529, p < 0.001) and
time x treatment interaction (F; ;s =11.009, p < 0.001). Post-hoc analysis showed that for all reactivation sessions
caffeine-treated animals expressed less freezing compared to the control group (p < 0.001). This effect was main-
tained in the test session in the absence of caffeine (p < 0.05) (Fig. 4d). This result shows that even remote fear
memories may be weakened by caffeine administration during reactivation.

Discussion

In the present study, we evaluated the effect of systemic administration of caffeine concomitant with standard
memory reconsolidation protocol and periodical memory reactivation as a potential strategy to attenuate con-
textual fear memories. Caffeine administration was effective to attenuate weak fear memories through a standard
reconsolidation protocol (Fig. 1a). However, the same approach failed when animals were submitted to a strong
training (Fig. 2a). A significant fear reduction during test in a drug-free condition was reached in strong memo-
ries after 3 periodical reactivations (1 per week for 3 weeks) in both recent and remote memory (Figs 2b and 4d).
The dose of caffeine used here was able to establish conditioned place preference (Fig. 3a) and induced anxiolytic
effects in the open field (Fig. 3d).

The effects of caffeine consumption on cognition and mood states are well documented. However, there are
several reports showing that caffeine effects depend on drug concentration, time consumption (acute vs. chronic),
memory phase in rodents (memory acquisition, consolidation, or retrieval) and memory task?'-2*4°, For instance,
pre-test injection of caffeine (3 or 10 mg/kg) enhances memory retrieval**. However, Corodimas and colleagues
have shown that systemic caffeine injection (30 mg/kg) before testing impairs fear memory retrieval®’. This effect
was not state-dependent since caffeine disrupted memory retrieval independent of previous history of caffeine
treatment. Accordantly, we have shown here a robust reduction of freezing pattern using 20 mg/kg in the reacti-
vation sessions (under effect of caffeine during retrieval).
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Figure 4. Caffeine administration concomitant with periodical memory reactivation attenuates remote
memories. The graph shows percent of freezing time expressed as mean & SEM, and experimental design is
shown at the top of each panel. (a) Caffeine administration before a single memory reactivation reduces fear
expression during reactivation, but fails to attenuate very strong fear memories (8 x 1.0mA) in the test (Vehicle
n=6and Caffeine n =7); (b) Similar results were obtained with very strong memories and periodical memory
reactivation under the effect of caffeine (Vehicle n =9 and Caffeine n=9); (c) Caffeine hinders remote memory
during reactivation, but the effect was not persistent during test with a single-reactivation session (Vehicle

n =38 and Caffeine n = 8); (d) Periodical memory reactivation under the effect of caffeine reduces freezing
expression during reactivation (on-drug) and test (off-drug) of remote memories (Vehicle n = 8 and Caffeine
n=09). *p <0.05, ***p < 0.001, **p < 0.001, Repeated Measures ANOVA followed by post hoc test. *Differences
between groups; “Differences within groups.

The inability to retrieve fear memory in a conditioned context may affect the subsequent fear expression in the
same context. We have previously shown that fear conditioned animals that were unable to freeze due to an air
puff distractor during the reactivation session expressed low freezing levels in the following tests (in the absence
of the distractor)*!. Thus, one possible explanation for our results is that the retrieval deficits under the effect of
caffeine observed during the reactivation may cause a memory change that affects subsequent tests (in a drug-free
condition).

Few evidence of caffeine’s reinforcing properties in non-human animals have been shown. Some studies were
able to demonstrate preference for caffeine consumption*”* and the enhancement of reinforcement effects of
other drugs such as alcohol* and cocaine®. Furthermore, Brianna et al., showed that acute doses of 6.25, 12.5, or
25 but not 50 mg/kg of caffeine increased the number of active lever presses in an operant conditioning training
under progressive ratio schedule for sucrose intake®. Also, alow dose of caffeine (3.0 mg/kg) was able to establish
CPP while a higher dose (30 mg/kg) produced place and taste aversion?. Altogether, these results suggest that
caffeine in appropriate doses can be considered a reinforcement enhancer as well as reward stimuli per se. In
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agreement with this view, our results have shown that caffeine induces contextual place preference. In addition,
we found that animals under the effect of caffeine spend more time in the central part of an open field arena
and less in the periphery compared with the control group, suggesting that this dose of caffeine promotes an
anxiolitic-like effect. Indeed, it has been shown that similar doses of caffeine used in the present study induce an
anxiety reduction in the open field and elevated plus maze task?**’. However, other studies have shown the oppo-
site effect®*2. Interestingly, 10 mg/kg in rats correspond to approximately 200 mg of caffeine in human (~2 cups of
coffee), a dose that has been associated with positive subjective effects®> and memory consolidation enhancement
in humans®.

The fear reduction shown in our experiments following memory reactivation under the effect of cafteine
may be mediated by counterconditioning. This process involves pairing the original conditioned stimuli with
a new unconditioned stimuli that has an opposite valence to the original learning®*** (in our case the aversive
fear-conditioned context with the rewarding and/or anxiolytic properties of caffeine). Indeed, countercondition-
ing models applied to PTSD emphasize that negative affective states such as fear or anxiety can be changed by
introducing positive stimulus such as pleasurable emotions during exposition®**’. Classically, countercondition-
ing has been considered a reciprocal inhibitory system between aversive and appetitive states that compete for
behavioral outcome during retrieval®®. However, counterconditioning has important differences compared with
extinction, since it is based on an incompatible response using stimuli of opposite valence instead of a simple
new learning caused by the absence of the US*. Despite the fact that counterconditioning has been considered
a potential strategy to update memory traces during reconsolidation®*®!, we cannot rule out the possibility that
caffeine accelerates fear extinction since many studies have shown that fear extinction may be enhanced pharma-
cologically, even in short reactivation trials®*-5%,

In fact, fear reduction over time was verified in control animals exposed to periodical memory reactivation
protocol suggesting fear extinction. While time to single exposure in the training context seem to be critical
to induce reconsolidation or extinction®, repetitive contextual exposition promotes fear extinction®. We have
previously shown that 3-to-5 min exposure to the context induces memory reactivation/reconsolidation>>*"¢7,
Accordingly, this allows us to hypothesize that caffeine administration using single memory reactivation may
attenuate fear memories via reconsolidation-driven mechanism. However, this assumption cannot be general-
ized to multiple contextual exposure, which might be acting as an extinction enhancer. Notably, the hypothetical
counterconditioning proposed above has been shown during extinction as well as reconsolidation protocols®!¢%,
suggesting that memory reactivation concomitant with appetitive valence stimulus is a general mechanism to
promote fear attenuation. Because predictability of exposure to conditioned stimuli® and differences between
massed and long-spaced exposures* are able to influence the extinction outcome, future experiments should be
conducted to address the effects of caffeine under these conditions.

The requirement of repetitive memory reactivation coupled with caffeine administration is in accordance
with a time-dependent process necessary for the effective incorporation of an endogenous state induced by the
treatment. Interestingly, similar results were reported by our group with the consumption of appetitive stimuli
during reactivations®. In this study, the presence of chocolate during three reactivation sessions of fear condi-
tioned animals resulted in a context-appetitive stimulus association that changed the memory emotional valence
to a less aversive level, weakening fear expression in the following tests (even in the absence of chocolate). This
suggests that when a contextual fear memory is reactivated in the presence of an appetitive stimulus (chocolate
or caffeine), such positive information may be incorporated into a preexisting memory, retuning its emotional
valence to a less aversive state.

It has been shown that a remote memory is less likely to be modified or updated than a recent one’®’?,
although there are divergent results'’2. In fact, remote memories seem to be resistant to pharmacological disrup-
tion of reconsolidation'*!* and induce fear incubation”. Although some studies have been shown enhanced fear
reduction in early vs. late interventions**>%, we found that caffeine was able to attenuate fear memory even in
long intervals between training and test. Nevertheless, it remains to be investigated if additional responses such
as fear generalization and hyperarousal could also be attenuated.

In females, although caffeine induced a freezing reduction during reactivation, there was no effect in the test.
Probably this result was caused by the low freezing levels observed in the control group. In the animals condi-
tioned with the very strong training protocol, caffeine was able to reduce freezing expression in the reactivation
sessions, but only a tendency in the test. Indeed, this discrepancy between fear expression during memory reac-
tivation and test have been thoroughly demonstrated, showing that the performance during the within-session
does not necessarily predict the between session fear expression®. It is possible that caffeine may be effective
even in a very strong condition if some parameters are adjusted, such as the number of reactivation sessions or its
duration. Importantly, even with small differences in freezing behavior across training protocols, we showed that
the conditioning strength as well as reactivation length may be critical factors to determine the caffeine effect in
memory. Thus, it is possible that the behavioral expression may not correspond strictly to cellular and molecular
mechanisms underpinning memory processes'"7%.

In the last decade, several studies have shown that fear memories can be attenuated by interfering with the
reconsolidation process with different drugs*®’. However, most of these pharmacological agents cannot be
administered to humans. Our findings show that fear memory can be weakened using a widely used drug dur-
ing memory reactivation. Nonetheless, the fact that caffeine intake in humans are commonly chronic in society
might be a limitation to translate our findings for humans and requires further studies. Preclinical and clinical
research on caffeine effects on memory reconsolidation and extinction could bring new therapeutic approaches
for fear-related disorders such as PTSD and phobias.
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Chronic fluoxetine prevents fear memory
generalization and enhances subsequent
extinction by remodeling hippocampal
dendritic spines and slowing down
systems consolidation
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Abstract

Fear memory overgeneralization contributes to the genesis and persistence of anxiety disorders and is a central
hallmark in the pathophysiology of post-traumatic stress disorder (PTSD). Recent findings suggest that fear
generalization is closely related to hippocampal dependency during retrieval. The selective serotonin reuptake
inhibitor (SSRI) fluoxetine has been used as a first-line treatment for PTSD; however, how it exerts its therapeutic effect
remains a matter of debate. Here, using contextual fear conditioning in rats, we show that chronic fluoxetine
treatment prevents fear generalization and enhances subsequent extinction. Moreover, fluoxetine treatment after
extinction prevents spontaneous recovery. The mechanism through which fluoxetine affects generalization and
extinction seems to be through the postponement of systems consolidation, thereby maintaining hippocampal
involvement during retrieval. Such an effect relies on a remodeling of dendritic spines in the hippocampus, as well as
the number of mature, mushroom-type spines promoted by fluoxetine treatment. In order to further investigate
whether fear generalization is a potential predictor of extinction effectiveness, we categorized a large naive population
according to their generalization rate. We found that discriminator rats showed a better extinction profile compared to
generalizers, suggesting that the generalization rate predicts extinction effectiveness. Hence, we propose that the
therapeutic strategy of choice should take into account the extension of memory generalization, in which therapies
based on extinction could induce a better outcome in patients who present less fear overgeneralization. These results
open new avenues for the development of interventions that prevent fear generalization by maintaining memory
dependency of the hippocampus.
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criteria for PTSD"* Accordingly, these patients are unable
to restrict fear expression to appropriate predictors,
causing fear and avoidance in response to harmless sti-
muli that are not directly related to trauma®.

Behavioral therapies and pharmacological treatments
are the most common interventions to attenuate these
pathological memories®. In exposure extinction-based
therapies, traumatic reminders are repeatedly presented
in a safe environment, leading to a progressive reduction
in fear expression. However, extinction does not erase the
original memory but induces new learning that transiently
inhibits fear expression. Thus fear memory eventually re-
emerges by the passage of time (spontaneous recovery)™°.

Fluoxetine and citalopram are well-known selective
serotonin reuptake inhibitor (SSRIs) antidepressant used
as a first-line treatment for adult PTSD’. In the past
decade, the mechanisms underlying the clinical
improvement associated with fluoxetine have been thor-
oughly investigated®. It has been shown that fluoxetine
induces neurogenesis, synaptic plasticity, and dendritic
spine remodeling'®™*?. Indeed, the mood-improving
effects of fluoxetine depend on dendritic spine remodel-
ing in the hippocampus'?. An interesting study has shown
that 3 weeks of fluoxetine treatment combined with
extinction training induces an enduring reduction in the
conditioned fear response and prevents spontaneous
recovery'®. Interestingly, this behavioral outcome coin-
cided with increase in synaptic plasticity in amygdala
GABAergic neurons that control fear expression'’.
Importantly, other SSRIs such as citalopram have shown
the opposite effect, disrupting acquisition and retention of
fear extinction'?,

Surprisingly, few studies have been conducted to
explore the effects of SSRIs on fear generalization'®.
Recently, we showed that fear generalization is closely
related to hippocampal dependency during retrieval'®'’;
we found that this structure is crucial to orchestrate the
reconstruction of detailed memories'®™'®, Environmental
factors, such as sequential learning and training intensity,
can accelerate hippocampal independency and memory
generalization'”'>*°, Evidence from animal studies shows
that retrieval of recent contextual fear memory induces
higher hippocampal activation than remote memories>'.
In contrast, several areas of the medial prefrontal cortex
(mPFC) are more activated during retrieval of remote
memories®”. As opposed to the hippocampus, these cor-
tical structures seem to be essential for the expression of
fear generalized memories®>**, Thus the transition from
hippocampus dependence to hippocampus independence
renders memories into a more schematic, generalized
state”? (for a comprehensive review of these systems
consolidation models, see refs. 27’28).

Here we tested the effects of chronic treatment with the
SSRI fluoxetine and citalopram on contextual fear
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memory generalization and subsequent performance
during fear extinction. Additionally, we explored the close
relationship between memory discrimination and fear
extinction in naive animals, as a potential predictor of
extinction outcome. Our results are discussed in light of
the observation that systems consolidation is an impor-
tant player in the pathophysiology of PTSD and may be a
novel approach to be considered for pharmacological and
behavioral treatments of fear-related disorders.

Materials and Methods
Subjects

Naive, adult male Wistar rats (270-320g/3 months)
from our breeding colony were used. Animals were
housed in plastic cages, 4-5 per cage, under a 12 h light/
dark cycle at a constant temperature of 24 °C, with water
and food ad libitum. Sample size for each group (n=
8-15) was estimated based on previous studies of our
laboratory™®'”***°, Animals were randomly assigned to
treatment groups. All experiments were conducted in
accordance with local and national guidelines for animal
care (Federal Law no 11.794/ 2008), and the project was
approved by the Ethics Committee of the Federal Uni-
versity of Rio Grande do Sul, Brazil.

Stereotaxic surgery and cannulae placement

Rats were anesthetized with intraperitoneally (i.p.)
ketamine/xylazine (75 and 10 mg/kg, respectively) and
bilaterally implanted with 22-gauge guide cannulae aimed
at dorsal hippocampus (AP —4.0 mm (from bregma), LL
+3.0 mm, DV —1.6 mm) positioned 1.0 mm above of each
structure®. Following a 1-week recovery from surgery,
animals were submitted to the behavioral procedures.

Drugs

Fluoxetine hydrochloride and Citalopram hydro-
bromide (Sigma-Aldrich) were dissolved in 0.9% sterile
saline. Both drugs were administered in a dose of 10 mg/
kg/ml based on previous studies'****! and injected i.p.
Chronic treatment consisted of daily administration dur-
ing 21 days after fear conditioning or extinction protocols
depending on the experiment performed.

Muscimol (1 ug/pl; Sigma Aldrich) was dissolved in
phosphate-buffered saline (PBS) and bilaterally infused
(0.5 ul/side) into dorsal hippocampus 15min before
memory retrieval.

Intracerebral infusion

At the time of infusion, a 27-gauge infusion needle was
inserted into the guide cannulae, with its tip protruding
1.0 mm beyond the tip of the cannula and aimed at the
dorsal hippocampus. A volume of 0.5 ul was bilaterally
infused at a slow rate (20 ul/h), and the needle was
removed only after waiting for an additional 30s.
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Behavioral procedure
Contextual fear conditioning (CFC)

The conditioning chamber consisted of an illuminated
Plexiglas box, 25x25cm?® with a metallic grid floor.
During training, rats were placed in the chamber for
3 min, received 4 footshocks (0.7 mA/2s) separated by a
30 interval; 30 s after the last shock, they were returned
to their homecages.

Context apparatus

Conditioning context consisted of an illuminated Plex-
iglas box of 25x25cm? grid floor of parallel 0.1 cm
caliber stainless steel bars spaced 1.0 cm apart, and fan
background noise. The novel context was a rectangular
box 2/3 the size of the conditioning context, smooth floor,
vanilla essence, and without fan background noise.

Fear generalization test

Animals were tested for 4 min both in the novel context
(Novel) and in the conditioning context (Ctx) without
footshocks on days 22 and 23 after training, respectively.

Fear extinction session

Subjects were re-exposed to the training context on day
24 without footshocks for 30min to induce memory
extinction.

Fear extinction and spontaneous recovery test

Animals were tested for 4min in the conditioning
context (Ctx) 24 h and 22 days after the extinction session
in order to evaluate early retention and spontaneous
recovery response, respectively.

Open field (OF)

The OF chamber consisted of a 50 cm height, 60 x
40 cm? plywood box and a linoleum floor divided into 12
equal rectangles or “sectors.” In addition, floor was divi-
ded into two squares, which allowed the definition of
central and peripheral areas. The behavior was recorded
by video tracking and processed offline. During the 5-min
test session, crossings between sectors (locomotor activ-
ity) and the time spent in the periphery and center of the
apparatus were measured.

Behavioral scoring

Freezing behavior was registered in real time by an
experienced observer who was blind to the treatments.
Freezing was defined as the absence of all movements,
except those related to breathing. In the OF test, the
number of crossings was considered a measure of motor
performance, while the time spent in the center or per-
iphery of the field was considered anxiolytic or anxiogenic
responses induced by the treatment, respectively.
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Structural plasticity analysis

Dendritic spine visualization and analysis was per-
formed as previously reported by other researchers®~>*,
Concisely, under deep anesthesia (chloral hydrate,
400 mg/kg i.p.), animals were transcardially perfused, first
by ice-cold PBS (0.1 M, pH 7.4) and then fixed using ice-
cold 4% paraformaldehyde (PFA) (in 0.1 M PBS, pH 7.4).
After the brain was removed and postfixed (4% PFA, 24 h,
4°C), coronal sections (200-um thick) containing the
dorsal hippocampus were obtained with a vibratome and
collected in 0.1% PBS. The CA1 dorsal hippocampus was
stained with small droplets (<10 um) of a saturated solu-
tion of the lipophilic dye 1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3'-tetra-
methyl indocarbocyanine  perchlorate  (Invitrogen;
Carlsbad, CA) in fish 0il*® by microinjection via a patch
pipette and positive pressure application. Using a Leica
DMI6000 B laser scanning confocal microscope with a
x100x oil immersion from the Laboratério Central de
Microscopia Eletronica, Florianépolis, Brazil, stacks of
labeled dendritic segments were collected. The images
were deconvolved using LAS AF Lite software (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany). A theoretical point
spread function was used.

The dendritic spine analysis was achieved manually
using the Image] software. Dendritic protrusions <3 pm in
length and contacting with the parent dendrite were
employed for the analysis®>***”. Special consideration
was taken to select a single dendritic segment, presumably
from different neurons but from CA1l stratum radiatum,
in light of the high density of labeled dendrites. Thus,
from the z-section projection, both the total number and
the number of each particular type of dendritic spine
normalized to 10 um of the dendritic segment length
was counted with certainty that each spine was counted
only once.

Spine types were classified as previously®>***’: type I or
“stubby”-shaped dendritic spines, type II or “mushroom”-
shaped dendritic spines, and type III or “thin”-shaped
dendritic spines. Different measurements were taken for
each dendritic protrusion in order to classify them, in
brief: the length (dimension from the base at the dendrite
to the tip of its head, L), the diameter of the neck (mea-
sured as the maximum neck diameter, dn), and the dia-
meter of the head (measured as the maximum head
diameter, dh)®®. Thus individual spines were classified
into category based on the specific ratios L/dn and
dh/dn32-3%38

Histology for cannulae placement

The position of the cannulae was verified at the end of
the experiments. The brains were removed and immersed
in a fixation solution of 30% sucrose and 4% PFA. Brains
were then frozen and sliced (50-pm coronal sections)
using a cryostat. Sections were stained with cresyl violet
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Fig. 1 Chronic fluoxetine prevents fear generalization and enhances subsequent fear extinction. The graphs show percentage of freezing
time expressed as mean + SEM, and experimental design is shown at the top of each panel. a Animals treated with fluoxetine are able to discriminate
between novel and threat context compared to the control group. The same animals showed a better extinction profile (*Differences between
groups, "Differences within group. ***p < 0.001, *p < 0.05, **p < 0.001, *p < 0.01, repeated-measures analysis of variance (ANOVA) followed by
Student-Newman-Keuls post hoc test—Vehicle n = 13, Fluoxetine n = 13). b No differences were detected after chronic citalopram administration
(ANOVA for repeated measures all factor p > 0.05, Vehicle n =9, Citalopram n = 10). In addition, fluoxetine effects were not associated with ¢ anxiety-
like time effects (time spent in the periphery vs. center of the open field (¢ (8) = —0.602; p = 0.563, independent t test—Vehicle n = 5, Fluoxetine n =
5)) or d locomotion (number of crossings (t (8) = —0.078; p = 0.939, independent t test)). e Chronic fluoxetine was able to prevent fear recovery
21 days after the extinction protocol suggesting two potential pharmacological window to attenuate contextual fear memories (*Differences
between groups, Differences within group, **p <0.01, Mp <001, independent t-test—Vehicle n =12, Fluoxetine n=12)

and subsequently examined to verify the location of the
cannulae (Fig. 2a). Statistical analysis considered only
animals with correct cannulae placements.

Statistical analysis

After checking for normality (Kolmogorov—Smirnov
(KS) test) and homoscedasticity (Levene test), each rele-
vant phase of the experiment (generalization, extinction
and test (extinction test and spontaneous recovery) was
analyzed by two-way repeated-measures analysis of

variance (ANOVA) with Student—Newman-Keuls (SNK)
post hoc test. OF result were analyzed using independent
Student's ¢ test. Significance was set at p <0.05. Simple
linear regression was used to evaluate the relationship
between discrimination index and freezing behavior dur-
ing the extinction test. Cumulative distribution prob-
abilities for total number, mushroom, stubby, and thin
dendritic spines per 10 mm of dendritic segment were
compared by KS test. Data were also expressed as median
(quartile) and compared by Mann-Whitney U test. p <
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0.05 was considered statistically significant. For behavioral
profile classification, we used the unsupervised learning
algorithm expectation-maximization (EM) to divide naive
animals between generalizers and discriminators using as
input the discrimination index between conditioning and
neural context [training ctx/(training ctx + novel ctx)].
This method was used based on previous studies evalu-
ating fear memory discrimination-based populations®***!,

Results
Chronic fluoxetine prevents fear memory generalization
and enhances subsequent extinction

First, in order to assess the effects of fluoxetine on fear
generalization and subsequent extinction, animals were
trained in CFC and received daily administration of
fluoxetine or its vehicle i.p. for 21 days after training.
Twenty-four hours after the last administration, animals
were exposed first to a novel context (Novel Ctx) and, on
the following day, to the training context (Training Ctx).
Twenty-four hours later, animals were submitted to a fear
extinction procedure in the training context and memory
retrieval was evaluated 24 h and 21 days after extinction
(spontaneous recovery). Repeated-measures ANOVA
revealed that fluoxetine-treated animals expressed con-
textual discrimination; less freezing was expressed in the
novel context compared to the training context (group x
context interaction (F)4=6.006, p=0.021; SNK post
hoc p<0.001)). Moreover, fluoxetine-treated animals
expressed less freezing in the novel context than vehicle-
treated animals (p < 0.001). Vehicle-treated animals were
unable to discriminate between the contexts, expressing
fear generalization (training vs. novel context p > 0.05;
Fig. 1a).

Fluoxetine-treated animals expressed a better extinction
profile; less freezing was detected during the last 5 min of
fear extinction (late extinction) compared to the control
group (group x time interaction (Fj 4 = 0.664, p = 0.422;
SNK post hoc p<0.05). Additionally, fluoxetine
enhanced fear extinction during the test performed 24 h
after extinction but did not prevent spontaneous recovery
(group x time interaction (Fjq4=6.573, p=0.017; SNK
post hoc p <0.05). Interestingly, the chronic administra-
tion of citalopram, another SSRI, did not prevent fear
generalization or alter fear expression (ANOVA for
repeated measures all factor p > 0.05; Fig. 1b).

These results suggest that chronic fluoxetine (but not
citalopram) is able to prevent fear generalization and
enhance subsequent extinction. Anxiety-like (time spent
in the periphery or center of the OF between groups
(t (8)=—0.602; p=0.563, independent ¢ test); Fig. 1c)
or locomotion (number of crossings (¢t (8) = —0.078;
p=0.939, independent ¢ test)) effects were not induced by
the treatment (Fig. 1d).
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Although fluoxetine enhanced fear extinction, it did not
prevent spontaneous recovery. Prevention of fear relapse
after extinction is considered a major challenge for
pharmacological and exposure-based therapies**. Finally,
to verify whether fluoxetine treatment after the extinction
training would be able to postpone fear re-emergence, we
administered fluoxetine after extinction for 21 days until
the spontaneous recovery test. Repeated-measures
ANOVA revealed that animals were not able to dis-
criminate between the training and novel contexts.
Moreover, a significant reduction in freezing levels was
detected between early and late extinction and was
maintained during the extinction test (time factor (Fy 9, =
17.670, p < 0.001; SNK post hoc p > 0.05); Fig. le).

After that, animals were randomly assigned to two
groups and treated with fluoxetine or vehicle. Our results
showed that chronic fluoxetine is able to prevent spon-
taneous recovery (¢ (22) = 3.055, p = 0.005; independent ¢
test). This result suggests a dual window of opportunity
for pharmacological intervention with fluoxetine to
enhance extinction, based on decreasing fear general-
ization (Fig. la) or preventing spontaneous recovery
(Fig. 1e).

Chronic fluoxetine maintains hippocampal dependency
during retrieval

Previous studies demonstrate that memory precision
involves hippocampal processing during retrieval'”'?,
whereas fear generalization has been associated with an
increase in mPFC activity”* but a decrease in the hip-
pocampus'”'®, These results are consistent with the sys-
tems memory consolidation hypothesis on progressive
trace reorganization over time between hippocampal and
cortical structures®"****, Since chronic fluoxetine induces
memory precision, we reason that this treatment could
promote hippocampal dependency as well. To address
this issue, animals were treated with fluoxetine and
infused intrahipocampally 15 min before the test in the
training context with vehicle or muscimol, a selective
agonist for GABA-A receptors able to suppress transiently
neural activity. Four hours after the test, a drug-free re-
test was performed in the same context. If fluoxetine
slows down systems consolidation (keeping hippocampal
dependency), then we would expect a strong effect in the
test under muscimol.

Repeated-measures ANOVA revealed that fluoxetine-
treated animals were more sensitive to intrahippocampal
muscimol than the control group during the test (group x
time (test vs. re-test) interaction (F; ;7 =5.371, p = 0.033;
SNK post hoc p < 0.05); Fig. 2b). Thus fear generalization
prevented by chronic fluoxetine seems to be strongly
associated with hippocampal involvement during
retrieval.
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Fig. 2 Chronic fluoxetine increases hippocampal involvement
during retrieval. The graphs show percentage of freezing time
expressed as mean + SEM, and experimental design is shown at the
top of each panel. a Examples of Nissl-stained sections and summary
of microinjection cannula placements in the dorsal hippocampus. The
numbers on the right side of the individual sections indicate the
distances from bregma. b Although fluoxetine- and vehicle-treated
animals were sensitive to intrahippocampal muscimol infusion (test vs.
re-test comparison), fluoxetine-treated animals expressed a more
robust impairment during retrieval (between-group comparison
during test). No differences were detected during the re-test
(*Differences between groups, *Differences within group. *p < 0.05,
#n < 0,001, *p < 0,05, repeated-measures analysis of variance
followed by Student-Newman-Keuls post hoc test—Vehicle n=11,
Fluoxetine n = 8)

Chronic fluoxetine induces hippocampal structural
rearrangement

Recent evidence suggests that systems consolidation
involves an increase in dendritic spine density in the mPFC
over time*® together with a reduction in dendritic spines in

Page 6 of 12

the hippocampus®. We hypothesize that hippocampal
dependency during retrieval is closely related to dendritic
spine density and morphology. Animals treated with
chronic fluoxetine or vehicle were perfused, and the brains
removed for dendritic spine analysis in the dorsal hippo-
campus. Spine counts were performed on a total of 122
dendritic segments as follows: control (1 =55 segments,
1160.50 um of total dendritic length analyzed, 3 rats),
fluoxetine (67 segments, 1234.51 um, 3 rats) (Fig. 3a).

Analysis of the cumulative probability distributions for
the total density of dendritic spines reflected a significant
rightward shift, toward higher numbers of dendritic
spines in fluoxetine-treated animals compared to the
control group (p <0.05; KS test; Fig. 3b). Moreover, the
fluoxetine group also showed a higher median (quartiles,
total density/10 um), 19.0 [13.3-21.4], with respect to the
control group, 14.5 [12.1-16.4] (Mann—Whitney U test =
1162, p <0.001). Similar to total dendritic spines, a sig-
nificant rightward shift toward higher numbers of
mushroom dendritic spines in the fluoxetine group
compared to the control group was observed (p < 0.05; KS
test; Fig. 3c). In parallel, a higher median (quartiles,
mature spines/10 um) in the fluoxetine group, 7.01
[4.67-8.85], was observed in comparison to the control
group, 5.83 [4.38-7.08] (Mann—Whitney U test = 1394,
p <0.001). The analysis of stubby dendritic spines revealed
no significant difference between the experimental groups
(p>0.05; KS test; Fig. 3d). There was a comparable
median (quartiles, thin spines/10 um) between the
experimental groups, control 5.98 [4.93-7.90], fluoxetine
6.53 [4.58-9.07] (Mann—Whitney U test=1394, p<
0.001). For thin dendritic spines, a significant rightward
shift toward higher numbers of spines in the fluoxetine
group compared to the control group was observed (p <
0.05; KS test; Fig. 3e). Similarly, a higher median (quar-
tiles, mature spines/10 pm) in the fluoxetine group, 3.89
[2.45-5.22], was observed in comparison to the control
group, 2.45 [1.48-3.41] (Mann—-Whitney U test = 1043,
p <0.001). Our findings suggest that chronic fluoxetine
induces a higher density of dendritic spines in the CAl
hippocampal area, indicating a potential mechanism
underpinning the maintenance of hippocampal depen-
dency during retrieval and consequently the prevention of
memory generalization.

Discrimination between threat and safe context predicts
subsequent fear extinction in naive animals

Our first experiment showed that chronic fluoxetine
administration prevents generalization and enhances fear
extinction. These results suggest that discrimination
between the training and the novel context can be con-
sidered a potential predictor of the extinction outcome, in
which memory generalization would impair fear extinc-
tion. To address this possibility, a large number of animals
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Fig. 4 Fear discrimination predicts extinction outcome in naive animals. The graphs show frequency count, percentage of freezing time
(mean £+ SEM), and linear regression between percentage of freezing time and discrimination index. Experimental design is shown at the top of the
panel. a The means of higher discrimination were used as a cut-off value to divide total population (n = 95) between discriminators (x < 0.51) (n = 31)
and generalizers (x > 0.61) (n = 31). b Regression analysis with the total naive population (n = 95) revealed no relationship between freezing in the
training context and discrimination index (slope did not differ from zero (F; 3 =0.013, p = 0.909, 7 = 0.000). However, ¢ the same analysis showed a
strong relationship between novel context and the discrimination index (slope different from zero, F; o3 = 144.084, p < 0.001, = 0607). d Animals
classified as discriminators expressed less freezing during extinction and spontaneous recovery test compared to generalizers (*Differences within
group. "p < 0,001, repeated-measures analysis of variance followed by Student-Newman—Keuls post hoc test—Discriminators n = 31, Generalizers
n=131). e Linear regression analysis using only discriminators and generalizer populations (n = 62) showed a strong relationship between
discrimination index and freezing behavior during the extinction test (slope differed from zero, p < 0.001, ? =0.550). f Gaussian mixture model
showing the distribution of the discrimination index. g Expectation-maximization (EM) algorithm classified the total population in 3 potential profiles
(cluster chosen a priori based on Fig. 5a): generalizers n =9 (9%), neutral n = 68 (72%), and discriminators n = 18 (19%). h Linear regression analysis
using only discriminators and generalizer populations (n = 27) after EM analysis showed the same strong relationship of Fig. 5e between
discrimination index and freezing behavior during the extinction test (slope differed from zero, p < 0.001, ? =0.580)

(n = 95) were trained and tested in the same conditions as  ctx/(training ctx + novel ctx)] for each animal in order to
the first experiment, without any pharmacological treat- determine a frequency distribution (Fig. 4a). This analysis
ment. First, we calculated a discrimination index [training allowed us to identify that the vast majority of animals
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have a discrimination ratio between X =0.51 and 0.61
(n=33). This range was used as a cut-off value to divide
the total population into two specific profile: generalizers
(% <0.51) and discriminators (X > 0.61).

A regression analysis conducted on the freezing levels in
the training context and the discrimination index revealed
that there was no relationship between these factors, since
the slope did not differ from zero (F; 93 = 0.013, p = 0.909,
#* =0.000; Fig. 4b). However, a strong relationship was
found between the novel context and the discrimination
index (slope different from zero; Fjo3=144.084, p<
0.001, * = 0.607; Fig. 4c). This result suggests that the
freezing expressed in the novel context drives fear
discrimination.

After analyzing the behavioral profile of the total
population, 31 animals were classified as discriminators
and 31 as generalizers. As expected, repeated-measures
ANOVA revealed higher discrimination and general-
ization rates (group x context interaction (Fy gy = 86.420,
p <0.001; SNK post hoc p <0.001). However, both groups
expressed the same freezing levels in the training context
(Fig. 4d).

Both groups were able to extinguish the fear response
(time factor (early vs. late) (Fjqo=62.435, p<0.001).
However, during the extinction and spontaneous recovery
test, discriminators expressed less freezing levels than
generalizers (group factor (test vs. spontaneous recovery)
(Fre0 =4.278, p<0.042). This result suggests that dis-
crimination between the training and the novel context is
closely associated with a better extinction profile.

Surprisingly, regression analysis revealed a strong rela-
tionship between the discrimination index and freezing
behavior during the extinction test (slope different from
zero; Fy g0 =73.389, p < 0.001, * = 0.550; Fig. 4e).

To further investigate whether these results could be
influenced by the data selection method to generate dis-
criminators and generalizers groups, we employed the
unsupervised learning algorithm EM in the total popula-
tion (1n=95). This algorithm estimates the maximum
likelihood parameters from Gaussian mixture model***!
(Fig. 4f). Number of clusters were chosen a priori based
on our previous result (Fig. 4a). This analysis reduced the
number of generalizer assigned animals to 9 (9%) and 18
(19%) for discriminators (Fig. 4g). However, even after
decreasing the number of animals per group we found the
same strong correlation between the discrimination index
and freezing behavior during the extinction test (simple
linear regression, slope different from zero; F; 55 = 34.581,
p<0.001, * = 0.580; Fig. 4h).

Taken together, these results demonstrate, for the first
time, that memory discrimination can be considered as a
potential predictor of the extinction outcome. Our results
were supported by two different methods of behavioral
categorization. We conclude that better fear extinction
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profile can be reached as a natural consequence of better
discrimination between threat and safe.

Discussion

The current study showed that chronic fluoxetine
administration after training, but not citalopram, prevents
fear generalization and enhances subsequent fear extinc-
tion (Fig. la—b). Although fluoxetine after training did not
prevent spontaneous recovery, a persistent fear reduction
was reached when fluoxetine was chronically adminis-
tered after extinction (Fig. le). Interestingly, fluoxetine
increases hippocampal dependency, indicating that the
treatment is able to delay the systems consolidation pro-
cess (Fig. 2b). This result was accompanied by a higher
density of dendritic spines in the CA1 region in animals
treated with fluoxetine (Fig. 3a—e). Finally, in a large naive
population, animals categorized as good discriminators
showed a better extinction profile (similar to fluoxetine-
treated animals), indicating that fear discrimination pre-
dicts extinction outcome (Fig. 4b—h).

Antidepressant drugs have been used for decades as the
first-line pharmacological treatment for PTSD*. How-
ever, there are several conflicting reports on their efficacy
with and without exposure therapies*®*°. Our findings
show that chronic fluoxetine, but not citalopram, prevents
fear generalization and enhances fear extinction. This
differential effect between antidepressant drugs of the
same class in not entirely new. In fact, Burghardt et al.'*
have shown that chronic citalopram administration
impaired the acquisition of fear extinction, an effect clo-
sely related to the inhibition of NR2B-NMDA down-
regulation in lateral and basal nuclei of the amygdala.
These results contrast with the fear reduction enhance-
ment promoted by chronic administration of fluoxetine in
similar experimental settings'®>. Moreover, the anti-
depressant escitalopram is able to attenuate mood and
anxiety dysfunction in a rodent PTSD model; however, it
is insufficient to revert the impaired fear extinction.
Taking together, SSRIs seem to modulate differentially
fear-related responses, an observation currently validated
in clinical population®’, Importantly, fluoxetine changes
the quality, rather than the strength, of fear memories,
since no difference was detected in freezing behavior in
the training context, but there was a difference in the
novel context.

Prevention of spontaneous recovery after extinction is
one of the main challenges of behavioral and pharmaco-
logical therapies®>. In our protocol, post-conditioning
chronic fluoxetine was able to enhance extinction of
contextual fear memories, as previously reported'>”’.
Moreover, a persistent fear reduction was achieved when
chronic fluoxetine was administered after extinction
training. Altogether, these results indicate a dual window
of opportunity to avoid fear memory: (i) by enhancing fear
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Chronic

Administration Fear Generalization and

Hippocampal Independency

Vehicle

Natural Course of Systems Consolidation

Contextual Fear
Conditioning

Fear Discrimination,
Hippocampal Dependency and
Extinction Enhancement

Chronic
Administration

Hippocampal Structural
Rearrangement

Fluoxetine

Slowing Systems Consolidation

Fig. 5 Summary of our findings. a Fear learning is able to trigger structural reorganization over time between hippocampal and cortical structures.
As a consequence of this systemic process, detailed fear memories are transformed into a more schematic state, inducing fear generalization (the
inability to restrict the fear expression to appropriate predictors, causing fear and avoidance in response to harmless stimuli such as the novel context
that is not directly associated with trauma). b Chronic fluoxetine treatment after contextual fear conditioning prevents fear generalization by
maintaining fear memory dependency of the hippocampus. The mechanism underlying such process seems to be the remodeling of dendritic

spines densities, especially the mushroom type in the CA1 region. Our findings suggest that manipulating the natural course of systems
consolidation can be considered as a potential clinic strategy to treat fear-related disorders through its extinction facilitation

extinction when fluoxetine is administered after con-
ditioning, via slowing of fear generalization, and (ii) by
preventing fear recovery after extinction.

A previous study has shown that fear generalization can
be prevented by pharmacological treatments targeting
glucocorticoid (Metyrapone) and noradrenergic (Propra-
nolol) systems during training'’. Interestingly, in that
study, fear discrimination was closely associated with
hippocampal involvement during retrieval. Here chronic
fluoxetine administration was able to increase hippo-
campal dependency and prevent fear generalization, sug-
gesting that fluoxetine delays the systems consolidation
rate. The transition from hippocampus dependence to
hippocampus independence is thought to render mem-
ories into a more schematic, generalized state®*°. Addi-
tionally, remote memories submitted to this
reorganization process seem to be less susceptible to
modification or to update®>>® and are largely influenced
by fear incubation®®. We suggest that manipulating the
systems consolidation rate (i.e., by slowing it down) allows
the expansion of the therapeutic window for treating fear-
related disorders. This means that preserving hippo-
campal involvement during retrieval and fear dis-
crimination could be a potential clinical approach to
enhance subsequent fear extinction.

The hippocampal dependency induced by chronic
fluoxetine was accompanied by a remarkable structural
rearrangement in the CAl region. Remodeling of den-
dritic spines seems to guide memory reorganization
between hippocampal and cortical structures*®>*~>’,

Recently, it has been shown that an immature engram is
formed in the mPFC after training, before the process of
systems consolidation occurs over time. This maturation
process involves a substantial increase in dendritic spines
in the mPFC, a structure previously associated with
retrieval of generalized memories**?*, and a decrease in
the hippocampus*>*®. In our study, fluoxetine treatment
modulates remodeling of dendritic spines in the hippo-
campus, particularly the mature, mushroom type. We
assume that the increase in dendritic spines in the hip-
pocampus is one of the mechanisms underpinning the
maintenance of hippocampal dependency over time (by
slowing down systems consolidation) thus prevent fear
generalization and ultimately facilitates extinction. That
is, both systems consolidation and memory generalization
are controlled by a switch of hippocampal—cortical spine
remodeling susceptible to manipulation, which in turn
affects subsequent fear extinction (see Fig. 5 for a sum-
mary of the findings).

The hypothesis that fear discrimination predicts the
extinction outcome was confirmed in subsequent
experiments in a large naive population; these studies
showed a strong correlation between the discrimination
rate and fear extinction using two different methods of
behavioral categorization. Indeed, animals classified as
good discriminators expressed a similar extinction profile
to fluoxetine-treated animals. This result indicates that
basal fear discrimination guides fear reduction during/
after extinction. Therefore, interventions that keep
memory precise and prevent fear generalization would be
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a promising therapeutic strategy to enhance fear extinc-
tion in PTSD.

Although SSRIs such as fluoxetine have been widely
used to treat psychiatric disorders, the mechanisms
responsible for the clinical improvements are still a matter
of debate®®. This study shed new light on the neurobio-
logical process involved in the therapeutic mechanisms of
fluoxetine. In fact, it has been previously shown that the
mood-improving effects of fluoxetine rely on hippo-
campus remodeling via dendritic spine remodeling'®. In
the current study, we confirmed this finding; we observed
a spine remodeling induced by chronic fluoxetine treat-
ment and extended those findings by revealing an asso-
ciation between dendritic spine morphology, fear
generalization, and the maintenance of hippocampus-
dependent memory. However, one remaining question
after the experimental setting shown here and in other
studies'>'* are the molecular and structural difference
induced by fluoxetine and citalopram treatment that
induce different outcomes in fear conditioning
experiments.

In conclusion, we have shown that (i) chronic fluoxetine
but not citalopram enhances fear discrimination and
subsequent fear extinction; (ii) fluoxetine is effective in
preventing fear recovery when administered after extinc-
tion training; (iii) fluoxetine slows down systems con-
solidation; and (iv) fluoxetine increases dendritic spine
density in the hippocampus. Finally, we showed, for the
first time that (v) individual differences in fear dis-
crimination predict extinction performance. These results
offer a new strategy for the treatment of fear-related
disorders based on maintaining fear discrimination and
hippocampal dependency. Our findings could contribute
to explaining variable responses to pharmacological and
behavioral interventions.
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3.3 Resultados preliminares: Caracterizaciao eletrofisiologica da generaliza¢ao
da memdria em animais em livre movimento e intervenciao em circuito fechado

para o melhoramento da exting¢ao.

Os resultados aqui demonstrados sdo preliminares (nao publicados), sendo os
experimentos realizados na University of Szeged, na Hungria, sob supervisdo do Dr.

Berényi Antal durante um estagio de doutorado.

Materiais e métodos

Animais

Foram utilizados nestes experimentos ratos adultos machos da linhagem Long-Evans
(220-300g). Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os padroes de
experimentacdo animal da Unido Europeia e do Instituto Nacional para o Uso e Cuidado

de Animais Experimentais.

Cirurgia

Os animais foram anestesiados com Isofluorano e cronicamente implantados para registro
intra-cortical com eletrodos de tungsténio com didmetro de 50um (Tungsten 99.95%,
California Fine Wire, Grover Beach, CA, USA) inseridos em canulas guia de 180-um de
diametro (Vita Needle Company, Needham, MA, USA) de didmetro. Cada canula guia
possui 3 eletrodos com distancia de 400 um no plano vertical entre as pontas (local de
registro). A impedancia dos eletrodos varia entre 30-90kQ a 1kHz. O nimero de
eletrodos implantados foi modificado dependendo do tomanho da estrutura. Assim, cada
animal foi implantado no cortex pré-frontal medial (6 eletrodos), amigdala central e
basolateral (6 eletrodos), hipocampo dorsal (9 eletrodos) e hipocampo ventral (6
eletrodos), completando 28 canais de registro por animal. Em experimentos que
implicassem a detec¢do precisa de eventos hipocampais, um multidrive contendo 8
canulas (cada uma com um canal de registro foi implantado para permitir o movimento

vertical individual de cada um dos eletrodos).

Os eletrodos foram verticalmente guiados até a estrutra desejada por meio das canulas e
com prévia craniotomia (Fugura 5). As pontas das canulas permaneceram em todos os

casos Imm acima do cértex. Os buracos para cada implante foram fechados com silicone
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nao condutivo (Dow Corning Corporation, Auburn, MI, USA) e finalmente fixados com

acrilico dental (Duracryl™ Plus, Spofa Dental, Ji¢in, Czech Republic).

Figura 5: Implante de eletrodos intracranianos. Os eletrodos sdo guiados até a

estrutura alvo por meio de canulas que permanecem acima do cortex. O processo de
fixagdo ¢ realizado por meio de acrilico dental. Cada canula possui 3 eletrodos com

distancia de 400 pum no plano vertical entre os locais de registro.

Dois parafusos em miniatura foram implantados acima do cerebelo como ponto de
aterramento e referéncia. Adicionalmente, 5 parafusos foram posicionados no cranio para
manter o implante. Finalmente um copper mesh foi fixado ao redor do cranio com acrilico
dental onde foram conectados os fios provenientes dos eletrodos de aterramento e
referéncia agindo como uma caixa de Faraday (Figura 6). Esse passo final permitu
proteger os locais de implante assim como diminuir o ruido elétrico do ambiente (Figura

7).
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Figura 6: Implante de copper mesh. Quatro fragmentos de copper mesh sao
posicionados ao redor do cranio onde os fios de aterramento e referéncia sao conectados.
O copper mesh ao redor do implante permite diminuir o ruido ambiental durante os

registros.

56



Figura 7: Representacio do implante final apods cirurgia. Nesta imagem observa-se a
caixa de copper mesh final junto com os eletrodos implantados e o headstage que pode

ser conectado ao Omnetics ap6s a cirurgia ou somente no inicio do experimento.

Os animais tiveram 7 dias de recuperagdo antes da primera habituagdo ao sistema de
registro que consistia em cabos provenientes de um amplificador (KJE-1001, Amplipex
Ltd, Hungary) e um headstage em uniao a um conector Omnetics. Em todas as condigdes

de registro, o animal teve livre movimento (Figura 8).

T M b o

Figura 8: Animal apés o implante em livre movimento. O sistema de registro permite
o livre movimento do animal nas tarefas comportamentais assim como na caixa moradia.

O sistema atualmente consegue o registro continuo durante 24h até por 4 meses.
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Protocolo Comportamental

Condicionamento aversivo ao som: ao longo do experimento os animais foram expostos
a trés compartimentos diferentes como descrito a seguir.

Contexto A (habituacao, teste do condicionamento e teste da extingdo): caixa quadrada
52 x 52 x 18 cm, chdo liso e paredes com listras brancas e pretas em orientacdo vertical,

com espessura de 1 cm cada uma.

Contexto B (treino): caixa de dimengdes 40 x 30 x 18 cm, com grade elétrica, paredes de

cor homogénea cinza e textura rugosa.

Contexto C (extingdo): caixa quadrada 52 %52 x 18cm, chdo liso, paredes com

quadrados, sem textura e parede frontal transparente.

Habituagdo (dia 0): Os animais foram expostos a 2 estimulos auditivos diferentes (2.5 ou
7.5 kHz, 85 dB, 30 s). O intervalo entre cada estimulo foi randomizado entre 20 ¢ 120 s.
Depois de 2min de habitagdo no compartimento os estimulos foram apresentados
aleatoriamente, sendo no total 5 apresentag¢des do estimulo (CS+) e 5 apresentagdes do
(CS-). Depois de 2min da ultima apresentagdo, os animais foram retirados do

compartimento e levados para sua caixa moradia.

Treino (dia 1): No dia do condicionamento os animais foram expostos ao mesmo
protocolo da habituagdo no contexto B, no entanto, um dos estimulos, chamado de CS+,
foi pareado com um choque nas patas (0.4mA ou ImA, 2 s). O segundo estimulo,
chamado de CS-, ndo foi pareado com nenhuma consequéncia aversiva. A frequéncia
escolhida como CS+ foi contrabalanceada ao longo do experimento. O intervalo entre

cada estimulo foi randomizado entre 20 e¢ 120 s.

Teste (dias 2 e 3): os animais foram expostos ao contexto A. Um dos estimulos, CS+ ou
CS- foi apresentado 5 vezes para avaliar a evocagdo da memoria. No dia seguinte, o
mesmo protocolo foi realizado para o estimulo oposto. O intervalo entre cada estimulo

foi randomizado entre 20 e 120 s.
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Sessao de Extingdo (dia 5): os animais foram expostos ao contexto C, onde foi
apresentado 20 vezes o estimulo CS+ visando induzir a exting@o. O intervalo entre cada

estimulo foi randomizado entre 20 e 120 s.

Teste da extingao (dia 6): os animais foram expostos ao contexto A, onde a evocacao ao
estimulo CS+ foi avaliado por meio da sua apresentacdo 5 vezes. O intervalo entre cada

estimulo foi randomizado entre 20 e 120 s.

Registros eletrofisiologicos

Os registros eletrofisiologicos foram realizados durante as fases do protocolo
experimental, assim como na caixa moradia apos a habituacdo e o treino. Os animais
foram mantidos individualmente em caixas adaptadas (42 x 38 x 18 cm) para registro
continuo de 24 h com comida e agua ad libitum em condigdes de livre movimento. O
implante exige que os animais sejam isolados com o intuto de evitar danos no sistema de
registro. Nessas condi¢des tem sido possivel o monitoramento eletrofisioldgico até por 4

meses continuos (Kozék e Berényi, 2017).

Os registros eletrofisioldgicos foram pré-amplificados 400%, multiplexados no headstage
e armazenados para depois serem digitalizados a 500 Hz (samplig rate) para cada canal

(KJE-1001, Amplipex, Szeged, Hungary).

Detec¢ao em tempo real de oscilacoes de alta frequéncia (ripples) no hipocampo

dorsal e estimulacio elétrica intracranial

De forma concomitante com os registros eletrofisioldgicos, os sinais pre-amplificados
foram analizados em tempo real por meio de processador de sinais digitais (RX-8,
Tucker-Davis Technologies, Alachua, FL, USA) e um algoritmo customizado para a
deteccao de ripples no hipocampo dorsal. O potencial de campo local (do ingles, Local
Field Potential, (LFP)) de animais implantados com eletrodos fixos ou por meio de um
“multidrive” que permitia o movimento de eletrodos de forma individual com o intuito de
atingir a camada piramidal, foi “demultiplexed” e a densidade de corrente calculada. O

sinal escolhido para a deteccdo em tempo real foi baseado em verificagdo manual
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diretamente nos registros eletrofisiologicos (ver figura 9). O sinal foi submetido a um
filtro de passagem corresponde a banda de ripples hipocampais (100-250 Hz), e sinais
com frequéncia maiores ou menores foram eliminados. A deteccao da banda de ripples
hipocampais foi em tempo real utilizada para gerar uma estimulagao elétrica intracranial
do fasciculo do prosencefalo medial com prévio implante de um eletrodo bipolar. A
estimulacdo consistiu em um trem de 100ms composto de 14 pulsos de 1ms com forma
quadrada negativa (140 Hz) a traves de um estimulador (STG4008; Multi Channel
Systems, Reutlingen, Germany). O tempo de estimulagdo total foi dependente do
experimento realizado. Os parametros de deteccdo foram ajustados para cada um dos
animais utilizados no experimento considerando a heterogeneidade de amplitude e
frequéncia de ripples dentro e entre animais. Um input digital foi programado para
sinalizar a detecgao em tempo real do ripple hipocampal que foi utilizado posteriormente

para quantificar a expressao de ripples nas sessdes experimentais.
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Figura 9. Output do sistema de registro e processamento em tempo real.

Aqui podem ser verificados ripples do hipocampo dorsal na camada piramidal de
CA1l (oscilacoes de alta frequéncia em vermelho e amarelo). Neste animal em
particular, o algoritmo usou o sinal em vermelho para a deteccdo. A visualizagdo da
detecgao foi facilitada por um ouput digital ao sistema de registro (quadrado em rosa) que

permitia a verificacdo manual da deteccdo. A precisao da deteccao foi determinada por
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meio uma taxa de falsos positivos e falsos negativos produto da detec¢ao automatica e de

um experimentador com experiéncia no reconhecimento de ripples.

Analise off-line

Nos registros na caixa moradia, os periodos de sono de movimento ocular dos olhos
(REM), sono de ondas lentas (SWS) e vigilia foram detectados off-/ine por meio da razao
do potencial de campo da banda theta (5—11 Hz) sobre a banda delta (1-4 Hz), junto com
eletrodos de eletromiografia implantados no pescog¢o do animal (EMGQG). A classificagao

também foi apoiada em registros de video continuos do comportamento do animal.

Analise Estatistica

Todos os dados aqui apresentados sao paramétricos. A normalidade dos dados foi
avaliada por meio do teste Kolmogorov-Smirnov e a homocedasticidade das variancias
por meio do teste de Levene. Os dados sdo expressos como média + erro padrao (E.P.).
As comparagdes entre grupos experimentais foram realizadas mediante teste t para
amostras independentes/pareadas ou com Analise de Variancia de Medidas Repetidas
(ANOVA de medidas repetidas), seguida pelo teste de comparagdes multiplas Student—

Newman—Keuls (SNK). Para todos os experimentos o p foi estabelecido em 0.05.

Resultados

Padronizacio de um protocolo de generalizacdo usando o condicionamento aversivo
a0 som

A primeira condigdo para explorar as propriedades eletrofisiologicas de memorias
precisas e generalizadas, foi a padronizagdo de um protocolo no laboratério da Hungria,
onde o fendmeno ndo tinha sido investigado anteriormente. Considerando que a
generalizacdo ¢ um processo mais rapido em memorias a estimulos discretos em
compara¢do com memorias contextuais (Bundel et al., 2016; Pedraza et al., 2016) e que
a qualidade dos registros depende diretamente do tempo do implante (Andersen et al.,
2004; Souza et al., 2019) en Aqui, decidimos usar o condicionamento aversivo ao som
onde o fendmeno pode ser avaliado 24h apds o treino. Os animais foram habituados por
meio da exposi¢do a 10 estimulos auditivos de diferentes frequéncias (2.5 ou 7.5 kHz, 85
dB, 30 s). No treino, um dos estimulos foi escolhido para ser pareado com um choque nas

patas de 0.4mA ou 1mA; dito estimulo foi chamado de CS+. O estimulo que nao foi
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contingente com consequéncia aversiva nenhuma foi chamado de CS-. Dois dias de teste
foram realizados, um para cada som onde o estimulo foi apresentado 5 vezes por sessao.
A extingdo consistiu na apresentacdo do CS+ durante 20 vezes. No dia seguinte o teste da
extingao foi realizado com a apresentagdo 5 vezes do CS+. ANOVA de medidas repetidas
mostrou efeito significativo para a interagdo entre as varidveis grupo X sessao
(habituagao-treino-teste) (F(2.56)=40.021, P=<0.001) e grupo x estimulo (CS+ ou CS-)
(F(2.56)=4.889, P=<0.001). O teste post-hoc Student—Newman—Keuls (SNK) mostrou
que ambos os grupos apresentam elevados niveis de congelamento durante o teste ao CS+
comparado com o congelamento na habituacio ao mesmo estimulo (P=<0.01)
demostrando que os dois grupos conseguem aprender o condicionamento. No entanto
somente o grupo com treino de 1mA apresentou niveis elevados de congelamento durante
o CS- no teste quando comparado com o CS- na habituacao (P=<0.01). Ao longo das
sessoes de treino e teste, o grupo treinado com ImA mostrou maiores niveis de

congelamento em relagdo ao grupo 0.4mA para ambos os sons (P=<0.01).

Durante a extingdo, ANOVA de medidas repetidas mostrou efeito significativo so para a
fator tempo (extingao inicial-extincao final-teste) (F(2,28)=3,590, P=<0,049). O teste
post-hoc Student—Newman—Keuls (SNK) mostrou que o grupo treinado com ImA
apresenta uma diminui¢cdo do congelamento no final da extingdo comparado com os
primeiros ensaios (P=<0.01), no entanto o congelamento tende a diminuir no teste
somente no grupo treinado com 0.4mA (P=0.052). Ao longo da sessao de extingao e teste
da extingdo, o grupo treinado com 1mA mostrou maiores niveis de congelamento

comparado com o grupo treinado com 0.4mA (P=<0.05).

Day1 Day2 Day5 Day6

Habituation Training Test CS+ Test CS-

]

CS+ CS-
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Figura 10: Resumo dos resultados apds padronizacio da generalizacio no
condicionamento aversivo ao som. Em comparacao com animais treinados com uma
intensidade elevada, animais com 0.4mA apresentam uma quantidade de congelamento
diminuida e o estabelecimento de uma extingao efetiva em uma so6 sessao de extingao de
20 apresentacdes do CS+. Considerando a elevada taxa de generalizagdo e resisténcia ao
protocolo padrao de extingdo, o treino de 1mA se mostrou eficiente para modelar

processos de resisténcia a inibicdo do medo.

Adicionalmente, com o intuito de validar a generalizagdo ou discriminagdo em nosso
protocolo, foi utilizado o mesmo index como estabelecido no artigo 2, mas considerando
o tempo de congelamento para cada estimulo, CS+ e CS-. Aqui, ANOVA de medidas
repetidas mostrou efeito significativo para a interacdo entre as variaveis grupo x sessio
(habituagao-treino-teste) (F(2.28)=8.641, P=0.001). O teste post-hoc Student—Newman—
Keuls (SNK) mostrou que animais treinados com 0.4mA conseguem discriminar melhor
entre os dois estimulos quando comparados com o grupo treinado com 1mA durante o

treino e teste (P= <0.05) (Figura 11).
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Figura 11: Index de discriminacido entre CS+ e CS-. Animais treinados com o
protocolo mais baixo mostraram maior discriminag@o aos estimulos durante o treino e o

teste.

Aumento do tempo em sono nio REM apods o treino correlaciona com o
congelamento ao CS+ e CS- durante o teste, independete da intensidade do treino

Considerando que a arquitetura do sono (Rauchs et al., 2005) assim como eventos
eletrofisiologicos como as ondulagdes de alta frequéncia (ripples 100-250Hz) no
hipocampo, e spindles no cortex, tem sido mostrados como causais no processo de
consolida¢do da memodria (Girardeau et al., 2009), foram realizados registros durante 6h
apos o condicionamento ao som para verificar a incidéncia de diferentes episodios de
sono (REM e ndo REM) e vigilia. Nenhuma diferenga na arquitetura do sono foi
verificada nos grupos quando comparados no periodo de sono p6s-habituagdo e pds-treino
(dados ndo demonstrados), no entanto, independente da intensidade do treino, a mudanca
na incidéncia do sono nao REM entre a habituagado e o treino se mostrou correlacionada
negativamente com o congelamento ao estimulo CS+ (F1, 10 = 4.814, p < 0.05, 12 =

0.324) e CS- (F1, 10 = 4.659, p < 0.05, r2 = 0.317) (Figura 12).

Day 1 Day 2

6h Sleep recording - 6h Sleep recording
Habituation Training
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Figura 12: Correlacio negativa entre a mudanca em sono nio REM entre
habituacio e treino comparada com o congelamento ao estimulo CS+ e CS-.
Independente do tipo de estimulo auditivo, animais mostraram que o aumento na
porcentagem de tempo em sono nio REM entre habituacdo e o treino se encontra

negativamente correlacionado com o congelamento.
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A estimulac¢ao elétrica em circuito fechado entre a detec¢ao das oscilacoes de alta
frequéncia (ripples) no hipocampo dorsal e o feixe medial do prosencéfalo facilita a
extincdo da memoria em animais treinados com altas intensidades

Estudos tem sugerido uma relagdo causal entre os ripples hipocampais e a consolidagao
da memoria (Girardeau et al., 2009). Por outro lado ¢ conhecida a dependéncia contextual
do processamento de extin¢ao (para uma revisao detalhada ver Maren et al., 2013), assim,
a expressdo reduzida de medo apods a exposicao prologanda aos estimulos condicionados
pode ser favorecida pela reativagdo no contexto seguro onde ocorreu a extingdo
(Dunsmoor et al., 2015). Esse cenario tem intensificado a pesquisa em torno dos
mecanismos e estratégias que poderiam generalizar o processo de extingdo, isto €, manter
niveis de medo menores mesmo perante mudangas contextuais (Noble et al., 2019; Craske
et al., 2018). Neste experimento sugerimos que, a dependéncia contextual da extingao
engatilha os ripples hippocampais nas sessoes posteriores ao treino, sendo possivel que a

sua manipulacdo influa diretamente no traco da memoria de extingao.

No primeiro experimento testamos o processo de extingdo durante uma exposi¢ao unica
que envolvia a apresentacao de 20 vezes do CS+ sem a consequéncia aversiva. Como
pode ser observado na figura 13, animais treinados com choques de 0.4mA expressam
baixos niveis de freezing atingindo uma exting@o significativa 24h apos a sessdo quando
comparado o congelamento com os primeiros 5 tons no dia da extingao (t (7) = 2.729; p
=0.029, teste t dependente), no entanto animais submetidos ao treino intenso com 1mA
ndo apresentam mudangas ao longo da extingdo e teste. Esses resultados sugerem que em
compara¢do com intensidades de treino menores, uma sessdo de extin¢ao ¢ insuficiente
para induzir extingdo em animais condicionados com intensidade de treino elevadas

(Figura 13).
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Figura 13. Protocolo de sessdo tinica de extin¢do (CS+ x 20). Animais treinados com
0.4mA além de apresentarem niveis de congelamento menores, conseguem uma extingao
efetiva que foi verificada durante o teste. Animais submetidos ao treinamento intenso

(ImA) se mostram resistentes a extingao.

Verificada a resisténcia a extingado em animais com ImA, foi estabelecido um critério de
remissdo como sugerido por Shumake e colaboradores (2018). Em nosso protocolo,
animais atingindo 80% de reduc¢do de congelamento comparado com aquele apresentado
no teste, seriam considerados remitidos e o processo de extingdo terminaria. Para essa
finalidade, o critério dependeu do congelamento expressado nos primeiros 5 tons de cada
sessdo de extingdo como medida de consolidacdo da extingdo do dia imediatamente
anterior. Foi estabelecido um maximo de 7 sessdes de extingdo para atingir o critério.
Cada sessao de extingao consistiu na apresentagao de 20 tons (CS+), seguidos de 1 hora
de interven¢ao em circuito fechado ou aberto. Cada detec¢do de ripples no hipocampo
gerou uma estimulacdo em tempo real de alta precisado de um trem de 100ms composto
de 14 pulsos de Ims com forma quadrada negativa (140 Hz) do feixe medial do
prosencéfalo (FPM), o padrao de estimulagao foi escolhido considerando experimentos
previamente publicados (de Lavilléon et al., 2015) onde o estimulo ndo afetou a
arquitetura do sono ou induzia que o animal acordasse. O FPM foi escolhido pela sua
posicdo estratégica como via comunicante entre a VT A e o nicleo accumbens regulando
a transmissao dopaminérgica entre as duas estruturas (Russo e Nestler, 2013).

Adicionalmente, a estimulagdo do FPM tem se mostrado altamente recompensadora em
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modelos animais e tem sido usada para modelos de abuso de sustancias (Levy et al.,
2007). Considerando que a intervencdo em circuito fechado precisa de um controle
recebendo a mesma quantidade de estimulacdo, um grupo de circuito aberto foi utilizado.
Nesses animais, o padrao e tempo de estimulagdo foi intruzido por meio da detecgao de
ripples do animal em circuito fechado. Assim, animais do circuito aberto receberam

estimulacdo do FPM ndo concomitante com o ripple hipocampal (Figura 14).

1h Closed and open-loop
stimulation

Extinction

Homecage 4
CL

CS+x20

Figura 14. Sistema de estimulacio em circuito aberto e fechado. Com o intuito de
controlar o tempo e a quantidade de periodos de estimulacdo, animais foram colocados
em paralelo durante os experimentos. Um deles foi chamado de circuito fechado (CL;
closed-loop) e outro de circuito aberto (OL; open-loop). O animal CL recebeu
estimulacdo guiada pela deteccao do ripple hipocampal, 0 mesmo padrido de estimulagdo
foi simultaneamente enviado ao animal OL. Desta forma foi possivel controlar que o

animal OL recebesse a estimulagcdo ndo concomitante com o ripple hipocampal.
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Nossos resultados mostraram que animais estimulados em circuito fechado atingem mais
rapidamente o critério de extingdo comparado com animais em circuito aberto (t (5) =

2.254; p = 0.024, teste t independente) (Figura 15).

Days for remission

O R N W & U N
I

Open Loop Closed Loop

Figura 15. Critério de remissao. Um critério de extingdo com sucesso foi estabelecido
como o 80% de reducdo do congelamento comparado com o congelamento mostrado na
sessao de teste. Animais estimulados em circuito fechado mostram uma diminuicao do
congelamento no critério estabelecido entre 3 e 4 dias. No entanto o grupo submetido a
estimulacdo em circuito aberto precisa mais tempo (sessdes de extingdo) sem atingir uma

redugdo significativa.

Quando os animais atingiram o critério de extingdo ou o maximo de sessdes que foi
determinado, os dois grupos foram expostos a um protocolo de renovac¢do onde um teste
de 5 CS+ foi realizado em um contexto com caracteristicas similares (mas nao idénticas)
ao contexto de treino. Nossos resultados mostraram que animais submetidos ao protocolo
de estimulacdo em circuito fechado apresentam menores taxas de congelamento
comparados com o grupo estimulado em circuito aberto (t (4) = 5.611; p = 0.020, teste t

independente) (Figura 16).
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Figura 16. Protocolo de renovacido. Animais que atingiram a diminuicao de 80% do
congelamento inicial foram submetidos ao protocolo de renovacdo. Animais com
estimulacdo de circuito fechado se mostraram resistentes a recuperacdo do medo

comparados com o grupo que recebeu estimulag@o em circuito aberto.

A estimulacio elétrica do feixe medial do prosencéfalo gera condicionamento de

preferéncia de local

Em um experimento adicional, o condicionamento de preferéncia de local foi utilizado
para avaliar as propriedades refor¢adoras da estimulagdo do FMP. O protocolo foi igual
ao utilizado nos experimentos com cafeina mostrados no primeiro manuscrito desta tese.
Brevemente, os animais foram submetidos a sessdes de estimulagdo durante 5 dias, duas

vezes por dias. Uma das sessdes diarias foi associada com estimulagdo e a seguinte sem
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estimulagdo. A intensidade da estimulagdo foi seguindo as mesmas condigdes dos
experimentos anteriormente descritos e, de fato, a estimulagdo durante a tarefa foi guiada
pela detec¢do de ripples hipocampais. Nossos resultados mostraram que a preferéncia
pelo compartimento de estimulagdo aumentou significativamente comparado com a
preferéncia mostrada ao mesmo comportamento durante a habituacao (t (3) =-5.339;p =

0.012, teste t dependente) (Figura 17).
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Figura 17. Estimulacdo do FPM gera condicionamento de preferéncia de local. O
aumento da preferéncia pelo compartimento subsequentemente estimulado mostrou as
propriedades reforcadoras da estimulagio do FPM. E importante salientar que a
estimulagdo seguiu os parametros de deteccdo em tempo real aplicada no protocolo de

extingao.

A estimulac¢ao elétrica em circuito fechado entre a detec¢ao das oscilacoes de alta
frequéncia (ripples) e o feixe medial do prosencéfalo aumenta a expressio de

oscilacoes de alta frequéncia (ripples) no hipocampo dorsal

Nossos resultados no melhoramento da extingdo assim como durante a renovagao,
permite hipotetizar que existe uma relacao direta entre o ripple hipocampal e o reforgo
em tempo real por meio da estimulacio do FPM, que ndo pode ser explicado
simplesmente pela presenga de refor¢o apods cada sessdo de extingdo. Isto pode ser
verificado nos animais em circuito aberto que mesmo recebendo estimula¢do nao
mostraram mudancas ao longo do protocolo. Com o intuito de conhecer se a expressao de
ripples o alguma das suas caracteristicas apresenta uma alteragao pela estimulacdo em
circuito fechado, animais foram expostos durante 3 dias ao protocolo de registro de

ripples em linha base durante 30 min, seguidos de 3h de estimulacdo em circuito fechado
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como anteriormente exposto. Apos o periodo de estimulagdo o registro continuou durante
mais 30 min. Em cada sessao, a expressao de ripples hipocampais foi comparada antes e
depois da estimulagdo. Como poder ver observado na figura 18, 3 de 4 animais

apresentam um aumento progressivo na expressao de ripples comparados com a linha

base.
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Figura 18. Estimulacdo em circuito fechado entre ripple hipocampal e FPM. Trés
dias de estimulacdo se mostraram efetivos para aumentar a expressao de ripples
hipocampais ao longo do tempo comparado com as respectivas linhas de base. O resultado
sugere que a estimulacdo concomitante com a detecgdo pode afetar diretamente a

expressao futura de ripples.
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4. Conclusoes gerais

4.1 Reativacio unica vs. Reativacio periodica

Um dos fendmenos mais sobressalientes apos a série de experimentos aqui demonstrados
com cafeina, ¢ a possibilidade de vantagem terapéutica utilizando a reativagao periddica
da memoria. Experimentos prévios do nosso laboratério mostraram efeitos similares
quando as sessOes de reativacdo foram realizadas na presenca de estimulos apetitivos
como chocolate (Haubrich et al., 2015). Nossos resultados ndo somente confirmam dito
fendmeno, mas também oferecem um marco tedrico explicativo baseado no
contracondicionamento, processo que sera abordado mais adiante. E importante salientar
que ao longo do manuscrito foi defendida a ideia que nossos resultados foram mediados
por processos de reconsolidagdo, considerando que boa parte dos grupos-controle nao
expressaram decaimento no congelamento ao longo das reativagdes (como ocorreu no
caso das fémeas, resultado que pode ser mediado por diferengas sexuais no processamento
da consolida¢do da memoria de extingdo) (Shvil et al., 2014). Experimentos tém mostrado
que memorias muito aversivas (Wang et al., 2009) ou remotas (Frankland et al., 2006)
podem ser dificeis de serem prejudicadas por meio da reconsolidacao. Nossos resultados
abrem a possibilidade que memorias de dita natureza sejam mais facilmente atingidas por
tratamentos farmacologicos e comportamentais por meio da reativagdo periddica. Essas
estratégias fazem parte de um novo objetivo em pesquisa basica e clinica, que pretende
superar as chamadas condi¢des limitantes que podem diminuir as intervencdes baseadas
em reconsolidacdo (Elsey e Kindt, 2017a). A tabela 2 faz um resumo dessas

oportunidades e como os nossos resultados podem ser incorporados nelas.
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Técnica

Estudo, organismo, tipo de memdria, tratamento farmacoldgico

Ohbjetivo da estratégia

Aumento do tempo
de reativacio

Sevenster et al. (2014). Humanos. Condicionamento Pavloviano.

Propranolol.
Suzuki et al. (2004). Camundongos. CAC. Anisomicina.
Bustos et al. (2009). Ratos. CAC. Midazolam.

Mesmo que reativagiies
prolongadas podem induzir
extingdo, algumas memarias
parecem iniciar um processo
de labilizagdo mediado por
reconsolidagéo.

Aumento do niimero
de reativacoes

Haubrich et al. (2014). Ratos. CAC. Reforgo apetitivo
Pedraza et al. (2018). Ratos. CAC. Cafeina

Aumento do numero de
reativacdes podem aumenta
a chance de modificagdo da

memdria por meio de
reconsolidagdo. O
decaimento no grupo
controle é importante para
determinar seo mecanismo &

reconsolidacdo ou extingdo

Facilitar o processo
de labilizacio

Bustos et al. (2010). Ratos. CAC. D-cycloserina +
Midazolam.
Gazarini et al. (2015). Ratos. CAC. D-cycloserina +
clonidina ou cannabidiol.

Farmacos como a DCS podem
facilitar a labilizacdo de
memaorias resistentes ao
processo. Adicionar uma
intervengdo farmacoldgica ou
comportamental
concomitante com os
tratamentos pode facilitar
a atualizacdo da memdria
Pela reconsolidacio.

Incluir prediciio do
erro ou novidade

Winters et al. (2009). Reconhecimento de Objetos. Ratos. MK-801.
Sevenster et al. (2013). Condicionamento Pavloviano. Humanos.

Propranolol.

A falta de coeréncia entre
estimulos presentes no
condicionamento ou eventos
novos ao redor da reativagdo
podem facilitar a

Alfei et al. (2015). CAC. Ratos. Midazolam. reconsolidag3o da meméria.

Doses elevados do farmaco
podem facilitar a inibicdo da
memdria. E das opcies de
maior risco
translacionalmente,

Mudancas em doses Bustos et al. (2009). Ratos. CAC. Midazolam

Tabela 2. Estratégias visando melhorar os processos de labilizacio e reconsolidaciao
da memoria. Algumas estratégias visando melhorar a reconsolidagdo tém sido testadas.
Entre elas encontramos o aumento do tempo de reativacdo, aumento do nimero de
reativagdes, uso de melhoradores farmacologicos do processo de desestabilizacao,
protocolos de predicdo do erro, novidades adicionadas antes ou durante a reativagao e
mudanga nas doses de tratamentos. Entre essas alternativas, nossos resultados sustentam
a ideia de que aumentar o nimero de reativagdes pode ser uma estratégia vidvel para o
enfraquecimento de memorias aversivas. E importante salientar que o fato das reativagdes
serem periodicas e nao cronicas, aumenta a chance que o processo de reconsolidagdo seja

engatilhado e ndo a extingdo. Modificado de Elsey e Kindt, (2017a).

Como exposto na tabela 2, a ideia de aumentar o nimero de reativacdes favorece a
possibilidade de modificar a memoria, o que pode parecer uma estratégia obvia (Elsey e
Kindt, 2017a). No entanto, acreditamos que existem outros fatores que nao sdo tdo 6bvios

com o protocolo de reativagdo periddica. Alvares L de O e colaboradores (2012)
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mostraram que a reativagao periodica mantém a precisdo da memoria e a dependéncia
hipocampal, fato que foi verificado pela administracdo pré-teste de muscimol no
hipocampo dorsal, onde animais reativados foram mais suscetiveis ao tratamento que
aqueles nao reativados. Por outro lado, os resultados aqui mostrados com fluoxetina
sugerem uma estreita relacdo entre a dependéncia hipocampal, a generalizagdo e a
possibilidade de atenuar memorias aversivas. Poderiam nossos resultados ser
influenciados pela manutencao da dependéncia hipocampal? Poderia a cafeina interagir
de alguma forma com dita varidvel? Considerando-se que a dependéncia hipocampal ndo
foi avaliada diretamente no experimento com cafeina, mas sim com fluoxetina (21 dias
apods o treino a memoria se mostrou menos dependente do hipocampo), podemos dizer
que a cafeina pode agir independentemente deste mecanismo. De fato, um dos resultados
mais significativos foi que a cafeina se mostrou efetiva mesmo em memorias remotas. A
unica condi¢do que nao atingiu a diferenga estatistica (mas sim uma clara tendéncia) foi

durante um treino de alta intensidade.

Um experimento interessante para futuras pesquisas ¢ verificar se a fluoxetina pode
reverter a generalizagdo de memorias que ja se expressam de forma generalizada, bem
como se o tratamento poderia facilitar a extingdo quando iniciado tardiamente (a condi¢do
mais comum na pratica clinica, para um exemplo ver Wintermann GB et al., 2017). No
entanto, nossos resultados com cafeina mostraram ser muito promissores em uma grande
variedade de condigdes, o que nos leva a estimar que, sob algumas condi¢des, pode gerar
melhores efeitos na redu¢do do medo, ao ser comparado com a farmacologia classica para

o TEPT.

Por outro lado, a fun¢do bioldgica da reconsolidacio tem sido associada com a
possibilidade de atualizacdo do tragco mnemonico, assim como seu fortalecimento (Lee,
2008; 2009; 2010). No caso da atualizacdo, ha evidéncias que introduzir novas variaveis
durante a reativacao pode induzir dito processo, enquanto manter as condigdes originais
do treino favorece o fortalecimento (de Oliveira Alvares et al., 2013). Isso significa que
as condigoes de reativagdo devem ser contempladas para evitar o fortalecimento do trago
aversivo. De fato, o fortalecimento de memorias declarativas em humanos tem sido
mostrado com protocolos semelhantes de labilizagdo/reconsolida¢ao (Forcato et al.,

2011). Uma possibilidade potencial para que esse caso nao ocorra durante as reativagoes
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com cafeina ¢ o bloqueio da evocagdo, assim como a interacdo com o potencial efeito

reforcador e ansiolitico da cafeina, verificado em nossos experimentos.

O tratamento pré-reativacao aqui utilizado mostrou o efeito da cafeina prejudicando a
evocagao da memoria, um resultado anteriormente descrito por Dubroqua et al. (2015),
mas que ainda tem um mecanismo pouco claro. Uma possibilidade foi oferecida por
Simdes e colaboradores (2016) sugerindo que a administragao repetida de cafeina poderia
levar a diminuicao de receptores adenosinérgicos do tipo A2AR. Os resultados se apoiam
no efeito atingido pela redugdo induzida desses receptores na amigdala basolateral pela
inibicdo do RNA na tradugao do receptor, gerando um déficit na consolidagdo e evocagao

da memoria.

O fendomeno na evocagado foi robusto e detectado ao longo das reativagdes, bem como
independente de possiveis efeitos motores induzidos pela cafeina, considerando que no

campo aberto nenhuma altera¢do com a dose aqui utilizada foi verificada.

Uma possivel hipotese ¢ que a cafeina, ao prejudicar a evocagdo, atua como uma
interferéncia que modifica gradualmente a memoria por meio da reconsolidagdo. A
pergunta que surge ¢: como a memoria pode mudar sem uma adequada evocagao?
Resultados em carangueijos (Chasmagnathus) t€ém mostrado que de fato a reconsolidagao
pode ocorrer na auséncia de evocagdo. Barreiro e colaboradores (2013) mostraram que a
administracao dos antagonistas dos receptores NMDA (APV) pode prejudicar a expressao
sem interferir na estabilidade da memoria ao longo prazo, em condi¢des onde a evocacio
nao induz processos de reconsolidacdo. Também, o antagonista de receptores AMPA,
CNQX, pode interferir na expressdo da memoria sem interferir na reconsolidacao. Estes
e outros resultados foram compilados em um artigo de revisdo, que sugere a
independéncia da evocagao dos processos de plasticidade decorrentes da reconsolidagdo
(Delorenzi et al., 2014). Assim, ¢ possivel concluir que a cafeina, mesmo interferindo na
evocagao da memoria, pode permitir o processo de reconsolidagdo que ao longo do tempo
reduz a expressdo da resposta aversiva. E importante salientar que nossos resultados nao
oferecem uma prova definitiva que o processo atingido pela cafeina seja a reconsolidagao,
no entanto acreditamos que nas condi¢des experimentais utilizadas, pode ser a explicacao

mais plausivel.
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4.2 A cafeina e seus efeitos na memoria

Os efeitos da cafeina na memoria tém sido amplamente estudados, no entanto
consideramos o nosso estudo (pelo menos até o momento da elaboragao deste documento)
como o primeiro avaliando o efeito da substancia em diferentes protocolos de reativagao
da memoria. De forma geral, pode ser concluido que o consumo de cafeina em doses
moderadas, seja ele agudo ou cronico, se encontra associado com uma melhora no
desempenho em tarefas de memoria (Childs e de Wit, 2006; Bonnet et al., 2005; Schmitt
et al., 2003). Em animais, o panorama ¢ bastante similar, onde doses moderadas podem
melhorar o desempenho na consolidagdo e evocacdo de memorias emocionais, espaciais
e de reconhecimento (Cestari e Castellano, 1996; Angelucci et al., 1999; 2002; Hauber ¢
Bareiss, 2001; Prediger e Takahashi, 2005). Também ¢ possivel afirmar que o aumento
da dose de cafeina, entre 30 e 100mg/kg, tem um efeito deletério na aquisi¢ao (Zarrindast
e Shafaghi, 1994) e evocacdo (Angelucci et al., 1999) da esquiva inibitoria € 0 mesmo
perfil pode ser verificado no CAC (Corodimas et al., 2000). O perfil ndo especifico da
cafeina, como antagonista andenosinérgico, dificulta a possibilidade de determinar se os
efeitos atingidos em humanos e animais podem ser mediados por receptores Al ou A2A
(Fredholm BB et al., 1999). Além disso, tém sido identificadas outras interacdes da
cafeina, por exemplo, na libera¢do intracelular de calcio, além de interagdes com o
receptor GABAA assim como com receptores dopaminérgicos D2 e inibicao de
fosfodiesterases (Kaplan, 1989; Simola et al., 2008; Yu et al., 2009). Mesmo que
resultados recentes sugerem que o efeito da cafeina na memoria poderia ser
principalmente mediado pela sua interagdo com receptores A2A (Simdes et al., 2016),
dissociar os efeitos da cafeina dos seus alvos secundérios assim como efeitos ndo

mnemonicos limita algumas conclusdes.

Ao longo desta tese, a conceitualizagdo do TEPT tem sido focada a uma possivel falha
do sistema que permite a aquisi¢ao, consolidacdo e manuten¢ao da memoria, o que origina
comportamentos patologicos como o medo persistente € a generalizagdo da resposta
condicionada. No entanto, nossos resultados com cafeina sugerem que além dos possiveis
efeitos mnemonicos da substancia, efeitos na ansiedade e no sistema de recompensa
poderiam ser importantes para a redu¢do do medo que foi aqui atingida. Dessa forma,
dedicaremos uma parte consideravel desta discussao a explorar como esses outros efeitos

poderiam interagir com a reativagdo para mudar a valéncia aversiva da memoria.
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4.3 O contracondicionamento e os estados endogenos induzidos farmacologicamente

Classicamente o contracondicionamento tem sido utilizado como uma técnica
comportamental ativa quando comparado com a extingdo (Meulders et al., 2015). No
contracondicionento, os estimulos condicionados sdo pareados com novos estimulos
incondicionados de valéncia oposta aos inicialmente apresentados no aprendizado
(Bulganin et al., 2014). O procedimento tem por objetivo mudar o significado inicial do
aprendizado e, desta forma, tem sido proposto como coadjuvante para facilitar a
reconsolidagao (Richardson et al., 1982; Goltseker et al., 2017; Das et al., 2015) ¢ a
extingdo (Heinsbroek et al., 2018). Isoladamente, o contracondicionamento se mostra
eficaz na reduc¢ao de medo em roedores como tratamento alternativo a extingao (Kang et
al., 2018), no entanto, alguns estudos sugerem que pode ser menos efetivo do que a
extingdo na manutencao da supressdo do medo a longo prazo (Holmes et al., 2016). A
interagdo de estados enddgenos induzidos comportamentalmente (como aqueles
decorrentes da dessensibilizagao sistematica usado em terapia) (Richardson et al., 1982)
ou farmacologicamente tem um conhecimento teorico bem estruturado na pesquisa
basica. De fato, um fenomeno que exemplifica dito processo ¢ a dependéncia de estado
endogena. Na consolidagdo, estados endogenos ou neuro-humorais, presentes durante o
treino ou o pos-treino, podem ser incorporados como elementos ativos do traco
mnemonico e influenciar a sua futura expressdo. Esses estados possuem um papel
biologico fundamental, conferindo a carga emocional de algumas memorias que devem
ser bem consolidadas e disponiveis permanentemente para o organismo (Izquierdo I,
2011). Sem duvida, a atividade da amigdala ¢ essencial para essa modulagdo. Por
exemplo, sinapses colinérgicas (Van der Zee e Luiten, 1999), transmissao B-adrenérgica
(Dalmaz et al., 1993; Kroes et al., 2010), assim como fibras que liberam B-endorfina sobre
as sinapses noradrenérgicas nos circuitos locais da amigdala (Izquierdo e Netto, 1985;
McGaugh et al., 1986), medeiam a consolidagdo de informagdes aversivas influenciando
niveis de atencdo, ansiedade e percep¢ao de perigo ambiental. A dependéncia de estado
se manifesta no fato de que um organismo pode lembrar melhor de uma informagao
quando existe uma reconstru¢ao na evocacao do estado enddgeno no qual essa informagao
foi codificada (Overton, 1978). Farmacologicamente, a dependéncia de estado pode ser
atingida por meio da administragdo da mesma substancia durante a aquisi¢do e a

consolidagdo da memoria e antes da evocagao (Shiigi e Kaneto, 1990).
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Algumas substancias como morfina (Shiigi e Kaneto, 1990), nicotina (Peters e McGee,
1982), etanol (Rezayof et al., 2008), litio (Zarrindast et al., 2007). midazolam (Sanday et
al., 2012) e inclusive cafeina (Kelemen e Creeley, 2003), podem gerar dependéncia de
estado. Ao longo dos experimentos aqui mostrados, foi contemplada a possibilidade de
um fendmeno de dependéncia de estado. Nessas condigdes, a cafeina poderia induzir
baixos niveis de congelamento enquanto seu efeito estivesse presente. Embora o
tratamento s6 tenha sido iniciado durante a primeira reativagao, longe da janela de
consolidacdo, experimentos anteriores realizados em nosso laboratdrio mostraram que a
dependéncia de estado pode ser estabelecida durante a reconsolidagao (Sierra et al., 2013).
Como pode ser visto nos resultados desta tese, a comparagao dos resultados de grupos
testados sob efeito da cafeina com grupos testados sem prévia administragao foram
fundamentais para encontrar a resposta demonstrando que a cafeina ndo gera dependéncia
de estado. No teste final, a administragdo de cafeina foi suspendida e os animais, livres
da substancia, expressaram niveis de congelamento ainda baixos. Se um fendmeno de
dependéncia de estado tivesse ocorrido, esperariamos que testes sem administracdo da

cafeina levariam a elevados niveis de congelamento.

Considerando que a dependéncia de estado nao foi o caso, a seguinte hipotese se
fundamentou em um estado neuro-humoral induzido pela cafeina, que mudou a valéncia
emocional da memoria, enfraquecendo-a ao longo do tempo. Como estimulos apetitivos
tinham mostrado efeitos similares (Haubrich et al., 2015) e o padrao com cafeina foi a
diminui¢do do congelamento, surgiu a possibilidade que o tratamento tivesse algum efeito
ansiolitico ou refor¢ador, que quando apresentado durante as reativagdes competisse com
a saliéncia aversiva dos estimulos presentes. Essa hipotese tem sido testada e o processo
de contracondicionamento entre estimulos apetitivos e aversivos se mostrou diretamente
associada com estruturas mediando a predi¢ao de erro como a BLA e o nticleo accumbens
(Nasser e McNally, 2013). A hipotese de um efeito endogeno, ndo estado-dependente, foi
favorecida por evidéncias mostrando que a administracdo de cafeina pode aumentar
niveis de glutamato e dopamina no Nucleus Accumbens Shell (Solinas et al., 2002) e a
sua possibilidade de gerar preferéncia condicionada de local de forma dose-dependente

(Brockwell et al., 1991).

79



4.4 Cafeina como substincia terapéutica a partir dos seus efeitos ansioliticos e

refor¢cadores

Algumas consideragdes anatdmicas ¢ moleculares podem ajudar a entender o possivel
efeito benéfico da cafeina. Por exemplo, os receptores adenosinérgicos do tipo 2A (A2A)
se encontram altamente expressos em estruturas como o hipocampo, o cortex pré-frontal
e amigdala (Cunha et al., 1994; Pandolfo et al., 2013; Simdes et al., 2016), todas elas
fundamentais para a regulacao emocional e de estados de animo. No caso do hipocampo,
a concentracdo de receptores Al ¢ particularmente elevada comparada com outras
estruturas (Schwarzschild et al., 2006). Para as conclusdes apresentadas nesta tese, o
papel de receptores adenosinérgicos como moduladores de outros sistemas de
neurotransmissao ¢ essencial. Por exemplo, receptores A2A encontram-se altamente
concentrados pos-sinapticamente em regides principalmente dopaminérgicas como o
nucleo accumbens (DeMet e Chicz-DeMet, 2002; Rebola et al., 2005). De fato, a co-
localizagao desses receptores tem mostrado também interacao funcional (Beggiato et al.,
2014). Receptores D2 e A2A assim como D1 e Al convergem na mesma via de
sinalizacdo envolvendo MAPK e CREB e receptores D1(Fuxe et al., 2003; Beggiato et
al., 2014). Assim, antagonistas especificos de receptores A2A tem sido propostos como
terapeuticamente viaveis no aprimoramento de tratamentos dopaminérgicos de doengas
como o Parkinson (Hung e Schwarzschild, 2014), bem como a cafeina propriamente dita

ja tem sido proposta para a mesma finalidade (Prediger, 2010).

As interagdes entre os dois sistemas parecem promissoras também em algumas situagdes
associadas com estado de animo e motivagdo. Salamone e Correa (2009) mostraram que
antagonistas de receptores D2 podem reduzir o esfor¢o de animais para realizar tarefas
motivadas por comida, sem mudar o apetite do animal, porém, reestabelecendo a
motivacdo por comida por meio da administracdo sistémica ou intra-accumbens de
antagonistas de receptores A2a. Em humanos, o consumo de 10mg de cafeina ao dia em
uma andlise epidemioldgica de grande escala foi associada com reducao no risco de
depressao (Smith, 2009). Resultados semelhantes tém sido encontrados em mulheres sem
diagnéstico prévio de depressdo, em doses que superam os 550mg ao dia (Lucas et al.,
2011). De forma interessante, no mesmo estudo foi possivel observar que o consumo de

cafeina inferior a 100mg didrios estd correlacionado com maior probabilidade de
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sintomatologia depressiva. E importante salientar que, assim como em animais, 0s
beneficios do consumo de cafeina se mostram dose-dependentes em humanos. Por
exemplo, Kawachi e colaboradores (1996) demonstraram que o consumo moderado de
cafeina esta associado com menor risco de suicidio, no entanto elevadas doses (750mg ao

dia) pode favorecer a possibilidade de suicidio.

O fato de a cafeina ser consumida de forma generalizada tem permitido realizar alguns
estudos dos quais se desprendem hipoteses bastante interessantes. Por exemplo, alguns
resultados mostram que pessoas com diagndstico de doenca psiquiatrica possuem uma
disposi¢do maior ao consumo didrio de cafeina, em comparacdo com pessoas sem
diagnéstico (Leibenluft et al., 1993; Rihs et al., 1996). Essa tendéncia parece ser ainda
mais evidente em pacientes com depressdo (Leibenluft et al., 1993; Whalen et al., 2008).
Esses resultados suscitam a hipotese de que o consumo de cafeina poderia ser uma
estratégia de auto-medicagdo que, de alguma forma, contribui com a estabiliza¢do do
estado de animo ou alerta em algumas populagdes clinicas (Lopez-Cruz L et al., 2018).
Recentemente Szopa e colaboradores (2016) mostraram que doses de cafeina em 10, 20
e 50mg/kg tém efeito antidepressivo no modelo de nado forcado sem efeitos na
locomogdo. De forma aguda, a mesma dose de 20mg/kg diminui comportamentos
ansiosos no campo aberto em roedores (Sweeney P et al., 2016). Quando administrada a
dose de 40mg/kg, a cafeina induz ansiedade em tarefas de interagdo social e no labirinto
em cruz elevado (Baldwin et al., 1989). Doses baixas de cafeina (3.0mg/kg) induzem
condicionamento de preferéncia de local, mas doses superando os 30mg/kg induzem
aversdo condicionada (Brockwell et al., 1991). Como foi sustentado em nosso
manuscrito, sugerimos que doses baixas de cafeina e ndo superiores a 30mg/kg, em
roedores, podem ter um efeito ansiolitico e antidepressivo, quando administradas de
forma aguda ou cronica, respetivamente. Dessa forma, a dose de 20mg/kg foi escolhida
em nosso estudo para estudar a interagdo dos efeitos supracitados em diferentes
protocolos de reativagdo da memoria. Nossos resultados replicaram estudos mostrando o
efeito ansiolitico dessa dose e estenderam o alcance de doses que podem conseguir
inducdo de preferéncia de local, que como objeto final, t€ém a finalidade de testar o efeito

reforcador da substancia.

Considerando-se, por fim, as evidéncias de que a cafeina interfere com processos

mnemonicos (Borota et al., 2014), emocionais € motivacionais, fica dificil concluir qual
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deles pode ser responsavel pelos resultados deste estudo ou se todos convergem para o
efeito final. No entanto, ap6s a verificacdo dos efeitos ansioliticos e refor¢adores da
cafeina, decorrente desta pesquisa e defendido no presente texto, inclinamos a balanca
para o lado dos efeitos secundarios (que terminam modificando a valéncia emocional),
possivelmente por meio de um contracondicionamento durante as sessoes de reativagao,

contribuindo assim para o enfraquecimento da memdria aversiva.

4.5 Existe uma relacdo entre a cafeina e a fluoxetina na atenuacio de memdrias

aversivas?

Esta discussao tem por objetivo resumir nossos achados usando dois agentes diferentes.
De fato, grande parte da discussao acerca da cafeina pode dar-se por concluida, para agora
focar os esfor¢cos em entender e interpretar os resultados com fluoxetina. Nessa transicao,
entre substancias com mecanismos de acao tdo diferentes, podemos nos perguntar: existe

alguma relacdo entre cafeina e fluoxetina?

Como foi mencionado anteriormente, o consumo de cafeina parece associado com a
presenca de sintomas de doengas psiquiatricas. Worthington e colaboradores (1996)
encontraram que o consumo basal de cafeina foi um preditor positivo da resposta ao
tratamento com fluoxetina (20mg/dia) em pacientes diagnosticados com depressdao. A
relacdo se mostrou independente do grau de severidade da sintomatologia. Em animais,
doses de 10, 20 (a dose usada em nosso estudo) e 50mg/kg tém efeito antidepressivo no
modelo de nado forcado sem afetar a locomogdo (Szopa A et al., 2016). No mesmo
trabalho foi constatado que uma dose de Smg/kg de cafeina pode melhorar a acdo
antidepressiva de uma consideravel quantidade de substancias como imipramina (15
mg/kg), desipramina (10 mg/kg), fluoxetina (5 mg/kg), paroxetina (0.5 mg/kg),
escitalopram (2 mg/kg) e reboxetina (2.5 mg/kg). De fato, a abstinéncia induzida por

cafeina pode mudar o efeito terapéutico dos antidepressivos (Szopa et al., 2017).

Mesmo com um limitado conhecimento sobre a forma que podem interagir os dois
sistemas e se o sistema dopaminérgico poderia estar implicado, resulta interessante que a
cafeina seja um modulador da acdo de antidepressivos como a fluoxetina. Os dois
farmacos mostraram efeitos significativos, com diferentes estratégias, para a atenuagao

de memorias aversivas. Se a cafeina concomitante com a farmacologia classica pode ser
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uma ferramenta eficaz no tratamento de transtornos associados ao trauma, comparado

com seu uso individual, deve ser investigado futuramente.

4.6 Fluoxetina como modulador da generalizacao e dependéncia hipocampal e seus

efeitos na subsequente extin¢do da memoria

Evidéncias experimentais acerca dos efeitos da fluoxetina na generalizagdo de memorias
aversivas sdo escassos na literatura. Pamplona e colaboradores (2011) mostraram, em um
modelo animal de TEPT, que o tratamento cronico com fluoxetina pode reverter
parcialmente a generalizacdo entre estimulos em um modelo de condicionamento
aversivo ao odor. Por outro lado, McAvoy e colaboradores (2015) demonstraram que a
administracdo crénica de fluoxetina (18mg/kg/dia) mantém a precisdao de memorias
contextuais em animais de meia idade, efeito simultaneo ao remodelamento de espinhos
dendriticos nas fibras musgosas do hipocampo dorsal e ventral. Nossos resultados
replicaram esse fendmeno e estabeleceram sua relagdo funcional com a subsequente
extincdo da memoria. Em efeito, um dos resultados mais significativos desta tese foi
constatar que a qualidade da memoria, isto €, sua expressao como generalizada ou precisa
pode influenciar diretamente na taxa de extin¢do. Além da fluoxetina, estudos do nosso
laboratério demonstraram que a manutencdo da precisdo pode ser mantida por: vias
farmacologicas utilizando o inibidor da sintese de adrenocorticosteroides como a
metirapona ou o bloqueador de receptores [-adrenérgicos, propranolol (Pedraza et al.,
2016), assim como por vias comportamentais utilizando a reativagdo periddica da
memoria (Alvares L de O et al., 2012). Todos os tratamentos acima mencionados, nao
somente mantém a precisao, como também favorecem a dependéncia hipocampal. Uma
série de experimentos realizados em nosso laboratério nos ultimos 3 anos tem levado a
hipotese de que existe uma estreita relagdo entre precisdo e dependéncia hipocampal,
hipétese que tem forte apoio pelos resultados de outros grupos (Wiltgen et al., 2010). E
tentador afirmar que nessa relagao possa ser incorporada a extingao, no entanto sugerimos
que uma adequada base experimental inclui replicar os experimentos acima mencionados,
assim como incluir condi¢des experimentais onde generalizagdo e dependéncia
hipocampal ndo estejam relacionadas. J& ¢ possivel antecipar que algumas memdrias,
como aqueles formadas por eventos traumaticos em humanos e modelos animais, mesmo
dependentes do hipocampo sdo dificeis de extinguir (Muigg et al., 2008; Long VA e
Fanselow MS, 2012; Corley et al., 2012). Além disso, Lynch e colaboradores (2017)
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mostraram que a administra¢dao do antagonista de receptores GABAB(1a), o CGP 36216,
intra-cerebroventricular ou localmente no hipocampo dorsal, hipocampo ventral ou cortex
cingulado anterior induz generalizacdo contextual no CAC em 24h (resultado dificil de
ser associado com a aceleragdo da independéncia hipocampal numa janela tao reduzida
de tempo). Ao mesmo tempo, continua sendo tentador pensar em dita relacdo quando
verificado que as memorias remotas (de fato as submetidas a incubagdo do medo) (Poulos
et al., 2016) sdo as mais resistentes a supressdo, seja por extingao (Pickens et al., 2009)
ou reconsolidagdao (Frankland et al., 2006; Hoffman NA et al., 2015), bem como
possivelmente independentes do hipocampo (Frankland e Bontempi, 2004). Além disso,
considerando-se que a dependéncia hipocampal possa ser altamente sensitiva a
intensidade do treino ou aversividade da experiéncia (Pedraza et al., 2016; 2017), a
independéncia hipocampal poderia ser acelerada em memorias traumaticas, sendo elas
mais rapidamente generalizadas e mais dificeis de serem extinguidas. Recentemente,
Khalaf'e colaboradores (2018) usando técnicas quimiogenéticas mostraram que memaorias
remotas (apos 1 més de treino) precisam dos neurdnios do giro denteado ativos durante o
aprendizado, para atingir uma apropriada extingdo. O envolvimento hipocampal nesse
tipo de memorias remotas nao ¢ surpreendente, considerando que as condi¢des do treino
podem mudar essa dependéncia. Assim, tem sido verificado que memorias com
intensidades de treino baixo (0.4mA) podem permanecer precisas e dependentes do
hipocampo até por 40 dias (Pedraza et al., 2016). No mesmo experimento de Khalaf e
colaboradores (2018), o silenciamento dos neurdnios utilizados durante a codificacao da
memoria prejudica o processo de extingdo, apoiando a ideia que o envolvimento do
hipocampo pode de fato ser essencial para atingir a extingdo. Adicionalmente, Silva e
colaboradores (2018), usando inmunohistoquimica para c-fos apds a extincdo de
memorias remotas, encontraram maior atividade do cértex pré-limbico, ntcleo talamico
reuniens e as regides ventrais CAl e CA3 do hipocampo, regides presumidamente
associadas com a atenuagdo da resposta de medo. Resulta necessario contemplar no termo
“dependéncia hipocapal” que o hipocampo nao ¢ uma estrutura homogénea e suas partes
dorsais e ventrais t€ém diferengas funcionais e anatémicas (Yoon e Otto, 2007). A
dependéncia hipocampal como estudada em nosso laboratério e por outros grupos
(Alvares L de O et al., 2012; Pedraza et al., 2016; 2017; Wiltgen et al., 2010; Nakazawa
et al., 2016) tem sido restrita ao hipocampo dorsal. No entanto, o silenciamento por meio
de optogenética da regido CA1 do hipocampo ventral prejudica a evocagdao de memorias

aversivas ao contexto e sincroniza a atividade da amigdala e do cortex pré-frontal medial
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durante a expressdao do medo (Kim e Cho, 2017). Essa via tem sido associada com a
inibi¢do ativa de memorias aversivas e consequentemente com o surgimento de respostas
como o renewal (ou renovagao) apos a extingdo (Wang et al., 2016; Jin e Maren, 2015;

Marek et al., 2018).

Considerando que em humanos, a generalizagdio do medo tem sido positivamente
correlacionada com os sintomas de TEPT (Kaczkurkin et al., 2017) nossos resultados
sugerem que inibir o processo de generalizagcdo pode trazer beneficio para a extingao da
memoria. A estreita relacao entre generalizagao e dependéncia hipocampal (uma possivel
excegdo pode ser vista em Kitamura et al., 2012), leva a propor que um tratamento que
atue em algum desses processos pode ser a causa suficiente para melhorar a atenuagao de
respostas aversivas. Como mencionado anteriormente, algumas condi¢des experimentais
devem ser testadas para esclarecer essa possibilidade, por exemplo, avaliar a extingao de
memorias generalizadas, mas dependentes do hipocampo. Nesse tltimo caso, Gazarini e
colaboradores (2014) mostraram que a administragdo do antagonista o2-adrenergico
yohimbina apds a aquisicado do CAC, induz a formacdo de uma memoria basalmente
generalizada e resistente a extingdo. Nessa condi¢do podem ser avaliadas 1) se a
dependéncia hipocampal muda em memorias formadas ja generalizadas, 2) se ¢ possivel
recuperar a discriminacdo e consequentemente melhorar a extingdo, e finalmente se 3)
se uma recuperagdo transitoria da generalizagao implicaria também um aumento da
atividade hipocampal. Em memorias remotas o ponto 3 foi verificado por Einarsson e
colaboradores (2015), mostrando que a reativacdo de uma memoria apds 30 dias da sua
formacao pode recuperar a sensibilidade ao muscimol intra-hipocampal transitoriamente
durante a 6h seguidas a reativagdao. No entanto, nesse caso foi uma memoria previamente
dependente do hipocampo e precisa, contrastando com a condi¢do reportada por Gazarini

e colaboradores (2014).

4.7 Por que a fluoxetina funcionou e néo o citalopram?

Experimentos prévios com citalopram demonstraram que a sua administracdo cronica
poderia prejudicar a aquisicao da extingdo (Burghardt et al., 2013). Esses resultados assim
como os nossos poderiam ser fundamentais para entender porque diferentes
antidepressivos (mesmo com mecanismos de acdo semelhantes) podem ter resultados

terapéuticos heterogéneos. De fato, tem sido sugerido que a associagdo de farmacoterapia
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(no caso imipramina) com psicoterapia poderia ter poucas vantagens em comparagao com
a monoterapia (Barlow et al., 2000; van Balkom et al., 1998). Inclusive, a medicagdo
poderia interferir diretamente com o resultado de intervengdes cognitivo-
comportamentais (Joss et al., 2003; Otto et al., 2005). Tanto o citalopram como a
fluoxetina compartilham o mecanismo de acdo como inibidores seletivos da recaptagao
de 5-HT. As diferengas entre farmacos da mesma categoria sdo baseadas na sua
seletividade assim como sua poténcia no bloqueio da recaptacdo. Assim, estudos in vitro
tém mostrado que a paroxetina ¢ o antidepressivo mais potente quanto a inibi¢do da
recaptacao de 5-HT comparado com a fluoxetina e o citalopram (De Jonghe e Swinkels,
1997). Por outro lado, farmacos como a fluoxetina podem ter um efeito antagonista em
receptores 5-HT2c. Esses receptores parecem mediar as respostas de ansiedade iniciais
no tratamento com fluoxetina por meio de uma comunica¢ao que envolve o nucleo da
rafe dorsal, ativando o Bed Nucleus of the Stria Terminalis (BNST) por meio dos
receptores 5-HT2c onde e liberado o fator de liberagdo de corticotropinas, inativando
assim uma via Gabaergica entre 0o BNST e o VTA e o Hipotalamo lateral (Marcinkiewcz
et al., 2016). Diferencas nestes mecanismos de acdo secundarios poderiam explicar
diferentes resultados terap€uticos na pratica farmacoldgica, assim como diferencas
individuais na tolerabilidade e aderéncia ao tratamento (Serna et al., 2010). Como
mencionado na introdugdo desta tese, a variabilidade intrinseca ao tratamento com
antidepressivos faz da farmacologia classica um sistema de tentativa e erro onde dose,
tipo de farmaco e a associacdo entre farmacos devem ser ajustados continuamente,
guiados pelo auto-relato do paciente. Além disso, pode ser esperado que o proprio quadro
clinico do paciente piore como consequéncia do tratamento, um evento comum no inicio
do tratamento com antidepressivos verificada em humanos e modelos animais (Birkett et
al., 2011; Nutt, 2005), assim como pode haver interferéncia em outras intervengoes
farmacoldgicas e comportamentais (Barlow et al., 2000). Por exemplo, foi verificado que
o efeito promotor da neurogénese induzida pela administragdo de fluoxetina pode ser
prevenida pela administracdo concomitante de benzodiazepinas (Sun et al., 2013). No
entanto, a combinagdo de benzodiazepinicos com antidepressivos ¢ comum nas primeiras

fases do tratamento clinico de algumas patologias (Davidson, 2010).

86



4.8 O efeito de descontinuidade do tratamento

Umas das perguntas que surge ¢ por que apds a diminuicdo da generalizacdo e a
facilitacdo da extingdo com fluoxetina, a resposta de medo ¢ recuperada. Um estudo
similar a0 nosso mostrou que a fluoxetina pode mudar permanentemente a memoria
quando combinada com extingao e evita a renovagao e a reinstalacdo da resposta de medo
(Karpova et al., 2011). No mesmo estudo, o tratamento com fluoxetina se manteve ativo
em todas as fases do experimento, contrastando com o nosso protocolo, que retira a
fluoxetina ap6s a extingdo, e avalia a recuperacao espontanea 21 dias ap6s a retirada. Uma
interpretagdo para esses resultados ¢ que a retirada do farmaco pode degradar
parcialmente as vantagens como ele atingido durante o procedimento. De fato, em
condi¢des clinicas, o efeito de retirada ou descontinuagdo do tratamento tem sido
reportado. Neste sentido, recentemente uma meta-analise recente mostrou que as taxas de
recaida, ap6s a descontinuacao com antidepressivos em TEPT e TOC, ocorre em quase
16,4% dos casos, durante o ano seguinte a retirada (Batelaan et al., 2017). O mesmo texto
sugere que a propria natureza cronica dos transtornos de ansiedade pode demandar
tratamentos de longo prazo, que considerem fatores como a recaida, efeitos adversos e
preferéncias do paciente. No entanto, estudos com outras patologias, como a depressao,
demonstram que as taxas de recaida em episddios depressivos ndo sdo beneficiadas de
forma significativa pela manutencdo do tratamento com fluoxetina ao longo prazo
(Gueorguieva et al., 2017). Contudo, estudos focados no TEPT concluem que a
manuten¢do do tratamento com farmacos como sertralina podem diminuir as taxas de
recaida quando comparados com placebo (Davidson et al., 2001; 2006). Nossos
resultados evidéncia m que a redugdo da generalizagdo e a facilitagdo e a manutenc¢do da
extin¢ao, podem se beneficiar do tratamento com fluoxetina sem interrupgao. Mesmo que
nosso estudo nao contemple um grupo com tratamento constante durante os 42 dias de
procedimento, o fato de a fluoxetina inibir a recuperagdo espontidnea s6 quando
administrada depois da extingdo permite pensar na possibilidade de que um tratamento
sem interrupcao, ao longo do nosso protocolo, poderia trazer beneficios na atenuagao da
resposta aversiva. Seria interessante, ao mesmo tempo, avaliar os possiveis efeitos
adversos do tratamento cronico com fluoxetina como a disfungdo sexual reportada em

humanos e modelos animais (Sukoff Rizzo et al., 2009; Khazaie et al., 2015).

A remodelacdo dendritica no hipocampo dorsal (principalmente nos espinhos de tipo

cogumelo) encontrada em nossos resultados, faz parte de um grupo de mudancas
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induzidas pela administragdo de alguns antidepressivos que vao desde o aumento da
neurogénese no hipocampo (McAvoy et al., 2015) ao aumento da expressdo de BNDF
(Baj et al., 2012) e remodelacdo de interneurénios GABAérgicos em estruturas-chave
para o controle emocional como a BLA (Karpova et al., 2011) e o cortex pré-frontal
(Guidotti et al., 2012). Estudos futuros podem estabelecer a relacdo entre esses
marcadores e o efeito comportamental de descontinuidade no tratamento. Podem as
mudangas estruturais e moleculares induzidas pelos antidepressivos serem revertidas com
a descontinuidade do tratamento? Nossos resultados na inibicdo da recuperagdo
espontanea podem ser associados também ao remodelamento dentritico hipocampal? A
memoria poderia se tornar precisa nessas condigdes? Sob a perspectiva translacional,
acreditamos que essas perguntas abrem um prospero campo de pesquisa para 0s proximos
anos na conceitualizagdo da generalizacdo de respostas aversivas e sua influéncia na

redu¢do do medo e da ansiedade por vias comportamentais e farmacologicas.

4.9 Seria a consolidagio sistémica da meméria um alvo terapéutico?

Se a generalizacdo da memoria se encontra diretamente relacionada com a dependéncia
hipocampal e como mostrado em nossos resultados, a taxa de generalizacdo poderia
influenciar o processo de extingdo, hipotetizamos um possivel vinculo entre o fendmeno
da consolidagdo sistémica e como a extingdo se desenvolve. Neste raciocinio a primeira
pergunta que € possivel plantear com esse razocinio ¢ se existe alguma relacao entre a
atividade hipocampal e a extingdo. Devemos comecgar dizendo que classicamente a
extin¢do possui um componente altamente contextual (Bouton e Bolles, 1979a), fato que
pressupde que o hipocampo serd necessario durante a aquisi¢do da extingdo seja a
memoria dependente do hipocampo ou nao. Estudos em neuroimagem demonstraram que
déficits na extingdo em pacientes com TEPT se encontram associados com disfun¢ao na
conectividade no circuito hipocampo-cortex pré-frontal-amigdala, particularmente na
evocagao de dicas previamente extinguidas (aqui, a atividade entre hipocampo e cortex
pré-frontal, se encontra hipoativa (Garfinkel et al., 2014; Milad et al., 2009). Estudos em
animais nos permitem estabelecer que de fato, durante a evocagdo de memorias remotas,
estruturas hipocampais parecem ser menos necessarias; No entanto, estruturas corticais
tem um papel fundamental na evocagdo das mesmas (Frankland et al., 2006; Pedraza et
al., 2016; 2017). No entanto, o fato do cortex ser importante para a evocagao nao exclui

que o hipocampo participe de alguma forma seja durante a evocagao ou em possiveis
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processos subsequentes a esta. Por exemplo, Ishikawa e colaboradores (2016)
encontraram que uma reativacdo longa de uma memoria remota engatilha
temporariamente o hipocampo. Farmacos como a memantina (que aumenta a
neurogénese hipocampal) promove o esquecimento do traco de memoria (Akers et al.,
2014). Assim, a consolidacdo sist€émica se mostra como um processo onde o cortex ganha
uma func¢ao relevante na evocagao, mas o envolvimento hipocampal pode ser dependente
das condi¢des de reativagdo. Sob este panorama, uma conclusdo plausivel é de que o
hipocampo nao ¢ condi¢do fundamental para a evocagdo de memorias remotas, no
entanto, o hipocampo aporta informagdo espacial e contextual necessdria para a
representacdo do traco de memoria.

Os resultados recentes de Khalaf e colaboradores (2018) proporcionam uma boa base
para se pensar que o hipocampo atue como agente facilitador do processo de extingao.
Neste sentido, o fato da inibi¢do das células recrutadas durante a aquisi¢do da memoria
aversiva prejudique a extingdo, sugere que a reativacdao do engrama da memoria de medo
pode facilitar a0 mesmo tempo a sua atenuagdo. Parece ndo ser s6 causalidade, que
memorias remotas sejam mais dificeis de serem atenuadas (Frankland et al., 2006) e ao
mesmo tempo ser principalmente hipocampo-independentes para a sua evocacao como
acontece no CAC. Um recente estudo avaliando expressdo de c-fos em diferentes
estruturas produto da extin¢cdo de memorias remotas contextuais encontrou que a redugdo
da resposta aversiva se encontra associada com aumento de dito marcador no cortex pré-
limbico, BLA, o ntcleo reuniens, e as regidoes CA1 e CA3 do hipocampo ventral (Silva
et al., 2018). O estudo conclui que mesmo existindo um circuito responsivo ao protocolo
de extingdo, a intervencdo ndo reverte as mudancas produto do condicionamento. Ao
mesmo tempo, nao foi possivel verificar o envolvimento do hipocampo dorsal durante a
extingcdo de memorias remotas. Sao poucos estudos sugerindo explicitamente a relagao
entre o envolvimento hipocampal dorsal e o resultado da extin¢do, no entanto, algumas
evidéncias podem ser citadas. Por exemplo, tarefas envolvendo o hipocampo como o
campo aberto facilita a extingdo quando a precedem ou antecedem curtamente no tempo
a sessao de extingao (de Carvalho Myskiw et al., 2014; Wang et al., 2016), um efeito que
tem sido associado com atividade de receptores B-adrenergicos no hipocampo e vias

PKA-CREB (Liu et al., 2015).

Por outro lado, o aumento na expressao de mediadores de processos epigenéticos como

as metiltranferases no giro denteado do hipocampo dorsal, aumenta a expressao de c-fos
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durante a extingdo de memorias contextuais e previne a renovacao da resposta aversiva
em memorias remotas (Gong e Zhou, 2018). A diminuic¢ao de cinases como a ERKS que
medeia a neurogénese hipocampal, prejudica a consolidacdo de memorias contextuais
aversivas (e sua subsequente extingao), além de prejuizos sobre a flexibilidade cognitiva
em tarefas espaciais como o labirinto aquatico de Morris (Pan et al., 2012). A indugao de
neurogénese hipocampal tem se proposto como um dos mecanismos principais do efeito
terapéutico dos antidepressivos. Essa perspectiva que abandona parcialmente a hipotese
monoaminérgica da depressdo para se focar em mudangas plasticas em circuitos
encefalicos, tem levado a propor conceitos como o iPlasticity (acrobnimo do inglés de
Antidepressants induce juvenile-like plasticity) (Figura 19); este conceito ¢ fundamentado
na capacidade de alguns antidepressivos como a fluoxetina de renovar a capacidade
neuroplastica do encéfalo no estado adulto a niveis comparaveis com os demostrados em
periodos criticos da puberdade, permitindo assim, uma melhor assimilacdo de

aprendizados adaptativos como a extingdo (Umemori et al., 2018).

Combination of
antidepressants and therapy/training

Antidepressants (fluoxetine) o
Monocular deprivation
Isofluren pr
Ketamine/HNK l:ear e:_ct:_ncttl_on
ChABC E-SOCIB]IZ& m_m
Lynx Reversal learning

Environment enrichment

Activation of BDNF - TrkB signaling <= Neuronal activity-dependent
pathway network change
Neurogenesis
Neurite remodeling
Synaptogenesis
GC Dematuration (DG)
PV/PNN dematuration (PFC, HP, Amy)

iPlasticity
Shift in ocular dominance
Fear erasure
Aggression attenuation
Behavioral flexibility
Figura 19. Modelo iPlasticity (Antidepressants induce juvenile-like plasticity). O
iPlasticity ¢ um modelo que sintetiza avangos recentes ao redor da plasticidade induzida

por antidepressivos como a fluoxetina no encéfalo adulto, comparavel ao encéfalo na
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puberdade. Dentro dos possiveis farmacos, ndao somente se contemplam os
antidepressivos classicos, mas também sustincias como a Cetamina com um comprovado
e rapido efeito antidepressivo. Utilizar esses farmacos permite que intervencgdes
terapéuticas como a extin¢do sejam melhor assimiladas por meio de processos como
neurogénese ¢ remodelacdo dendritica de estruturas chave para o processamento
emocional. Sendo assim, o tratamento conjunto entre farmacologia e psicoterapia poderia
contribuir para reducdo do medo e ansiedade, flexibilidade cognitiva e atenuagdo de
respostas de agressividade dentre outros multiplos comportamentos altamente

adaptativos. Figura tomada de Umemori e colaboradores (2018).

Mesmo que sdo varias as evidéncias mostrando a capacidade de antidepressivos para
aumentar a flexibilidade cognitiva e com ela a possibilidade de se adaptar melhor a
mudangas ambientais (Rantaméki et al., 2007; Vetencourt et al., 2008; Castrén e Hen,
2013; Karpova et al., 2011, Mikics et al., 2017), nossos resultados confirmam essa
possibilidade, e a possibilidade de evitar a generalizacdo. De fato nosso estudo, ¢ o
segundo em mostrar que o citalopram nao pode ser comparado aos efeitos da fluoxetina
na extingao de memorias aversivas. A diferenga do estudo de Burghardt e colaboradores
(2013), nao foram identificados em nossos resultados efeitos significativos que mostre
indicagdes de que o tratamento pode prejudicar nosso protocolo, no entanto, acreditamos
que ¢ necessario continuar explorando os efeitos do citalopram na generalizacao da
memoria e com ele, seus efeitos na morfologia do hipocampo. E preciso lembrar que outra
sustancia, muito similar ao citalopram, o escitalopram tem se mostrado efetivo corrigindo
o fenotipo de animais submetidos a modelos de TEPT (Lin et al., 2016), bem como em
humanos facilitando a extingao em individuos sadios (Bui et al., 2013). Assim o panorama
se mostra altamente complexo e aumenta a necessidade de protocolos mais precisos para

a sele¢@o do tratamento na pratica clinica.

Nossos resultados sugerem que a consolidagdo sistémica ¢ um alvo terapéutico assim
como sua estreita relacdo com a generalizagdo da memoria. Essa conclusdo nao sé se
desprende do trabalho aqui apresentado com fluoxetina, mas também de estudos prévios
do nosso laboratorio mostrando que a manipulag¢do desse processo com outros farmacos
como o propranolol e a metirapona podem mudar a dependéncia hipocampal e com ela o
surgimento de respostas nao adaptativas como a generalizacdo (Pedraza et al., 2016).

Estudos futuros deverao explorar principalmente excegdes como citado anteriormente
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onde generalizacao e dependéncia hipocampal ndo estejam correlacionados em memorias
aversivas contextuais, assim como o perfil na morfologia hipocampal e neogénese
induzida por diferentes farmacos antidepressivos que expliquem os resultados verificados

no comportamento.

4.10 Caminhando para uma psiquiatria de precisao.

A introducdo desta tese teve uma grande énfase nas limitagdes do tratamento
farmacologico e comportamental seguindo um esquema de tentativa e erro. Na psiquiatria
e na psicologia clinica quando analisada exclusivamente em sua pratica, se encontra
limitada e poderiamos dizer atrasada em comparagdo com o tratamento de outras
especialidades médicas. Mas também ¢ verdade que a psicopatologia ¢ um fenomeno
altamente complexo que desde uma perspectiva bdasica estd atingindo avangos
consideraveis. No caso da depressdo, por exemplo, um estudo demonstrou a capacidade
de predizer estados de dnimo por meio de algoritmos de aprendizado de maquina em
pacientes com multiplos eletrodos implantados no encéfalo como parte do tratamento de
epilepsia refrataria (Sani et al., 2018). O modelo foi construido para cada paciente (n=9),
onde o estado de animo foi avaliado através do teste de estado de animo imediato
(Immediate Mood Scaler) concomitante com a andlise do poder espectral no momento do
teste em regides do sistema limbico. Desta forma, o modelo baseado s6 na atividade
eletrofisiologica podia predizer o possivel estado de animo do paciente num momento
particular. Pouco tempo depois, um artigo do mesmo grupo mostrou que, o modelo
permitia selecionar a area de intervencdo e avaliar o resultado da estimulagdo elétrica
profunda com o intuito de mudar estados de depressdao aguda de forma especifica e sob

demanda (Rao et al., 2018).

Estudos anteriores ja tinham demonstrado que aproximagdes parecidas poderiam predizer
se um paciente sera responsivo ou nao ao tratamento com ISRS (Iosifescu et al., 2009).
Em nosso manuscrito com fluoxetina defendemos que as caracteristicas individuais
devem ser consideradas na selecao do tratamento, assim como a taxa de generalizagdo da

memoria que pode predizer a efetividade de intervengdes como a extingao.

Um potencial problema surge quando se discute qual seria o critério ou como defini-los

para separar generalizadores de discriminadores. Duas estratégias foram utilizadas em
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nosso trabalho. A primeira foi uma selegdo manual baseada s6 na distribuicdo normal da
populacao e considerando de forma arbitraria os extremos como pertencentes a um grupo
em particular. Como foi observado, mesmo com um resultado robusto, esse tipo de
selecdo ndo ¢ totalmente objetiva. Considerando um método mais padronizado que
consiga ser replicado em outros laboratorios decidimos usar um modelo de aprendizado
de méquina ndo supervisionado chamado de “Algoritmo de Maximizagao da Expectativa”
(em inglés, expectation—maximization (EM) algorithm). De forma geral, o algoritmo tem
a capacidade estatistica para estimar parametros em um grande volume de dados assim
como elementos comuns aos dados em questao, o qual se fundamenta em uma analise de
maxima verosimilhanga ou probabilidade (Grosso et al., 2018). A verosimilhanca permite
calcular a probabilidade dos dados gerarem os resultados obtidos assim como agrupar
dados em conjuntos. Um dos requisitos fundamentais deste algoritmo ¢ que existem

variaveis latentes nos dados, podendo elas serem ocultas ou deduzidas por observagao.

Em nossa analise, ditas varidveis foram estabelecidas a priori, ou seja, o numero de
conjuntos ou clusters que poderiam ser formados a partir dos dados ingressados foi
baseada em observagdo, isto ¢, que os dados poderiam agrupar populagdes neutras,
generalizadoras e discriminadoras. Mesmo que os conjuntos sao definidos de forma pré-
determinada, a selecdo de dados individuais a cada conjunto ¢ ndo supervisionada e
definida inteiramente pelo algoritmo. O algoritmo deve comegar com a estimativa de um
vetor inicial onde a agrupacao subsequente dependera da proximidade do dado com o
vetor. Cada estimativa de um novo dado pertencente a um conjunto muda imediatamente
a densidade dos padrdes nesse vetor. Esse procedimento deve realizar-se até que a

classificagdo total dos dados seja realizada (Figura 20).
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Figura 20. Algoritmo de Maximizacio da Expectativa. O algoritmo permite de forma

ndo supervisionada a agrupac¢do de dados individuais em conjuntos ou clusters. O nimero
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de conjuntos pode ser formado pelo algoritmo, se as caracteristicas que compoes os dados
sdo ocultas, ou podem ser selecionados a priori se existe um conhecimento prévio da
estrutura dos dados. Este algoritmo permite gerar limites de maximos e minimos onde um
dado pode ser colocado em relagao a um vetor central. Dependendo da anélise, o centrdide
pode usar a distancia euclidiana ao quadrado para determinar distancias respeito a outros

centrdides e consequentemente o limite entre conjuntos.

A aplicagao destes algoritmos assim como outros de aprendizado automatico podem ser
gerados por meio de ferramentas de programacdo pr;/desenhadas implementadas em
linguagens como MATLAB e Python, mas também estdo disponiveis em entornos visuais

mais simples como nos programas Orange ¢ Weka.

A implementagdo do algoritmo permitiu em nossos resultados excluir a influéncia de
métodos de selecdo arbitrarios e confirmar a veracidade dos nossos dados. E importante
salientar que o algoritmo fez uma reducgdo do 42% para os animais classificados como
discriminadores e do 71% para animais classificados como generalizadores, restringindo
consideravelmente o niumero de individuos para a andlise posterior. Mesmo assim, 0s
mesmos resultados foram encontrados, mostrando que critérios mais objetivos de
classificacdo mantém as relagdes reportadas entre discriminacdo e a subsequente

extingao.

Essa ultima aproximagdo usando aprendizado de maquina ndo supervisionado teve por
objetivo aplicar, parcialmente, um método de hipotese guiadas por resultados (Vu et al.,
2018), tendéncia que esta comegando a tomar forga na literatura e contrasta com o método
classico de hipodteses a priori guiando desenhos experimentais. Outro exemplo desta
perspectiva foi recentemente demonstrada por Shumake e colaboradores (2018) que, por
meio de uma regressdo logistica de grandes populagdes, foi possivel estabelecer um
critério objetivo para remissao apds a extingao, isto €, um valor que representasse uma
redugdo da resposta aversiva com sucesso apos a intervengao. No mesmo trabalho foi
possivel identificar subgrupos que mostram diferentes perfis de extingdo dependendo do
congelamento mostrado inicialmente antes do protocolo. Em nosso caso, preferimos usar
a palavra “parcialmente” pois, como mencionado, escolher o nimero de grupos possiveis
em nossa populacdo influencia a elaboracdo dos conjuntos. Acreditamos que um

experimento potencialmente interessante para seguir com nosso trabalho ¢ determinar o
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perfil de generalizacdo e aplicar fluoxetina ou outros antidepressivos para avaliar a

resposta dependendo deste fenotipo antes da intervengao.

Quando falamos de psiquiatria de precisao, como os métodos de pesquisa basica e clinica
que procuram entender e individualizar o tratamento de cada paciente, mas também
tentando identificar fatores comuns entre psicopatologias (Widge et al., 2017),
necessariamente devemos assumir que cada individuo pode reagir de formas diferentes a
estimulos ambientais similares. No caso de modelos animais parece claro que, se uma
populagdo de animais submetidos ao mesmo protocolo experimental, em condi¢des
moradia similares, com as mesmas condi¢gdes ambientais e manipulagdes padrdo ao longo
do experimento podem reagir diferente a0 mesmo estimulo estressor (em nosso caso
diferentes taxas de generalizacdo da resposta aversiva), mostrar perfis de extin¢ao
variados (como no caso de Shumake e colaboradores (2018) ou ser classificados como
resistentes ou vulneraveis ao desenvolvimento de comportamentos associados com
depressdo (ver Hultman et al., 2018), significa que como acontece em humanos, modelos
animais de transtornos psiquiatricos devem contemplar que estados de animo, medo e
ansiedade, assim como habilidades cognitivas complexas, estdo inexoravelmente regidas

por fatores individuais que devem ser estudados.

Desta forma, propomos algumas perguntas que podem exemplificar nosso ponto de vista:
Poderia a fluoxetina reverter a generalizagdo em animais com tendéncia a esse
comportamento?; teria o tratamento com fluoxetina um melhor desempenho em animais
classificados como discriminadores em relacdo aos generalizadores?; seria possivel que
algum farmaco (seja fluoxetina ou outro diferente) com efeito antidepressivo se
adequasse melhor ao perfil de individuos generalizadores?, individuos classificados como
generalizadores poderiam mostrar mudancas basais na morfologia hipocampal?. Todas as
perguntas anteriormente mencionadas podem ser respondidas quando comtemplada a
variavel individual em resposta a estimulos ambientais similares. Ainda, podemos langar
outras pergunta de importancia clinica: Se individuos reagem diferente ao mesmo
estimulo em condi¢des experimentais controladas, entdo como podem ser explicadas

essas diferengas?
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4.20 Intervencoes sob demanda em pesquisa basica e clinica

A estimulacdo elétrica profunda tem se mostrado significativamente efetiva para
transtornos de tipo motor como o Parkinson e a distonia (Ponce e Lozano, 2010), no
entanto, esta area ainda ¢ muito nova quando o assunto ¢ populagdes psiquidtricas (Cleary
etal., 2015). A estimulacdo profunda se encontra aprovado pela FDA somente para casos
refratarios de TOC e depressao, no entanto seu sucesso parece menor comparado com
outro tipo de doengas neurologicas (Graat et al., 2017). Uma possivel explicacdo ¢ a
natureza cognitiva (patognomonica) da propria doenga psiquiatrica, isto €, a diferenca de
transtornos neurologicos, doengas psiquidtricas carecem de marcadores objetivos,
confiaveis e replicaveis que permitam guiar um tratamento preciso (Herman e Widge,
2019), um ponto discutido ao longo desta tese que também permite entender porque a
psicofarmacologia e a psicoterapia (mesmo que heterogéneos em seu mecanismos de
acdo e efeitos adversos), continuam sendo o tratamento padrdo-ouro na psiquiatria e
psicologia clinica. Assim, a implementacao de tratamentos baseados em estimulagao
elétrica, seja ela invasiva ou nao, seguem o mesmo caminho de baixa precisdo. Por
exemplo, intervengdes com eletrodos profundos devem superar algumas limitagdes
técnicas e fisiologicas como a necessidade de mudar o implante e fonte elétrica do
dispositivo, a degradacao do material dos eletrodos, assim como reacdes de gliose que
podem diminuir a intensidade e consequentemente a efetividade da estimulagdo (Jorfi et
al., 2014). No caso de transtornos psiquiatricos, algumas outras preocupagdes devem ser
propostas e estudadas , como o efeito adverso na cognicdo com a estimulagdo continua

em circuito aberto.

Nossos resultados preliminares mostrando um sistema de estimulagdo sob demanda por
meio da detec¢do de ripples hipocampais, abre um caminho para estratégias de
estimulagao elétrica guiadas exclusivamente por marcadores neurofisoldgicos associados
com a patologia em particular. Por exemplo, Wu e colaboradores (2018) mostraram que
a deteccdo em tempo real de aumento de poder na banda delta no nucleo accumbens,
prediz comportamentos de compulsdo por comida palatavel em camundongos. O mesmo
marcador foi utilizado para gerar uma estimulacdo na mesma regido que além de inibir o
aumento do poder espectral nesta banda, inibe também o comportamento compulsivo. O

estudo ¢ um dos poucos exemplos de sucesso na utilizagdo de marcadores especificos
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para o tratamento de comportamentos nao adaptativos considerados de interesse clinico
em psiquiatria. O carater sistémico das doencas neuropsiquidtricas faz que ditos
marcadores sejam ainda mais dificeis de serem encontrados. Até hoje, o futuro da
estimulagdo elétrica invasiva e ndo invasiva sob demanda em psiquiatria se encontra
principalmente no plano tedrico com pouca evidéncia sélida (Widge et al., 2018). Em
nossos experimentos, decidimos focar nossos esforcos em utilizar um marcador
generalizavel e amplamente estudado para melhorar processos cognitivos decorrentes da
extingdo. Neste sentido, a escolha de ripples hipocampais se mostra historicamente
respaldada por grandes evidéncias mostrando seu papel nos processos de consolidagao de
memorias hipocampo dependentes, mas também recentemente em tarefas motoras
(Cousins et al., 2016) e ndo dependentes do hipocampo (Sawangjit et al., 2018). A grande
dependéncia contextual da extingao (Bouton e Bolles, 1979b) permitiu também que o
ripple hipocampal fosse um candidato adequado como possivel mecanismo associado
com a consolidacdo de cada sessdo de extingdo. Nossos resultados mostraram que a
estimulacdo precisa em circuito fechado entre o ripple hipocampal e o sistema de reforgo
do encéfalo pode melhorar a extingdo de memorias emocionais fortes que compartilham
caracteristicas com as demonstradas em condi¢des clinicas no TEPT como a
generalizagio e a resisténcia & extingdo (Maren et al., 2013). E necessario salientar que o
efeito aqui mostrado vai além de um estimulo apetitivo proximo & sessdo de extingdo,

conclusao favorecida pela auséncia de efeito em animais estimulados em circuito aberto.

Concluimos que mesmo sendo preliminares, nossos resultados sugerem que o contetido
emocional da memoria pode ser modulado pela manipulagdo do estado interno do animal
no preciso momento que o ripple hipocampal surge, ripple que hipotetizamos, tem uma
relacdo direta com a prévia experiéncia de extingdo do animal. Maingret e colaboradores
(2016) mostraram que na sessdo de sono imediamente seguinte a uma sessdo de
aprendizado (se o treinamento foi suficientemente significativo para gerar um trago de
memoria) aumenta significativamente a coeréncia entre ripples hipocampais, spindles
corticais e ondas delta, sugerindo que experiéncias de aprendizado e a consolidagdo da
memoria se encontram estreitamente relacionados com ditos marcadores. O aumento na
expressdo de ripples induzida pelas sessdoes de estimulagdo indicam que existe a
possibilidade que a expressdo deste marcador seja sensivel de condicionamento, isto &,
por meio de emparelhamento de uma determinada atividade neuronal com reforco,

aumenta a probabilidade de ocorréncia desta atividade. Uma proposta nunca mostrada
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com ripples hipocampais mas que constitui as bases das pesquisas em interfases cérebro-
maquina (Lebedev e Nicolelis, 2017) e com muitas evidéncias utilizando potenciais de
campo (Hernandez-Gonzélez et al., 2017) como neurdnios individuais (Athalye et al.,
2017). Uma versao ainda mais pratica deste conceito pode ser verificada em alguns tipos
de neurofeedback que procuram o controle voluntario de oscilagdes ou atividade

encefélica como estratégia no tratamento transtornos psiquiatricos (Herwig et al., 2019).

Devemos enfatizar que estudos futuros devem ser realizados para determinar se 0 mesmo
protocolo pode influenciar a consolidagdo e a manutengdo de memdorias ndo emocionais
como aquelas provenientes da localizagdo de objetos ou tarefas apetitivas. Estudar estes
mecanismos sobre o esquecimento também pode ser muito Util sob a perspectiva
translacional (para uma revisdo das bases neurais do esquecimento, ver (Medina, 2018;

Davis e zhong, 2017; Sachser et al., 2017).

O caminho para uma psiquiatria e psicologia clinica de precisao ainda parece longo, no
entanto aos poucos estamos gerando uma importante aproximagao transdiagnostica, isto
¢, ndo somente na pesquisa basica, mas também nas intervengdes clinicas cognitivo-
comportamentais. Esta ideia nos permite focar focar na recuperagdo funcional dos
pacientes muito além dos critérios diagndsticos e de remissdo estabelecidos pelos
sistemas classicos de classificagdo como o DSM (Roy-Byrne, 2017). Na pesquisa, o
estudo de fatores individuais tem se apoiado em novos métodos de andlise como o
aprendizado supervisionado e ndo supervisionado que permitem extrair informacdes dos
dados baseados s6 em sua estrutura e predizer respostas futuras considerando o
desempenho do animal em prévias sessdes experimentais (Wallis, 2018; Hultman et al.,
2018; Zhao et al., 2018; Liang et al., 2018; Carlson et al., 2017; Schaich et al., 2017; Rich
e Wallis, 2016; Nieh et al.,, 2015). Os mesmos métodos de analise sao e serdo
possivelmente os que permitam intervengdes de estimulagdo sob demanda com suficiente
precisdo para iniciar a mudanga, abandonando gradualmente a estimulagdo em circuito

aberto atualmente disponivel.

Estes avancgos supradescritos aliados com marcos teodricos focados na psicopatologia
como um fendémeno multifatorial, altamente susceptivel a comorbidades, com fronteiras
difusas e altamente dependentes de fatores individuais parece ser o caminho a seguir para

abandonar progressivamente o sistema de tentativa e erro que aqui tem sido questionado.
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E que tem sido utilizado utilizado pela psiquiatria e psicologia clinica cléssica. Portanto,
entendemos que o propdsito central da psiquiatria de precisdo ¢ auxiliar pacientes sob
uma perspectiva individual considerando seus antecedentes clinicamente relevantes e
suas possiveis comorbidades que ocorrem devido este dinamismo entre as multiplas

fronteiras difusas e dependentes de fatores plenamente subjetivos.

99



5. Limitacoes e perspectivas futuras

5.1 Experimentos com cafeina

Uma limitacdo evidente nestes experimentos foi a auséncia de um estudo de curva
resposta completo. Como foi sugerido durante a revisdo por pares, uma dose alternativa
foi utilizada com o intuito de mostrar a dose na qual a cafeina teria efeito na locomogao
(Ver anexo 1). A dose de 20mg/kg como explicado no texto foi escolhida visando um
potencial efeito ansiolitico previamente publicado, assim como estudar se a mesma dose
poderia estabelecer algum tipo de preferéncia ou aversdo condicionada. Futuros estudos
devem incluir uma dose de cafeina com um perfil totalmente oposto, assim como doses
menores com o intuito de determinar a dose minima mantendo o efeito na redugao da
resposta aversiva. Também, ¢ possivel dizer que mesmo significativo, o efeito no
condicionamento de preferéncia de local ndo foi tdo robusto, fato que apoia a ideia de

incluir mais doses neste protocolo.

Nossos resultados e interpretacdes sobre a reconsolidagdo, estdo principalmente
fundamentados em estudos prévios do nosso laboratério mostrando que os tempos de
reativagdo utilizados podem desencadear processos de labilizacdo/reconsolidagdo da
memoria, no entanto o estudo carece de uma manipulacdo sistémica ou local que
revertesse o efeito da cafeina, por exemplo, com a administragdo de um inibidor de sintese
de proteina apds cada reativacdo periodica. Essa preocupagdo foi evidente para nossos
revisores, tdo logo, ndo descartamos a possibilidade que o efeito seja em parte por
extingdo. Mesmo assim, foi defendida a hipdtese da reconsolidacao considerando que a
reativacdo periodica foi insuficiente para induzir extingdo em todos os protocolos
testados. Contudo, ao longo do texto, focamos no efeito comportamental que emerge da
reativagdo peridodica concomitante com o tratamento de cafeina que abre potenciais

aplicagdes praticas muito além de um marco teodrico especifico.
O efeito da cafeina na extin¢do e na reconsolidacdo, assim como estudos utilizando

antagonistas especificos de receptores adenosinérgicos sdo essenciais para desvendar os

mecanismos que permitem a atenuacao progressiva da memoria de medo.
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5.2 Experimentos com Fluoxetina

Uma limitacao evidente do nosso estudo foi utilizar dois farmacos diferentes (fluoxetina
e citalopram) embora tenhamos estudado a morfologia hipocampal apenas utilizando
fluoxetina. Neste caso, nossa hipotese € de que o citalopram nao promoveria efeitos nos
espinhos dendriticos. Tivemos consciéncia deste problema desde o inicio do trabalho,
mas limitagdes técnicas e logisticas com nossos colaboradores obrigaram a focar nossos
esforcos na fluoxetina onde foi verificado o efeito facilitatério. Acreditamos que a
resposta sobre a diferenca entre fluoxetina e citalopram poderia ser encontrada na indugdo

inducdo diferencial de morfologia hipocampal por cada um desses farmacos.

Por outro lado, os efeitos antidepressivos se encontram associados com a neurogénese
hipocampal. Nosso estudo carece desta evidéncia e pode ser uma variavel importante
conhecendo que a neurogénese no hipocampo contribui a processos de separagdo de
padrdes (Frankland et al., 2013) que por sua vez tem sido identificado como mediador na
generalizagdo da memoria (Rudy e O'Reilly, 1999). A neurogénese no giro denteado
também possui papel central sobre o esquecimento (Akers et al., 2014). Em nosso ultimo
experimento, quando dividimos generalizadores e discriminadores, uma analise
subsequente da morfologia hipocampal e neurogénese desses animais selecionados

poderia fornecer um melhor entendimento sobre as diferencas entres esses fenotipos.

Finalmente, mesmo que pode ser inferido pelo nosso desenho experimental assim como
por outros estudos, poderia ser interessante manter o tratamento ao longo de todo o
experimento (tratamento continuo desde o condicionamento até a recuperagao
espontanea). No entanto, considerando que Karpova e colaboradores (2011) mantém a
fluoxetina durante o periodo de interven¢do, nossos resultados foram valiosos para
mostrar que o efeito de retirada ou descontinuagdao do farmaco poderia limitar o efeito

terapéutico da fluoxetina.
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6. Conclusoes finais

Os experimentos aqui demonstrados abordaram dois mecanismos farmacologicos para a
atenuacao de respostas aversivas, o primeiro utilizando uma sustdncia amplamente
consumida e de facil acesso como a cafeina e o segundo, por meio de uma ferramenta
farmacolodgica classica utilizada no tratamento de varias psicopatologias entre elas os
transtornos relacionados ao trauma e a depressdo, a fluoxetina. As duas sustancias se
mostraram efetivas em diminuir a resposta de medo por meio de estratégias
comportamentais diferentes (reativacdo periodica e extingdo através da inibicdo da
generalizacdo) e abrem a possibilidade para que sustancias naturais sejam comtempladas
no tratamento clinico em interagdo ou nao com a farmacologia convencional. Tentamos
utilizar métodos de analise que permitissem diminuir a influéncia das hipoteses a priori,
do pesquisador, assim como foi coletada ampla evidéncia que esses métodos e em geral
aqueles provenientes da inteligéncia artificial, podem abrir caminho para uma ciéncia
basica onde se contemplem fatores individuais assim como uma futura intervengao clinica
com forte énfase no marco transdiagnostico aqui discutido (psiquiatria de precisao). Uma
primeira aproximacao, em nosso conhecimento inédita, foi mostrada aqui por meio da
estimulacdo de alta precisdo sob demanda em circuitos de refor¢o guiados por marcadores
mnemonicos. Estratégias deste tipo construirdo a uma psiquiatria e psicologia clinica
cada vez mais objetiva e com mais precisao, devido a que a heterogeneidade clinica dos
transtornos psiquiatricos sugere que os tratamentos consigam ser adaptados de forma

personalizada.
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8. Anexos

Mudangas na locomogao induzida pela administragao de cafeina 40mg/kg. O experimento
foi realizado apds sugestao dos revisores com o intuito de confirmar que o aumento da

dose levaria aos efeitos psicoestimulantes geralmente reportados com a substancia.
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	Periodical reactivation under the effect of caffeine attenuates fear memory expression in rats
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