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There was only one species on the planet more intelligent than dolphins, and
they spent a lot of their time in behavioral research laboratories running round inside
wheels and conducting frighteningly elegant and subtle experiments on man. The fact
that once again man completely misinterpreted this relationship was entirely according
to these creature’s plans. (ADAMS, 1979)



RESUMO

A formagédo de memorias aversivas e a ansiedade “fisiologica” sdo necessarias para
a capacidade de defesa e consequente sobrevivéncia dos animais. A extingdo de
memorias aversivas é um processo representativo de adaptagdo comportamental,
pois ocorre a formagao de uma meméaria inibitéria que suprime a memoria aversiva
original. Este processo vem sendo estudado em roedores devido a sua similaridade
com terapias cognitivas comportamentais aplicadas na clinica. Evidéncias cientificas
sugerem que o sistema serotonérgico regula a extingdo de memdarias aversivas. A
ayahuasca (AYA) é uma bebida obtida através da decocgao de folhas de Psychotria
viridis e arbustos de Banisteriopsis caapi, que contém substancias que potencializam
a funcao serotonérgica, a destacar a substancia psicodélica agonista de receptores
serotonérgicos N,N-dimetiltriptamina (DMT). O objetivo deste trabalho foi investigar os
efeitos da AYA sobre a extingdo de memorias aversivas contextuais recentes (com 1
dia de idade) e remotas (com 21 dias de idade), além da influéncia sobre a expresséo
de comportamentos exploratérios e defensivos relacionados a ansiedade utilizando
ratos Wistar machos adultos. Para avaliar parametros relacionados a ansiedade e
atividade exploracao geral, foi usado o paradigma do labirinto em cruz elevado (LCE)
uma hora e vinte e quatro horas apds o tratamento por via oral com AYA contendo
0,1, 0,3 ou 1,0 mg/Kg de DMT ou solugao veiculo (agua). Nao houve diferengas
significativas entre os grupos, sugerindo que a AYA né&o altera comportamentos
relacionados a ansiedade e exploragao geral nesta faixa de dose. Nos experimentos
relacionados a extingdo de memorias aversivas foi utilizado protocolo de
condicionamento aversivo contextual. Animais condicionados ao contexto A foram
tratados com AYA (0,3 mg/Kg de DMT, via oral) uma hora antes da sessao de extingéo
(contexto A) e posteriormente testados para avaliacdo da retengao (contexto A),
generalizagdo (contexto B) e reinstalagdo (contexto A) da memdria. Em todos os
testes, a porcentagem (em segundos) de tempo em que o animal apresenta o
comportamento aversivo de congelamento foi quantificado e utilizado para inferir os
efeitos do tratamento. Uma unica administragdo de AYA reduziu a expressao do
congelamento em relagéo ao grupo controle durante a sessédo de extingdo, mas no
teste de retencdo da extingdo da memoria aversiva os grupos nao diferiram. Para
avaliar se a diferenca observada durante a sessao de extincdo decorreria de
alteracbes na ansiedade ou exploragcao geral, animais condicionados ao contexto
foram tratados com a mesma dose de AYA e submetidos ao LCE, onde ndo houve
diferencas relativas ao controle, sugerindo que tal efeito ndo estaria acompanhado de
alteragdes na ansiedade ou exploragao geral. Apos realizarmos duas vezes (em dias
consecutivos) a associagao de AYA (0,3 mg/Kg de DMT) com a sesséao de extingao,
o tratamento foi capaz de facilitar a extingdo da memoaria aversiva durante as sessoes
de extingao, efeito mantido no teste de reteng¢ao da extingdo de memoarias com 1 e 21
dias de idade. Nao houve alteragbes no congelamento expresso em um contexto
neutro e nao-condicionado e, como predito, apds uma sessao de reinstalagdo da
mem©éria original, os grupos voltaram a expressar niveis semelhantes de
congelamento em ambos os casos. Em conjunto, tais resultados sugerem que a AYA
pode facilitar a extingdo de memorias aversivas contextuais recentes e remotas em
ratos.

Palavras-chave: Aprendizagem e memodria; ansiedade; condicionamento aversivo
contextual; psicodélicos; serotonina.



ABSTRACT

Aversive memories and "physiological" anxiety are necessary for animals' defense and
consequent survival. The extinction of aversive memories is a representative process
of behavioral adaptation, as a neutral, inhibitory memory is formed that suppresses the
original aversive memory. This process has been studied in rodents due to its similarity
with cognitive behavioral therapies in the clinic. Scientific evidence suggests that the
serotonergic system regulates the extinction of aversive memories. Ayahuasca (AYA)
is a beverage obtained from the decoction of Psychotria viridis leaves and
Banisteriopsis caapi bushes, which contain substances that enhance serotonergic
function, particularly the psychedelic substance agonist of serotonergic receptors N,N-
dimethyltryptamine (DMT). This work aimed to investigate the effects of AYA on the
extinction of recent (1 day old) and remote (21 days old) contextual aversive memories,
in addition to the influence on the expression of exploratory and defensive behaviors
related to anxiety using adult male Wistar rats. The elevated plus-maze (EPM)
paradigm was used to assess parameters related to anxiety and general exploration
activity one and twenty-four hours after oral treatment with AYA (containing 0.1, 0.3,
or 1.0 mg/Kg of DMT) or vehicle solution (water). There were no significant differences
between groups, suggesting that AYA does not alter anxiety-related and general
exploration behaviors in this dose range. A contextual aversive conditioning protocol
was used in the experiments related to the extinction of aversive memories. Animals
conditioned to context A were treated with AYA (0.3 mg/Kg of DMT, orally) one hour
before the extinction session (context A) and subsequently tested to assess extinction
retention (context A), generalization (context B), and reinstatement (context A) of the
memory. In all tests, the freezing behavior time (in seconds) was quantified and used
to infer treatment effects. A single administration of AYA reduced freezing expression
relative to the control group during the extinction session, but the groups did not differ
in the fear extinction retention test. To assess whether the difference observed during
the extinction session was due to changes in anxiety or general exploration, animals
conditioned to the context were treated with AYA and submitted to the EPM, in which
there were no differences relative to the control group, suggesting that changes in
general anxiety or exploration did not accompany that effect. When we repeated the
association of AYA (0.3 mg/Kg of DMT) with the extinction session twice, on
consecutive days, treatment was able to facilitate the extinction of the aversive memory
during the extinction sessions, an effect maintained in the retention test for both 1- and
21-days old memories. There were no changes in freezing expressed in a neutral,
unconditioned context. As predicted, the groups returned to expressing similar freezing
levels following the reinstatement of the original memory. These results suggest that
AYA (containing 0.3 mg/Kg of DMT) may enhance the extinction of recent and remote
contextual aversive memories in rats.

Keywords: Anxiety; contextual aversive conditioning; learning and memory;
psychedelics; serotonin.
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1 INTRODUGAO

1.1 AS MEMORIAS AVERSIVAS

A formagao e manutengcao de memdrias aversivas possui papel fundamental
nas nossas vidas. O medo € uma emocao dotada de efeitos poderosos no
comportamento e fisiologia entre as espécies animais (GROSS; CANTERAS, 2012) e
a exposicdo a situagdes de medo agudo gera alteragbes emocionais potentes,
ativando um sistema comportamental de defesa cuja fungao biolégica é nos proteger
de ameacas ambientais perigosas (FENDT; FANSELOW, 1999; ASOK et. al., 2019).
Armazenar, reter e reativar informacbes de medo previamente aprendidas é
necessario para o enfrentamento de perigos e sobrevivéncia dos animais. Para que
isso acontega, € necessaria uma orquestra ordenada de processos moleculares,
celulares e comunicagao entre regides encefalicas. Inicialmente, ocorre a aquisigao
da informacgao, formando uma meméria labil, que é gradualmente estabilizada através
do processo de consolidagdo (IZQUIERDO et. al., 2016; TROYNER; BERTOGLIO,
2021). Essa memoria estavel fica armazenada e pode ser evocada, gerando
alteragdes comportamentais (CUMMINGS et. al., 2019).

O processo de consolidagao envolve transcricdo génica e sintese proteica além
de alteragdes morfologicas de plasticidade sinaptica para que se forme o que
chamamos de engrama. O engrama é um conjunto neuronal que representa a
atividade concomitante de um grupo especifico de neurénios, podendo abranger um
amplo repertério de fungdes cerebrais, incluindo a memaria (CARRILLO-REID, 2022).
A atividade destas células é necessaria e suficiente para a recuperacdo da memoria
consolidada, que se torna novamente instavel, sendo necessario outro processo
dependente de sintese proteica, a reconsolidacédo, para que ocorra reestabilizagcido
(HAN et. al., 2022).

Para estudar as memorias, sdo utilizadas diversas formas de condicionamento.
O condicionamento classico foi inicialmente descrito por lvan Pavlov, em 1927, que

observou o condicionamento apetitivo. No experimento de Pavlov, cachorros
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aprenderam a associar o som de uma sineta ao ato de receber alimento, e
gradualmente passaram a apresentar respostas fisiolégicas ade salivagao apenas por
ouvir som da sineta, mesmo sem a apresentagdo da comida, ou seja, aprenderam que
0 som precedia o alimento. Até os dias atuais, os trabalhos que utilizam variadas
formas de condicionamento baseiam-se nos fundamentos obtidos através deste
experimento, tendo por base a associagao entre um estimulo neutro e um estimulo de
valéncia emocional (positiva ou negativa), onde o estimulo neutro passa a adquirir

valéncia emocional, tornando-se condicionado (PAVLOV, 1927).

As memoérias aversivas, foco deste trabalho, podem ser estudadas
empregando condicionamentos baseados no pareamento entre um estimulo aversivo
(como choques) associado a uma pista previamente neutra (como um contexto ou um
som), fazendo com que animais (de laboratorio e humanos) passem a experienciar
um estado de aversdo/medo condicionado quando apenas a pista previamente neutra
estiver presente, sem o estimulo aversivo. A expressdo do medo condicionado
aprendido fornece uma resposta critica relacionada a sobrevivéncia por ativar uma
gama de comportamentos defensivos (FENDT; FANSELOW, 1999).

Nem todas as memdrias sdo criadas com a mesma valéncia: algumas
experiéncias sdo bem lembradas, enquanto outras ndo, dependendo da relevancia
emocional delas, associada a capacidade de ativar sistemas envolvendo horménios e
redes neurais que regulam o processamento das memorias (ROOZENDAAL et. al.,
2011). Situagdes de estresse intenso e/ou prolongado, inseguranga e experiéncias
traumaticas podem fazer com que as memadrias percam sua funcgao fisioldgica de
defesa, gerando transtornos (WILLIAMSON et. al., 2021).

1.2 TRANSTORNOS DO ESTRESSE POS-TRAUMATICO E ANSIEDADE

A experiéncia de um trauma intenso leva a formagéo de memoérias aversivas
duradouras, que podem desencadear o desenvolvimento do transtorno do estresse
pos-traumatico (TEPT) (SILVA et. al., 2018), uma condigao psiquiatrica associada com
memorias aversivas disfuncionais (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION,
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2014). No TEPT, a habilidade de alterar rapidamente o comportamento frente a
mudancgas de circunstancia, chamada de flexibilidade cognitiva, esta frequentemente
prejudicada ou interrompida (IZQUIERDO et. al., 2017), e o medo se torna
inapropriado (intenso, generalizado), perdendo sua fung&o biolégica benéfica e
causando muito mal a quem o sente (MAHAN; RESSLER, 2012).

A ansiedade € uma emocdo que faz parte do repertério normal das
experiéncias diarias de qualquer individuo sadio, estando associada a tensao
muscular, estado de alerta e preparacdo para potencial perigo futuro (SHIN e
LIBERZON, 2010). Apesar de biologicamente necessaria para a sobrevivéncia,
quando os estimulos que desencadeiam esta resposta de defesa sdo muito intensos
ou inapropriados em relagdo a causa, a ansiedade deixa de ter uma fung¢ao adaptativa
e passa a ser caracterizado como transtorno. Os transtornos de ansiedade
manifestam-se como a ativacdo inapropriada de mecanismos naturais de
comportamentos de defesa (FANSELOW; PONNUSAMY, 2008). Em animais de
laboratorio, podemos observar comportamentos de avaliagéo de risco, abordagem e
evitacdo, expressos perante a exposi¢cao a estimulos ou ambientes potencialmente

aversivos que o sujeito possa explorar (BLANCHARD et. al., 2011).

O TEPT era classificado como um transtorno relacionado a ansiedade até o
ano de 2014, no qual, com a publicacdo da quinta edigdo do Manual Diagndstico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5), passou a ser associado com transtornos
relacionados ao estresse e trauma (WILLIAMSON et. al.,, 2021). Apesar da
reclassificacdo, os transtornos de ansiedade e o TEPT possuem caracteristicas
similares, incluindo a capacidade prejudicada de discernimento entre situagoes
seguras e potencialmente perigosas, dificuldade de extinguir memodrias aversivas
(MILAD et. al., 2008), além de semelhangas em termos de diagndstico, tratamento e
comorbidades, que se refletem devido as bases moleculares e de circuitos neuronais

envolvidos na geragao dos sintomas (WILLIAMSON et. al., 2021).

Com base em resultados de estudos em ratos e camundongos, as regides
encefalicas envolvidas na ansiedade séo similares as envolvidas na modulagao das
memorias aversivas, incluindo possiveis desequilibrios na fungdo do cortex pré-
frontal, hipocampo, hipotalamo, do septo lateral, do nucleo central da amigdala e da
substancia cinzenta periaquedutal (IZQUIERDO et. al., 2016; CHEN et al., 2021). Os
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mecanismos moleculares também sao similares, envolvendo hormoénios
glicocorticoides e neurotransmissores como noradrenalina e serotonina (MERZ;
WOLF, 2022).

1.3 O PROCESSO DE EXTINGAO DE MEMORIAS AVERSIVAS

A extingdo € um novo aprendizado, envolvendo o recrutamento de circuitarias
encefalicas complexas, sendo um processamento representativo de alteracéo
comportamental extensamente estudado devido a sua similaridade com terapias
cognitivas aplicadas na clinica (BOUTON et. al., 2021) para o tratamento do TEPT,
apresentando sucesso na remissao dos sintomas. O processo de extingdo consiste
na exposigcdo longa e/ou repetida a estimulos ligados ao trauma, porém em um
ambiente neutro e seguro, resultando na atenuacdo da expressdo da memoria
traumatica (SILVA et. al., 2018).

Em animais de laboratério, a aquisicdo da extingao refere-se ao aprendizado
inicial que ocorre quando as respostas relacionadas ao medo reduzem dentro de uma
sessao de exposicao ao estimulo condicionado, sem apresentagcdao do estimulo
aversivo. Este processo € consolidado nas horas subsequentes, formando uma
memoria de extingdo estavel; apds este processamento, a nova apresentacao do
estimulo condicionado gera niveis de expresséo de respostas defensivas baixos se a
extingdo for bem-sucedida (QUIRK et. al, 2007).

Diferente do que o nome faz pensar, a extingdo € a reducédo da expressao da
resposta defensiva que ocorre quando o estimulo incondicionado esta ausente, nao
sendo a memoaria aversiva apagada do repertorio comportamental de um organismo,
mas novamente aprendida, costumeiramente caracterizada como inibida. Essa nova
memoria inibitéria compete e inibe a memdria original aversiva, que gera o
comportamento defensivo de congelamento ou freezing (MILAD; QUIRK, 2012).
Assim, o aprendizado original fica ao menos parcialmente intacto no encéfalo mesmo

que o comportamento tenha sido extinto (BOUTON et. al., 2021).
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Quando o sujeito que teve a memodria aversiva devidamente extinta é
novamente exposto a um estimulo incondicionado (igual ou menor do que o original),
ocorre a reinstalacdo, isto €, a memdria aversiva original volta a ser expressa
comportamentalmente (QUIRK; MUELLER, 2008; BOUTON, 2021). Ainda, como a
extincdo € dependente do contexto, as respostas de medo a um estimulo aversivo
previamente extinto sdo instaladas em um novo contexto, diferente daquele no qual
ocorreu a extingdo (MYERS; DAVIS, 2002; MILAD et. al., 2006). Além disso, o
comportamento extinto sofre recuperacdo espontdanea quando as respostas
condicionadas sao testadas um longo periodo apdés a conclusdao da extingao
(BOUTON, 2021). Até mesmo o primeiro trabalho realizado por Pavlov (1927)
esclareceu que um comportamento “extinto” pode retornar ou se recuperar
espontaneamente ao longo do tempo, isso por que a memoria aversiva original é
suprimida no processo de extingdo, porém continua a existir, permanecendo propensa
a ressurgir (SILVA; GRAFF, 2023).

Figura 1: Processo de extingdo de memorias aversivas

Formacéo da
memaoria Extingédo da memoria aversiva Reinstalacao
aversiva

Recuperagao
espontanea

Congelamento

Figura 1: A meméria aversiva formada é expressa por um alto nivel de congelamento. A medida em
que ocorre a aquisicdo da extingdo, a expressdao do comportamento de congelamento reduz
gradualmente, podendo sofrer reinstalagao quando o individuo € novamente exposto a um estimulo
aversivo, ou ainda se recuperar espontaneamente ao longo do tempo. Fonte: Imagem elaborada pela

autora, criada utilizando o Biorender.
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Memodrias aversivas remotas (isto é, formadas ha mais de 21 dias, em animais
de laboratorio) sdo mais dificeis de modular (SILVA; GRAFF, 2023), porém, a extingéo
da expressao da resposta defensiva ainda ocorre longos periodos apos o estimulo
aversivo (SILVA et. al., 2018). O estudo da extingcdo de memorias aversivas remotas
em modelos animais € de grande potencial translacional, uma vez que a intervengao
clinica raramente ira ocorrer logo apos a situagao traumatica; apesar disso, sao

poucos os trabalhos que acessam este processo (TSAI; GRAFF, 2014).

As areas encefalicas como o cértex pré-frontal (CPF), hipocampo e amigdala
participam do processo de extingado (LIU et al., 2021). O CPF é dividido em areas que
possuem funcionalidades distintas, a destacar o CPF medial (CPFm), que é
subdividido em cértex cingulado anterior, cortex pré-limbico (PL) e cortex infralimbico
(IL) (PAREDES et.al., 2019). O cértex IL parece suprimir comportamentos defensivos
relacionados a ansiedade e medo, sendo considerado uma regidao responsavel pelo
controle inibitério (BARKER, 2013). Sabe-se que o cortex IL é fundamental para a
aquisicao e consolidacdo da extingcdo de memoarias aversivas recentes (DO-MONTE
et al., 2015) e remotas (AWAD et. al., 2015), sendo que sua inativagado durante a
extingdo dificulta a ocorréncia do processo. Na substancia cinzenta periaquedutal
(PAG) ventral e dorsal, parece existir uma subpopulagado de neurdnios resistentes ao
processo de extingado, sugerindo que essa regido desempenha fungao importante na

reativacdo de memorias aversivas extintas (WATSON et. al., 2016).

A nivel molecular, em situacdes de estresse intenso, sao liberados hormonios
(como por exemplo os glicocorticoides), neurotransmissores (como por exemplo a
noradrenalina, serotonina, dopamina, glutamato, GABA e endocanabinoides) e
neuropeptideos (como por exemplo a oxitocina e os opioides) que influenciam
processos relacionados ao medo, modulando a extingdo de memdrias aversivas
(CAMP; JOHNSON, 2015).

Em funcao do supracitado, intervencdes farmacolégicas que tenham por alvo
estes sistemas poderiam influenciar as varias etapas da extincdo da memoaria aversiva
(CRASKE et. al., 2022). Do ponto de vista translacional, seria interessante associar
as sessodes de extingdo uma ou mais substancias capazes de otimizar a aquisi¢ao ou
retengdo da memoria de extingdo (MERZ; WOLF, 2022).
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1.4 A SEROTONINA E OS PSICODELICOS

No ano de 1937, o cientista Vittorio Erspamer identificou uma substancia
presente nas células enterocromafins do intestino de coelhos, responsavel por causar
contragdo de células do musculo liso. Erspamer deduziu, através de testes
colorimétricos, que se tratava de uma molécula contendo grupamento indol e a
nomeou enteramina (ERSPAMER; VIALLI, 1937). Posteriormente, essa substancia
passou a ser chamada de serotonina, por estar presente em grande quantidade no
soro e exercer efeitos na coagulagdo sanguinea, sendo extensamente estudada como
possivel vasoconstritor (WHITAKER-AZMITIA, 1999). Em 1949 o pesquisador
Maurice Rapport foi capaz de isolar a serotonina no soro e determinar sua estrutura
quimica: a 5-hidroxitriptamina (RAPPORT, 1949). Em 1951, a serotonina podia ser
isolada e sintetizada, mas ainda ndo se conhecia a sua fung¢do. Essa questao intrigava
a cientista Irvine Page, que buscava, sem sucesso, encontrar na serotonina um
possivel tratamento para desordens do ténus vascular. A identificagdo da serotonina
no encéfalo, como neurotransmissor, foi resultado do trabalho da pesquisadora Betty
Twarog, em colaboragdo com Irvine Page (TWAROG; PAGE, 1953).

Atualmente, sabe-se que a serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT), € uma
indolamina biogénica que deriva do metabolismo do aminoacido essencial triptofano,
o qual é obtido através da dieta, por meio de alimentos como: banana, ovo, leite,
chocolate amargo, queijo, améndoas, arroz integral, mel, nozes, sementes e graos
(SOUSA et. al., 2021). A nivel sisttmico, a serotonina desempenha agdes
importantes, como termorregulagao, ativacdo da agregacao plaquetaria, contragdes
uterinas, broncoconstricdo, vasoconstricdo, motilidade gastrointestinal (BORROTO-
ESCUELA et al.,, 2021) e modulagcdo da resposta imune (MONDANELLI; VOLPI,
2021). No sistema nervoso central, age como neurotransmissor, controlando diversas
fungdes como a modulagao do humor, resposta ao estresse, temperatura corporal,
sono e apetite (BORROTO-ESCUELA et al., 2021; KANOVA; KOHOUT, 2021).

A serotonina estd altamente concentrada em neurbnios especificos cujos
corpos celulares estao localizados na parte superior do bulbo, na regido da rafe (por
isso chamados de nucleos da rafe), com projegdes direcionadas para diversas regides
do encéfalo (AGHAJANIAN; LIU, 2009). A sintese deste neurotransmissor inicia com

a hidroxilagao do L-triptofano pela enzima triptofano hidroxilase (TPH), produzindo 5-
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hidroxitriptofano (5-HTP), que sofre agdo da enzima 5-hidroxitriptofano-
descarboxilase (TDC) gerando serotonina. Quando liberado na fenda sinaptica
mediante potencial de agao, esse neurotransmissor age nos seus diversos receptores
pré e pos-sinapticos, é recaptado por transportadores e degradado nos neurdnios pré-
sinapticos por enzimas, tal como a monoamina oxidase A (MAO-A) (BADER et. al.,
2020).

Figura 2: Sintese da serotonina e vias serotonérgicas
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Figura 2: (A) A serotonina € sintetizada na regido dos nucleos da rafe e os neurbnios
serotonérgicos projetam-se para diversas regides do encéfalo (humano), a destacar o cortex pré-frontal
ventromedial. (B) O aminoacido triptofano é convertido em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela enzima
triptofano hidroxilase (TPH), e posteriormente o 5-HTP é convertido em serotonina pela enzima 5-
hidroxitriptofano-descarboxilase (TDC). A serotonina é armazenada em vesiculas e liberada na fenda
sinaptica mediante potencial de acdo, podendo ligar-se aos seus receptores, ativando-os, ou ser
recaptada por transportadores e degradada em acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) pela enzima
mitocondrial monoamina oxidase (MAQ). Fonte: Imagem elaborada pela autora, criada utilizando o

Biorender.
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As regides encefalicas envolvidas no processamento de memorias aversivas e
comportamentos relacionados a ansiedade, incluindo CPFm, amigdala e hipocampo,
possuem grande concentragdo de receptores 5-HT (BAUER et. al., 2015). Existem 7
familias conhecidas de receptores serotonérgicos, sendo que a maioria deles s&o
acoplados a proteina G (5-HT1, 2, 4, 5, 6, 7) com excec¢ao do 5-HT3, que € um canal
ibnico (FILIP; BADER, 2009; BADER et. al., 2020).

Tratando-se dos efeitos da ativacdo de receptores serotonérgicos sobre
comportamentos relacionados a ansiedade e extingdo de memdrias aversivas,
destacam-se os receptores do tipo 5-HT1A e 5-HT2A. Agonistas dos receptores 5-
HT2A parecem exercer efeitos ansiogénicos e de aumento da extingado de memorias
aversivas, enquanto agonistas dos receptores 5-HT1A parecem ser ansioliticos e
prejudicar a extingdo de memodrias aversivas contextuais (BAUER et. al., 2015) em

estudos realizados utilizando ratos e camundongos.

Os efeitos comportamentais supracitados podem estar relacionados com ag¢des
fisioloégicas da serotonina nas sinapses do hipocampo ou da amigdala, uma vez que
variagdes nos genes que controlam a produgao destes receptores podem influenciar
o condicionamento e a extingdo de meméarias aversivas (IZQUIERDO et. al., 2016).
Além disso, as vias de sinalizagado intracelulares ativadas por estes receptores
desencadeiam respostas celulares distintas: os receptores 5-HT2A (localizados nos
neurdnios pos-sinapticos) sdo acoplados a proteina Gq, cuja ativagdo gera aumento
da formacgao de Inositol trifosfato (IP3) e ativagdo da proteina kinase C (PKC) pelo
diacilglicerol (DAG), culminando no aumento da concentracéo intracelular de calcio e
consequente excitagao neuronal; os receptores 5-HT1A (localizados nos neurénios
pré e pés-sinapticos) sdo acoplados a proteina Gi, que quando ativada, leva a redugao
de AMPc e da concentragao intracelular de calcio, gerando inibicdo neuronal (KWAN
et. al., 2023). Estes efeitos sobre a fungao celular podem auxiliar no entendimento das
diferengas comportamentais observadas pela ativagao destes receptores.

A regulacdo do sistema serotonérgico por meio de antidepressivos inibidores
seletivos da recaptacédo de serotonina (ISRS) é utilizada para o tratamento de
transtornos de ansiedade generalizada, e, de forma paliativa, para o TEPT (BAUER
et. al., 2015). Apesar de evidenciado em animais de laboratério que o tratamento

crbnico com ISRS facilita a aquisicido da extincdo de memorias aversivas
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(BURGHARDT; BAUER, 2013), na clinica, o tratamento por vezes é ineficaz na
remissdo completa dos sintomas, demora de 2 a 4 semanas para comegar a gerar
efeitos benéficos, &€ associado a uma gama de efeitos adversos (HOSKINS et. al.,
2015) e apesar de comparavel, ndo supera a terapia cognitiva comportamental em
seus efeitos (LEE; STEIN, 2022) o que estimula novos estudos acerca de substancias
que possam modular o sistema serotonérgico de maneira mais eficaz para o

tratamento destes transtornos psiquiatricos.

A histéria da serotonina no encéfalo relaciona-se com o estudo das substéncias
psicodélicas, capazes de alterar a percepgao (provocando efeitos alucindégenos) e o
humor, além de afetar um grande numero de processos cognitivos (KWAN et. al.,
2022). No comecgo da década de 1950, com a elucidagdo da estrutura quimica da
dietilamida do acido lisérgico (LSD), realizada por Albert Hoffman, foi possivel
observar que ha relacao estrutural entre a serotonina e esta substancia alucinégena,
descoberta evidenciada por Dilwoth Wayne Woolley. Wolley combinou o trabalho de
Betty Twarog a descoberta de Albert Hoffman e hipotetizou que a serotonina teria
papel importante na fisiopatologia dos transtornos mentais (WOOLLEY; SHAW,1954).
Com o passar dos anos, uma ampla variedade de substancias psicodélicas com
estrutura de indolamina (similares a serotonina) foram identificadas, como por
exemplo a N-N-dimetiltriptamina (DMT) (NICHOLS, 2016).

As substancias psicodélicas podem ser divididas em quatro classes, baseado
no perfil farmacoldgico e estrutura das moléculas: psicodélicos classicos (que sao
agonistas dos receptores 5-HT2A), empatdégenos (que alteram a liberacdo e
recaptacdo de serotonina e dopamina), agentes anestésicos dissociativos
(antagonistas dos receptores N-metil-D-aspartato [NMDA]) e alucindgenos atipicos

(que afetam multiplos sistemas de neurotransmisséo) (REIFF et. al., 2020).

A DMT, presente na ayahuasca, age como agonista dos receptores
serotonérgicos do tipo 5-HT2A, 5-HT1A e 5-HT2C localizados em estruturas corticais
e subcorticais (PELLER et al., 2017) e destaca-se pelo potencial de servir como
alternativa terapéutica eficaz em estudos clinicos, fato que estimula a realizacao de
estudos pré-clinicos para melhor elucidar seu mecanismo de agdo (SANTOS;
HALLAK, 2021). Devido a capacidade que a DMT possui em gerar neuroplasticidade

de maneira rapida e duradoura (KWAN et. al., 2023), o estudo dos efeitos pés-agudos
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desta substéncia € de grande valia para avaliar as alteracbes encefalicas que

permanecem apos a depuragao da droga.

Investigando o processamento de emogdes, alguns estudos tém demonstrado
que psicodélicos podem reduzir a resposta a estimulos emocionais negativos em
ambientes experimentais controlados, possuindo capacidade de aumentar a
sinaptogénese, melhorando conexdes sinapticas, causando efeitos benéficos a longo
prazo apos uma unica administragdo (VOLLENWEIDER; PRELLER, 2020), o que
estimula o estudo dos efeitos pds-agudos (ou seja, apos a depuragao da droga) de
psicodélicos como a DMT. De modo geral, agonistas dos receptores serotonérgicos
parecem facilitar a extingdo de memdrias aversivas associadas ao som, além de
atenuar comportamentos relacionados a ansiedade (CAMERON et al., 2018), porém
a extingdo de memodrias aversivas associadas ao contexto ainda nao foi avaliada, bem
como a extingdo de memorias remotas. Além disso, as doses utilizadas em
tratamentos que avaliam a DMT isolada s&o altas e produzem comportamentos
relacionados a alucinagdes nos ratos e camundongos, como a resposta de contragao
da cabecga (head-twitch response) e tremores (“wet-dog” shakes) (JASTER et. al.,
2022). Em termos translacionais, seria interessante a utilizagcado de baixas doses de
DMT, que nao possuam tais efeitos psicomiméticos. Isso pode ser atingido utilizando
outras substancias que nao possuam efeitos psicodélicos e possam atuar em

sinergismo com a DMT, como no caso da ayahuasca.

1.5 AYAHUASCA

A palavra “ayahuasca” é originaria da lingua indigena quichua, onde “aya”
significa “alma” e “waska” significa “cipd”, ou seja, “cipé6 das almas” (MCKENNA,
2004). Esta bebida psicodélica obtida usualmente através da decocc¢éo de folhas de
Psychotria viridis (planta que contém abundante quantidade de DMT) e arbustos de
Banisteriopsis caapi (planta rica em beta-alcaldides, tais como harmina, harmalina e
tetrahidroharmina) vem sendo utilizada ha muitas décadas por povos indigenas da
América do Sul, fazendo parte da medicina tradicional da Amazénia (RIBA et. al.,
2001; BERLOWITZ et. al., 2019).
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Quando ingerida, por via oral, os beta-alcaléides presentes na ayahuasca
(principalmente harmina) atuam como inibidores da enzima MAO-A intestinal,
responsavel pela degradagéo da serotonina e também da DMT, assim, permitindo que
a DMT seja absorvida (CARBONARO et.al., 2016) e possa chegar ao encéfalo em
quantidades suficientes para induzir efeitos farmacolégicos (BRITO-DA-COSTA et. al.,
2020). Além disso, parte destes alcaléides também s&o absorvidos e atuam inibindo
a MAO-A encefalica, o que pode produzir um efeito aditivo/sinérgico com a substancia
psicodélica DMT, potencializando a ativagdo do sistema serotonérgico (SANTOS;
HALLAK, 2016). Assim, pode-se utilizar menores doses de DMT, permitindo redugao
de possiveis efeitos adversos relacionados a estados de psicose/delirio, também
chamados de psicomiméticos (SANTOS; HALLAK, 2021).

A administracdo de harmina per se parece estar associada com efeitos
neuroprotetores, aumento da neurotrofina BDNF, reducédo da excitotoxicidade e do
estresse oxidativo no sistema nervoso central (LIESTER; PRICKETT, 2012; SANTOS;
HALLAK, 2016).

A DMT é uma molécula de baixo peso molecular (188.27 g/mol) e carater
hidrofébico (logP = 2.573) capaz de penetrar rapidamente a barreira
hematoencefalica (STRASSMAN, 1994). O efeito psicodélico da DMT parece ser
mediado pela ativagao dos receptores 5-HT2A (MCKENNA et al., 1984), aos quais
ela se liga com afinidade moderada (Ki = 127-1200 nM, IC50 = 75-360 nM)
(MCKENNA et al. 1990; RAY et. al., 2010). Além dos receptores 5-HT2A, a DMT
também ativa receptores 5-HT1A (Ki = 183 nM, IC50 = 170 nM) e 5-HT2C (Ki = 360-
2630 nM, IC50 = 360 nM), que contribuem para outros efeitos psicoativos
(MCKENNA et al. 1990; RAY et. al., 2010; HIRSCHFELD; SCHMIDT, 2021). Em
ratos, a DL50 reportada para injegao intraperitoneal de DMT é 47 mg/Kg; no caso da
administracao intravenosa, a DL50 é 32 mg/kg; em humanos, por via intravenosa, é
estimada em 1,6 mg/Kg; quando administrada em forma de ayahuasca (via oral), a
DL50 em humanos é estimada em 8 mg/Kg, uma vez que nem toda a DMT ingerida
torna-se biodisponivel (CALLAWAY et. al., 2005).

Apesar dos efeitos adversos, que incluem aumento moderado na pressao
arterial, frequéncia cardiaca, temperatura corporal, diametro pupilar, nauseas e

vémitos, a ayahuasca é um composto de boa seguranca (OSORIO et. al. 2015;
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NUNES et. al., 2016). Em ratos, a administracdo de doses extremamente altas de
ayahuasca durante 30 dias consecutivos nao causaram comprometimentos
cognitivos graves, suportando evidéncias sobre a seguranga da ingestdo da
ayahuasca (DALDEGAN-BUENO et. al., 2021).

Em termos de eficacia, a maioria dos estudos clinicos utilizando tratamentos
com ayahuasca em pacientes diagnosticados com Transtorno Depressivo Maior
evidenciaram melhora nos sintomas depressivos apdés uma unica dose da bebida
(OSORIO et. al., 2015), inclusive em pacientes refratarios ao tratamento
antidepressivo usual (PALHANO-FONTES et. al.,, 2018), sendo que estes efeitos
persistiram por mais de 3 semanas apos a ingestao. A administragdo de ayahuasca
também reduz sintomas da sindrome de retirada de drogas em pacientes
dependentes (NUNES et. al., 2016).

Os estudos que avaliam o efeito da ayahuasca para o tratamento de
transtornos de ansiedade e TEPT vem crescendo nos ultimos anos (SIEGEL et. al.,
2021), devido a sua habilidade descrita de alterar o estado de percepgdo e
consciéncia, permitindo que os sujeitos se sintam mais relaxados e introspectivos,
demonstrando grande potencial terapéutico (HAMILL et. al., 2019; SAEGER;
OLSON, 2021).

Os componentes da ayahuasca potencializam o sistema serotonérgico e
possuem propriedades anti-inflamatdrias e de neuroplasticidade, possuindo efeitos
neuroprotetores (ROSSI et. al., 2022). Evidéncias sugerem que a ayahuasca pode
reativar memoarias traumaticas suprimidas ha muito tempo, fazendo com que o
paciente que sofre de TEPT encare-as com empatia, assim explicando sua
capacidade curativa (MAIA et. al., 2023). Um estudo clinico acompanhou 1125
pacientes diagnosticados com ansiedade que consumiram ayahuasca, sendo que
destes, 70% reportaram melhora significativa e 4,5% reportaram piora nos sintomas,
fato que pode ter ocorrido devido a fatores psicologicos pessoais, numero de
ingestdes e percepgdes do ritual (SARRIS et. al., 2021). A falta de padronizagao, a
dificuldade de realizagdo de estudos controlados por placebo e o grande viés
interpessoal associado ao uso ritualistico tornam os ensaios clinicos acerca do uso
de ayahuasca desafiadores, uma vez que a percepgédo mistica de cada participante

difere e influencia o resultado.
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Atualmente os estudos pré-clinicos que avaliam os efeitos da ayahuasca (com
todos os seus componentes) no ambito da memdédria e ansiedade demonstram
resultados promissores, porém ainda s&o escassos. A administragdo de ayahuasca
por via oral em uma ampla faixa de doses aumentou os niveis de serotonina na
amigdala e hipocampo de ratos, areas conhecidas por sua relagdo com a memoria
(CASTRO-NETO et. al., 2013).

Em ratos tratados de forma crénica com altas doses de ayahuasca, n&o houve
efeito ansiolitico relacionado a exploracdo de um novo ambiente ansiogénico,
sugerindo que baixas doses deste composto deverdao ser avaliadas em estudos
futuros (DALDEGAN-BUENO et. al., 2021). Ainda, a administracdo crénica de
ayahuasca parece causar alteragcdes de plasticidade capazes de melhorar o
aprendizado e memoria em ratos submetidos ao condicionamento aversivo
contextual, até mesmo apds o final do tratamento, analisado por modificacoes
comportamentais (FAVARO et. al., 2015) o que estimula estudos acerca dos efeitos

pos-agudos da ayahuasca.

Uma unica administracdo de baixas doses de ayahuasca parece prejudicar a
reconsolidacdo de memarias aversivas contextuais em ratos, sem causar alteracoes
comportamentais relacionadas a ansiedade (DANELUZ et. al., 2022). Estudos
acerca das possiveis alteragdes comportamentais causadas pelo tratamento agudo,
pos agudo e repetido na extingdo de memorias aversivas contextuais e em
parametros relacionados a ansiedade fazem-se necessarios para melhor

compreender seu potencial translacional e mecanismos de acao.

2 HIPOTESE

A hipétese de trabalho € que o tratamento com duas administragdes repetidas,
mas nao com uma unica administracdo de ayahuasca, é capaz de facilitar o processo
de extingdo de memorias aversivas contextuais recentes e remotas em uma faixa de

dose incapaz de alterar comportamentos relacionados a ansiedade.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos do tratamento com uma e duas administragcdes de
ayahuasca sobre a extingdo de memoarias aversivas contextuais recentes e remotas,

além da expressao de comportamentos defensivos relacionados a ansiedade.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Investigar os efeitos do tratamento oral agudo e pds-agudo com diferentes doses
de ayahuasca sobre comportamentos exploratérios e defensivos relacionados a

ansiedade em ratos submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado (LCE);

b. Investigar os efeitos de uma unica administracdo oral de ayahuasca sobre a
aquisicao e retencao da extingdo de memorias aversivas contextuais recentes em

ratos;

c. Avaliar os efeitos do tratamento oral com ayahuasca sobre comportamentos
exploratérios e defensivos relacionados a ansiedade em ratos previamente

condicionados ao contexto e submetidos ao teste do LCE;

d. Investigar os efeitos da administracdo oral repetida de ayahuasca sobre a
aquisicao e retencao da extingdo de memorias aversivas contextuais recentes em

ratos;

e. Avaliar os efeitos do tratamento repetido com ayahuasca sobre a aquisi¢ao e

retengao da extingdo de memorias aversivas contextuais remotas em ratos.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 ANIMAIS E CONDICOES DE LABORATORIO

Foram utilizados no estudo 178 ratos Wistar machos com idade entre 90 a 130
dias, pesando 300-450 gramas. Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA), com numero de projeto 5934221121. Os animais foram
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina,
mantidos no biotério do Laboratério de Neuropsicofarmacologia a temperatura de
22°C = 2°C com livre acesso a agua e ragao, em ciclo claro/escuro de 12:12 h
iniciando as 7:00 h, agrupados em quatro por caixa. Todas as manipulagdes foram

realizadas durante o ciclo claro.

4.2 TRATAMENTO: AYAHUASCA (AYA)

A AYA foi produzida pela igreja Santo Daime Rainha do Céu (Ribeirdo Preto -
SP, Brasil) (SILVEIRA et. al., 2020) e doada em junho de 2021 ao nosso laboratdrio,
que imediatamente a armazenou em freezer -80 °C e descongelou aliquotas minutos
antes do tratamento em cada um dos experimentos. Todos os experimentos foram
realizados utilizando o mesmo lote de AYA. O teor de DMT e dos principais alcaloides
da decoccado foi determinado por Silveira e colaboradores (2020) utilizando
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Associada a espectrometria de massas em
tandem (CLAE-MS) e a quantificagdo dos principais componentes esta apresentada
na Tabela 1. Para manter sua estabilidade, a AYA pode ser liofilizada (DALDEGAN-
BUENO et. al., 2021) ou congelada (SILVEIRA et. al., 2020), sendo a ultima utilizada
neste trabalho devido as nossas condicoes de laboratério. As doses de AYA
(conforme descrito posteriormente) foram calculadas levando-se em consideragéo o
teor de DMT e o diluente utilizado foi agua destilada. A administracao da AYA foi
realizada por via oral, através de gavagem, uma hora antes do teste.
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Tabela 1: Componentes da AYA

Substancia Teor (mg/mL)
DMT 0,45
Harmina 0,30
Tetrahidroharmina 0,59
Harmalina 2,07

Tabela 1: Principais substancias que compdem a AYA e seu respectivo teor em mg/mL (SILVEIRA et.
al., 2020).

4.3 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

O teste do LCE tem por objetivo avaliar o comportamento exploratério e
defensivo relacionado a ansiedade dos ratos. O aparato (marca Insight, Brasil)
consiste em uma estrutura feita de madeira e coberta por laminas de férmica, em
forma de “+” elevada a uma altura de 50 cm da base de apoio, dotada de dois bragos
abertos e dois bragos fechados, medindo 50 cm de comprimento e 10 cm de largura,
sendo que os bragos fechados possuem paredes de 40 cm (conforme ilustrado na
figura 3).

Os animais sao posicionados no centro do aparato, com a cabeca voltada para
um dos bragos fechados e exploram livremente o LCE por 5 minutos, contabilizando
o tempo total do teste. Entre cada rato testado, foi realizada a limpeza do LCE com
solugao de etanol a 10% (v/v) e, ao final de cada dia de teste, com solugéo de etanol
a 70% (v/v). Os experimentos foram gravados e posteriormente analisados por um

observador cego aos tratamentos.

Os parametros utilizados para avaliar as medidas de comportamentos
relacionados a ansiedade, conforme descrito por Pellow et. al. (1985), incluem o
tempo de permanéncia do animal nos bragos abertos (TA, expresso em %TA;
[(TA/300) x 100]), o numero de entradas nos bragos fechados (EF) e o numero de
avaliagbes de risco (AR; caracterizada pela postura que o rato adota ao se esticar

partindo de um dos bragos fechados em dire¢cdo a um dos bragos abertos, retornando
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ao brago fechado em seguida, hesitando em entrar no brago aberto). As respostas
relacionadas a ansiedade nos ratos foram inferidas pela %TA e AR, enquanto a
atividade exploratoria foi avaliada pelo numero de EF (CAROBREZ; BERTOGLIO,
2005).

O protocolo de teste e reteste foi aplicado, sendo cada animal exposto a uma
segunda sessao no LCE, dois dias apds a primeira, com propésito de avaliar a
capacidade do rato adquirir, consolidar e reativar memdrias relacionadas a exploragao
das areas potencialmente perigosas do labirinto. Assim, na segunda exposi¢do ao
LCE, observa-se maior tempo nos bragos fechados e menor exploragao dos bragos
abertos, ou seja, ocorre alteracéo no padrao de exploracéo do aparato caso a memoria
de exploragao da primeira sessédo no LCE seja devidamente lembrada (CAROBREZ;
BERTOGLIO, 2005)

Figura 3: Labirinto em cruz elevado (LCE)

Figura 3: Labirinto em cruz elevado (LCE). Fonte: Imagem elaborada pela autora, criada utilizando

o Biorender.

4.4 CONDICIONAMENTO AVERSIVO CONTEXTUAL

O condicionamento aversivo contextual consiste no pareamento de um
estimulo neutro ou condicionado (o contexto) com um estimulo aversivo ou
incondicionado (choques nas patas), alterando assim a valéncia do estimulo de forma

que, quando exposto a ele novamente sem a apresentacado do estimulo aversivo, o
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individuo expresse respostas defensivas associadas ao medo (ex.: congelamento ou

freezing), indicando que houve associagao entre as informagdes apresentadas.
Os contextos utilizados foram:

e Contexto A: caixa retangular medindo 35 x 20 x 30 cm, com piso gradeado
acoplado a um gerador de choque elétrico, dotada de parede frontal e tampa
de acrilico (Insight, Brasil). Neste contexto, os animais foram familiarizados,

condicionados e testados (extingéo, teste A e reteste A).

e Contexto B: caixa quadrada medindo 30 x 30 x 30 cm cujas paredes e piso
sao de vidro transparente e a tampa € gradeada. Neste contexto ocorre o

teste B.

e Contexto C: caixa retangular que segue as mesmas caracteristicas do
contexto A, porém contém listras na cor preta nas paredes e teto, com cores
e texturas para tornar o contexto o mais diferente possivel do A. O contexto

C é utilizado para a etapa da reinstalagao.

Assim, conforme detalhado subsequentemente, o protocolo foi
padronizado da seguinte maneira: inicialmente, os animais foram expostos ao
contexto A durante trés minutos para uma sessao de familiarizagao, necessaria
para adquirir a representagao contextual inicial. No dia seguinte, foi realizado o
condicionamento, onde os animais foram colocados na mesma caixa e, apos
30 segundos, receberam 3 choques nas patas (1,0 mA, espagados entre si por
30 segundos), e apds mais 30 segundos, os ratos foram retirados da caixa de

condicionamento (totalizando uma sesséo de 2 minutos).

Apos o condicionamento, os animais passaram por uma ou duas
sessoes de extincdo precedidas de tratamento, nas quais foram expostos ao
contexto A durante 15 minutos, para que pudessem gradualmente formar uma
nova associagao (memoria de extingao). Posteriormente, os animais foram
submetidos ao teste A (duragdo de 3 minutos sem apresentagcao de choque),
que permite a avaliagao de respostas defensivas condicionadas ao contexto A,
além de avaliar se a memoria adquirida na sessao de extincao foi devidamente

consolidada. No dia seguinte ao teste A, os ratos foram expostos a um novo
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contexto (contexto B, caracterizando o teste B, com duragao de 3 minutos sem
apresentacao de choque) para avaliar a taxa de respostas defensivas
generalizadas perante um contexto n&o condicionado. No dia subsequente, os
animais foram submetidos ao contexto C, onde receberam um choque nas
patas (1,0 mA) com o objetivo de reinstalar a resposta extinta. Por fim, no dia
seguinte, os animais passaram pelo reteste A, desta vez para avaliar a taxa de
respostas defensivas apds a sessao de reinstalacdo. Entre cada rato testado,
foi realizada a limpeza do contexto com solugcéo de etanol a 10% (v/v) e, ao
final de cada dia de teste, com solugdo de etanol a 70% (v/v). O protocolo

completo esta ilustrado abaixo, na figura 4.

Em todos os casos, o comportamento de congelamento foi utilizado
como um indice de respostas defensivas, sendo este definido como a auséncia
total de movimentos do corpo, exceto aqueles necessarios para a respiracao
do animal (BLANCHARD; BLANCHARD, 1969). Desta maneira, as sessoes
foram filmadas e o tempo de congelamento expresso pelos ratos foi
quantificado (por um observador cego aos tratamentos) em segundos, a cada
minuto das sessdes e testes e expresso em porcentagem do tempo total de

cada etapa.
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Figura 4: Protocolo de condicionamento aversivo contextual
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Figura 4: A figura ilustra as etapas do protocolo utilizado, sendo que a letra contida entre parénteses

designa o contexto utilizado em cada etapa. Fonte: Imagem elaborada pela autora.

4.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.5.1 Experimento 1: Curva dose-resposta para avaliagao dos efeitos da AYA

sobre comportamentos exploratérios e defensivos relacionados a ansiedade

4.5.1.1 Experimento 1A: Efeitos agudos do tratamento com AYA no LCE

Neste experimento, quarenta e sete animais foram tratados por via oral
(gavagem) com AYA em baixas doses, de 0,1; 0,3 e 1,0 mg/Kg em teor de DMT ou
veiculo (agua destilada) (N = 11 a 13/grupo). Uma hora apds o tratamento, os animais
foram testados no LCE para avaliagdo do comportamento exploratério e relacionado
a ansiedade. Quarenta e oito horas apds a primeira exposi¢cao ao LCE, os animais
foram novamente submetidos ao teste, com a finalidade de reavaliar o comportamento

ap6s a depuragao da droga, além de observar se os ratos alteraram o padrao de
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exploracéo do aparato em fungéo da experiéncia prévia (CAROBREZ e BERTOGLIO,

2005). Este protocolo esta ilustrado na figura 5.

Figura 5: Protocolo referente ao experimento 1A.

AYA ou veiculo
(v.0.)

. ! — - —4s8h_o

A

LCE1 LCE2

Figura 5: A figura ilustra o protocolo referente ao experimento 1A. Fonte: Imagem elaborada pela

autora.

4.5.1.2 Experimento 1B: Efeitos p6s-agudos do tratamento com AYA no LCE

Para avaliar se o tratamento com AYA altera comportamentos relacionados a
ansiedade mesmo apds sua depuragao, neste experimento, quarenta e oito animais
foram tratados por via oral (gavagem) com AYA nas doses de 0,1; 0,3 e 1,0 mg/Kg em
teor de DMT ou veiculo (agua destilada) (N = 12/grupo). Vinte e quatro horas apés o
tratamento, os animais foram testados no LCE para avaliacdo do comportamento
exploratério e relacionado a ansiedade. Quarenta e oito horas apds a primeira
exposicao ao LCE, os animais foram novamente submetidos ao teste (LCE 2). Este

protocolo esta ilustrado na figura 6.
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Figura 6: Protocolo referente ao experimento 1B
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Figura 6: A figura ilustra o protocolo referente ao experimento 1B. Fonte: Imagem elaborada pela

autora.

4.5.2 Experimento 2: Efeitos de uma administragdo de AYA sobre a extingao de

uma memoria aversiva contextual com um dia de idade

Este experimento foi delineado com a finalidade de observar se uma
administracdo aguda de AYA facilita o processo de extingdo. Apds familiarizados e
condicionados ao contexto, vinte e dois ratos Wistar machos foram condicionados,
divididos aleatoriamente em dois grupos (N = 10 a 11/grupo) e tratados por via oral
(gavagem) com AYA (0,3 mg/Kg em teor de DMT) ou veiculo (agua), uma hora antes
da sessdo de extingdo (conforme protocolo descrito anteriormente no item 4.4 e
ilustrado na figura 2), para avaliar se a ingestdo de AYA nestas condi¢oes
experimentais facilita a aquisicdo e retencdo da extincdo de memdrias aversivas

contextuais.

4.5.3 Experimento 3: Avaliagcao do comportamento relacionado a ansiedade em
ratos previamente condicionados ao contexto e tratados com AYA
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Para avaliar se a redu¢édo do congelamento observada nos ratos tratados com
AYA durante a sessao de extingdo no experimento 2 seria devido a alteragao dos
comportamentos defensivos relacionados a ansiedade ou locomogao, dezenove
ratos foram familiarizados e condicionados ao contexto. No dia seguinte, estes
animais receberam tratamento com AYA (0,3 mg/Kg em teor de DMT) ou veiculo
(dgua) (N = 9 a 10/grupo), uma hora antes de serem submetidos ao LCE 1 e,

quarenta e oito horas depois, ao LCE 2, conforme ilustrado na figura 7.

Figura 7: Protocolo referente ao experimento 3
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Figura 7: A figura ilustra o protocolo referente ao experimento 3. Fonte: Imagem elaborada pela autora.

4.5.4 Experimento 4: Efeito de duas administragcées de AYA sobre a extingao de

uma memoria aversiva contextual com um dia de idade

Levando em consideracdo a analise dos resultados obtidos nos experimentos
anteriores, este experimento foi delineado com objetivo de avaliar se duas
administracdes de AYA seguidas de exposicdo a sessao de extingdo seriam
necessarias para o efeito deste psicodélico sobre o processo de aquisi¢ao e retencao
da memoria de extingdo. Assim, apds familiarizados e condicionados ao contexto,
vinte e dois ratos foram tratados por via oral (gavagem) com AYA (0,3 mg/Kg em teor
de DMT) ou veiculo (agua) (N = 11/grupo) e submetidos a sesséo de extingdo uma
hora apds o tratamento. No dia seguinte, 0 mesmo tratamento foi administrado e
seguido da sessao de extingao, de maneira igual a etapa anterior, como ilustrado na

figura 8.
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Figura 8: Protocolo referente ao experimento 4
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Figura 8: A imagem ilustra o protocolo do experimento contendo uma administragdo de AYA antes de
cada uma das duas sessdes de extingdo. A figura ilustra as etapas do protocolo utilizado, sendo que a
letra contida entre parénteses designa o contexto utilizado em cada etapa. Fonte: Imagem elaborada

pela autora.

4.5.5 Experimento 5: Efeito de duas administragées de AYA sobre a extingao de

uma memoria aversiva contextual com vinte e um dias de idade

Para avaliar se o efeito da administragao repetida de AYA se mantém no caso
de memorias aversivas remotas, neste experimento, vinte ratos passaram pelo
mesmo protocolo do experimento 4, apenas diferindo no intervalo entre o
condicionamento e a primeira sessao de extingao [precedida de tratamento com AYA
(0,3 mg/Kg em teor de DMT) ou veiculo], sendo este intervalo de vinte e um dias,

conforme ilustrado na figura 9.
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Figura 9: Protocolo referente ao experimento 5
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Figura 9: A imagem ilustra o protocolo de condicionamento aversivo contextual para avaliagido do
tratamento com administragbes repetidas de AYA sobre a extingdo de memorias remotas. A figura
ilustra as etapas do protocolo utilizado, sendo que a letra contida entre parénteses designa o contexto

utilizado em cada etapa. Fonte: Imagem elaborada pela autora.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

O calculo amostral foi realizado por meio do software GPower 3.1 (valor de alfa
de 0,05; poder estatistico de 0,95; tamanho de efeito de 0,8). O numero amostral foi
de pelo menos 8 animais por grupo. Inicialmente, o numero de animais por grupo foi
designado igualmente, porém por algumas perdas durante os experimentos (por
exemplo, animais que cairam do LCE ou que nao condicionaram), alguns grupos

tornaram-se desiguais.

Os resultados obtidos estdao expressos como média * erro padrao da média
(E.P.M.). Inicialmente, os testes de Shapiro-Wilk e Levene comprovaram que a

distribuicdo dos dados foi normal e homogénea, respectivamente, com valor de p >



38

0,05, ndo sendo necessaria a transformacgao dos dados. Posteriormente, foi aplicada
a analise paramétrica ANOVA (andlise de variancia) de uma via com medidas
repetidas, onde a variavel independente foi o tratamento e as variaveis dependentes
foram os parametros avaliados no LCE ou os niveis médios de congelamento,
quantificados em cada teste. Observando diferencga significativa na ANOVA (p < 0,05),
seguimos para avaliagao do tamanho do efeito de cada variavel independente (eta
quadrado; sendo np? > 0,14 considerado um grande efeito) e para o teste post-hoc de
Newman-Keuls (p < 0,05 considerado efeito significativo). Para as analises
estatisticas, o programa utilizado foi o TIBCO Statistica® 13.5 e para a construgdo dos

graficos o GraphPad Prism 8.02.
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5 RESULTADOS

5.1 EXPERIMENTO 1A: A ADMINISTRACAO ORAL DE AYA UMA HORA ANTES DO
TESTE NAO ALTEROU COMPORTAMENTOS RELACIONADOS A ANSIEDADE

A porcentagem de tempo nos bragos abertos avaliada no LCE (figuras 10B e
E) ndo foi influenciada pelo tratamento [F343)= 2,1, p = 0,12; np? = 0,12] ou interagao

entre tratamento e repeticdo do teste [F343)= 1,4, p = 0,26; np?= 0,09].

O comportamento de avaliagdo de risco nao foi influenciado pelo tratamento
[F3.43 = 3,8, p = 0,16; np? = 0,20] ou interagéo entre tratamento e repeticido do teste
[F343) =0,9, p =0,4; np? = 0,06] (figuras 10C e F).

Para o parametro de entradas nos bracos fechados, o tratamento nao
influenciou o comportamento [F 343)= 1,0, p = 0,39; ny? = 0,06] e ndo houve influéncia
da interagdo entre tratamento e repetigao do teste [F343) = 1,1, p = 0,36, np? = 0,07]
(figuras 10D e G).
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Figura 10: Experimento 1A: A administragao oral de AYA uma hora antes do teste nao alterou
os comportamentos relacionados a ansiedade. (A) Desenho experimental. A flecha verde indica o
momento do tratamento. (B) e (E) Ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
na porcentagem de tempo de permanéncia nos bracos abertos. (C) e (F) Nao houve diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos no niumero de avaliagdes de risco. (D) e (G) Nao houve
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos no nimero de entradas nos bragos fechados.
Os graficos B, C e D sao referentes ao teste (LCE 1) e os graficos E, F e G sao referentes ao reteste
(LCE 2). Os graficos apresentam os valores individuais e valores de média + E.P.M. (N = 11 a 13 por
grupo). Siglas: LCE = Labirinto em cruz elevado; TA = tempo nos bragos abertos; ARs = avaliagbes de
risco; EFs = entradas nos bragos fechados; VEI = veiculo; AYA = ayahuasca; DMT = N,N-

dimetiltriptamina.

5.2 EXPERIMENTO 1B: A ADMINISTRACAO ORAL DE AYA VINTE E QUATRO
HORAS ANTES DO TESTE NAO ALTEROU OS COMPORTAMENTOS
RELACIONADOS A ANSIEDADE

Quando os animais foram testados vinte e quatro horas apés o tratamento, nao

foram observadas diferengas significativas no tempo de permanéncia nos bragos
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abertos [F345 = 0,77, p = 0,52; np? = 0,05] e da interagdo entre tratamento e repeticao
do teste [F3.45 = 0,27, p = 0,84; np? = 0,01] (figuras 11B e E).

Nas avaliacdes de risco, ndo houve influéncia do tratamento [F(3,45 = 0,23, p =
0,85; np? = 0,01] ou da interagéo entre tratamento e repeticéo do teste [F(3.45 = 0,29, p

= 0,83; np? = 0,019] no comportamento (figuras 11C e F).

Quanto ao parametro de entradas nos bragos fechados, o tratamento [F3,45) =
0,94, p = 0,43; np?=0,06] e a interagdo entre tratamento e repeticdo do teste [F345) =

1,0, p = 0,40; ny?= 0,63] ndo influenciaram o comportamento (figuras 11D e G).

A V2ihp |ce1 280 1cE2

B 754 C 09— D 20—
o VEH
15 o AYA(DMTO,1)
< 5 6] o AYA(DMTO0,3)
= L L 104 o oo ° o ° AYA(DMT10)
33 [} L] < o o o L] L - ‘. eoo -

E 754 F 94 ° G
50 6 o
= @ £
B-'E <L o ° L

Figura 11: Experimento 1B: A administragao oral de AYA vinte e quatro horas antes do teste nao
alterou os comportamentos relacionados a ansiedade. (A) Desenho experimental. A flecha verde
indica o momento do tratamento. (B) e (E) Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre
0s grupos na porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos abertos. (C) e (F) Ndo houve
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos no nimero de avaliagdes de risco. (D) e (G)
Nao houve diferengas estatisticamente significativas entre os grupos no numero de entradas nos bragos
fechados. Os graficos B, C e D séo referentes ao teste (LCE 1) e os graficos E, F e G sao referentes
ao reteste (LCE 2). Os graficos apresentam os valores individuais e valores de média + E.P.M. (N = 12
por grupo). Siglas: LCE = labirinto em cruz elevado; TA = tempo nos bragos abertos; ARs = avalia¢des
de risco; EFs = entradas nos bragos fechados; VEI = veiculo; AYA = ayahuasca; DMT = N,N-

dimetiltriptamina.
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5.3 EXPERIMENTO 2: A ADMINISTRAGAO DE UMA UNICA DOSE DE AYA NAO
POTENCIALIZOU A RETENGCAO DA EXTINGAO DE UMA MEMORIA AVERSIVA
CONTEXTUAL RECENTE

Durante a sessao de extingdo, o tratamento [F¢1,19) = 9,5, p = 0,006; np? = 0,33]
e a diferenca entre blocos [F4,76) = 25,8, p = 0,00001; np? = 0,58] mas n&o a interagéo
desses fatores [F4,56) = 0,68, p = 0,61; np? = 0,03] influenciou o tempo de congelamento
dos animais. Como demonstrado na figura 12B, quando aplicado o teste post hoc
desprotegido, tanto o grupo veiculo quanto o grupo AYA apresentaram redug¢ao dos
valores de congelamento do terceiro ao quinto bloco da sessao de extingdo, em
relagcdo ao primeiro bloco (p < 0,05). O grupo AYA apresentou maior redugao no
comportamento de congelamento durante o quarto bloco da sessao de extingédo (p <
0,03).

Ja no Teste A, Teste B e Reteste A, a repeticdo do teste [F,38 = 120,6, p =
0,00001; np? = 0,86] mas ndo o tratamento [F(1,19) = 1,1, p = 0,30; np? = 0,06] ou a
interagédo entre eles [F38) = 1,2, p = 0,32; np? = 0,06] influenciou o tempo de
congelamento. O grupo tratado com AYA apresentou valores de congelamento

similares ao grupo controle nestes testes (p = 0,29) demonstrado na figura 12C.

O tempo de congelamento durante os 3 primeiros minutos da sessao de
extingao (figura 12B) e durante os 3 minutos de duragao do Teste A (figura 12C) foram
comparados para estimar as alteragdes durante e entre as sessées. A ANOVA de
medidas repetidas demonstrou efeito estatisticamente significativo do tratamento
[Fi1,199= 5,1, p = 0,04; np? = 0,21] mas ndo da repetigdo [F¢1,19)= 1,7, p = 0,21; np? =
0,08] ou da interagdo entre estes fatores [F(1,19)= 1,7, p = 0,21; np? = 0,08]. Conforme
demonstrado na figura 12D, quando aplicado o teste post hoc desprotegido, os
animais tratados com AYA diferem dos tratados com veiculo no inicio da extingao (p
= 0,04), e os controles tendem a reduzir seus valores de congelamento durante o

Teste A, em comparagao com o inicio da extingao (p = 0,08).

Estes resultados sugerem que uma unica administragcdo de AYA é capaz de
reduzir a expressao do comportamento de congelamento dentro da sessao de
extingdo, apesar de nao potencializar a retengdo da extingdo da memoria aversiva

contextual.
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Figura 12: Experimento 2: Uma administragcdao de AYA (0,3 mg/Kg de DMT, via oral) nao foi
capaz de potencializar a reten¢ao da extingdo de memadrias aversivas contextuais. (A) Desenho
experimental. A flecha verde indica 0 momento do tratamento. (B) Os grupos VEI e AYA reduziram
gradualmente a expressao do comportamento de congelamento durante a sessédo de extingdo. O
grupo tratado com AYA apresentou tempo de congelamento significativamente menor que o grupo
controle no quarto bloco da sesséo de extingdo. (C) O grupo tratado com AYA apresentou niveis de
congelamento similares ao grupo controle no Teste A, Teste B e Reteste A. (D) O grupo tratado com
AYA apresentou nivel de congelamento significativamente menor que o grupo controle no inicio da
sessédo de extingao e o grupo controle exibiu tendéncia a reduzir o nivel de congelamento durante do
Teste A, em relagéo ao inicio da sesséo de extingdo. Os valores estdo expressos como unidades
individuais e média + E.P.M. (N = 11/grupo). Foi utilizada a ANOVA de medidas repetidas seguida do
teste post-hoc de Newman-Keuls desprotegido. # = p < 0,05 em comparacéo ao primeiro bloco da
respectiva sessdo de extin¢ao; * = p < 0,05 em comparagéo ao respectivo grupo controle. Siglas: Fam

= familiarizag&o; Els = estimulos incondicionados; VEI = veiculo; AYA = ayahuasca.

54 EXPERIMENTO 3: O TRATAMENTO COM AYA NAO INFLUENCIA
PARAMETROS RELACIONADOS A ANSIEDADE E ATIVIDADE EXPLORATORIA
EM ANIMAIS CONDICIONADOS

No parédmetro de tempo de permanéncia nos bragos abertos, ndo houve
influéncia do tratamento [F(¢1,17) = 0,2, p = 0,62; np? = 0,01] ou da interacdo entre
tratamento e repeticdo do teste [F(1,17) = 0,2, p = 0,68; np®> = 0,009] sobre o

comportamento (figuras 13B e E).
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O comportamento de avaliagao de risco nao foi influenciado pelo tratamento
[Fa1,17) = 0,01, p = 0,97; np? = 0,01], ou pela interagdo entre tratamento e repetigao do
teste [F(1,17)= 0,5, p = 0,5; np? = 0,03] (figuras 13C e F).

O parametro de entradas nos bragos fechados nao foi influenciado pelo
tratamento [F¢1,17) = 2,1, p = 0,2; ny? = 0,10] ou pela interagdo entre tratamento e
repeticéo [F(1,17) = 0,2, p = 0,7; np?>= 0,009] (figuras 13D e G).

Como demonstrado nas figuras 13B, C e D, os grupos tratados com AYA e
veiculo apresentaram valores similares em todos os parametros (p = 0,12). Estes
resultados sugerem que o tratamento com AYA n&o é capaz de produzir alteragdes
nos comportamentos relacionados a ansiedade e comportamentos gerais de atividade
exploratéria em animais previamente condicionados, demonstrando que a reducéo do
comportamento de congelamento observada durante a sessdo de extingdo no
Experimento 2 (figura 12B) n&o esta relacionado a um efeito da AYA sobre a atividade

locomotora dos animais.
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Figura 13: Experimento 3: O tratamento com AYA (0,3 mg/Kg de DMT, via oral) nao influencia
parametros relacionados a ansiedade e atividade exploratéria em animais condicionados. (A)
Desenho experimental. A flecha verde indica o momento do tratamento. (B) e (E) Nao houve diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos na porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos
abertos. (C) e (F) Nao houve diferengas estatisticamente significativas entre os grupos no numero de
avaliagbes de risco. (D) e (G) Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos no
numero de entradas nos bragos fechados. Os graficos B, C e D sdo referentes ao teste (LCE 1) e os
gréficos E, F e G sao referentes ao reteste (LCE 2). Os gréficos apresentam os valores individuais e
valores de média + E.P.M. (N = 9-10/grupo). Siglas: Fam = familiarizacdo; Els = estimulos
incondicionados; LCE = labirinto em cruz elevado; TA = tempo nos bragos abertos; ARs = avaliagbes

de risco; EFs = entradas nos bracos fechados; VEI = veiculo; AYA = ayahuasca.

5.5 EXPERIMENTO 4: A ADMINISTRACAO REPETIDA DE AYA FACILITOU A
RETENGCAO DA EXTINGCAO DE UMA MEMORIA AVERSIVA CONTEXTUAL
RECENTE
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Durante a primeira sessao de extingao, o tratamento [F(1,20)= 13,6, p = 0,0008;
ne? = 0,44] e a diferenca entre blocos [F.80) = 77,7, p = 0,00001; np? = 0,80], mas nao
a interagdo entre estes fatores [Fuso) = 1,6, p = 0,18; np? = 0,07] influenciaram
significativamente o tempo de congelamento dos animais. Como demonstrado na
figura 14B, quando aplicado o teste post hoc desprotegido observamos que ambos os
grupos apresentaram redugao da expressao do congelamento a partir do segundo
bloco, até o quinto bloco, em relagao ao primeiro (p < 0,008); o grupo AYA apresentou
maior redu¢cdo do comportamento de congelamento nos quatro primeiros blocos em

comparagao com o grupo veiculo (p < 0,04).

Durante a segunda sessao de extingao, o tratamento [F(1,20)= 68,9, p = 0,00001;
ne? = 0,78], a diferenga entre os blocos [Fu4,80) = 91,2, p = 0,00001; np? = 0,82] e a
interacgéo entre estes dois fatores [F4,80) = 15,1, p = 0,00001; np? = 0,43] influenciaram
significativamente o tempo de congelamento. Como demonstrado na figura 14C, tanto
o grupo AYA quanto o grupo veiculo apresentaram valores menores de congelamento
a partir do segundo bloco, que se manteve até o quinto bloco, ambos em relagéo ao
primeiro bloco (p < 0,0002). As maiores diferengas encontradas entre o grupo AYA e

controle se referem aos primeiros quatro blocos da sessao de extingao (p < 0,0002).

Durante o Teste A, Teste B e Reteste A, houve influéncia do tratamento, [F (1,20
= 13,8, p = 0,002; np? = 0,41], da repeticdo dos testes [F(,s0) = 160,5, p = 0,00001; np?
=0,89] e da interagao entre estes fatores [F,80) = 8,4, p = 0,0009; np? = 0,29] no tempo
de congelamento dos animais. O grupo tratado com AYA apresentou valores de
congelamento menores que o grupo controle durante o Teste A (p = 0,0002; figura
14D) mas nao durante o Teste B (p = 0,26; figura 14D) ou Reteste A (p = 0,07; figura
14D).

O tempo de congelamento durante o primeiro bloco da primeira sessao de
extingao (figura 14B), primeiro bloco da segunda sessao de extingéo (figura 14C), e
durante o Teste A (figura 14D) foram comparados para estimar as mudangas dentro
e entre as sessdes. A ANOVA de medidas repetidas evidenciou efeito estatisticamente
significativo do tratamento [F(1,20) = 55,0, p = 0,00001; np? = 0,73], da repeticdo dos
testes [Fu,80) = 46,9, p = 0,00001; np? = 0,70] e da interagéo entre estes fatores [F4,80)
=43, p=0,02; ny? = 0,18]. Conforme demonstrado na figura 14E, o grupo que recebeu

AYA comportou-se de maneira diferente que o grupo que recebeu veiculo em todos
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os pontos analisados (p < 0,0002). Os dois grupos apresentaram reducdo da
expressao do congelamento no Teste A e no primeiro bloco da segunda sesséao de

extingdo, em relagdo ao primeiro bloco da primeira sesséo de extingao (p < 0,03).

Estes resultados sugerem que a administracédo repetida de AYA é capaz de
reduzir a expressao do comportamento de congelamento entre as sessdes, facilitando

a extincdo de memoarias aversivas contextuais.
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Figura 14. Experimento 4. Efeito da administragédo repetida de AYA (0,3 mg/Kg, via oral) na
extingao de memérias aversivas contextuais em ratos. (A) Desenho experimental. A flecha verde
indica o momento do tratamento. (B) e (C) Os grupos VEI e AYA apresentaram reducéo gradual da
expressao do comportamento de congelamento durante as duas sessdes de extingdo, porém, o grupo
tratado com AYA apresentou redugéo significativamente maior que o grupo VEI. (D) O grupo tratado
com AYA apresentou valores de congelamento menores que o grupo VEI no Teste A, sugerindo
aumento da capacidade de retengao da extingdo da expressao deste comportamento relacionado ao
medo; Nao houve diferenga no comportamento de congelamento expresso entre os grupos durante o
Teste B e o Reteste A. (E) O grupo tratado com AYA expressou congelamento significativamente menor
que o grupo tratado com VEI durante o inicio da sess&o de extingédo 1, inicio da sessao de extingédo 2
e Teste A. Ambos os grupos apresentaram valores reduzidos de congelamento durante o Teste A,
quando comparado ao inicio das sessdes de extingdo 1 e 2. Os valores estao expressos como unidades
individuais e média £ E.P.M. (N = 11/grupo). Foi utilizada a ANOVA de medidas repetidas seguida do
teste post-hoc de Newman-Keuls. # = p < 0,05 em comparagéo ao primeiro bloco da respectiva sesséo
de extingdo; * = p < 0,05 em comparagao ao respectivo grupo controle. Siglas: Fam = familiarizagao;

Els = estimulos incondicionados; VEI = veiculo; AYA = ayahuasca.
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5.6 EXPERIMENTO 5: A ADMINISTRAGCAO REPETIDA DE AYA FACILITOU A
RETENGAO DA EXTINCAO DE UMA MEMORIA AVERSIVA CONTEXTUAL
REMOTA

Durante a primeira sessédo de extincédo, o tratamento oral [F(1,18) = 106,1, p =
0,000001; np? = 0,85], a diferenga entre blocos [F@4,72) = 187,2, p = 0,00001; np? = 0,91]
e a interagdo entre estes fatores [F4,72) = 8,9, p = 0,00001; np? = 0,33] influenciou o
tempo de congelamento, como demonstrado na figura 15B. Ambos os grupos
apresentaram valores de congelamento significativamente menores do segundo ao
quinto bloco da sesséo de extingdo, em relagdo ao primeiro (p < 0,0002). O grupo
tratado com AYA apresentou reducao significativa do congelamento nos primeiros

quatro blocos, em relagéo ao grupo controle (p < 0,0002).

Durante a segunda sesséo de extingdo, o tratamento oral [F(1,18) = 33,4, p =
0,00002; np? = 0,65], a diferenga entre blocos [F4,72) = 54,3, p = 0,00001; np? = 0,75] e
a interagéo entre estes fatores [F4,72) = 11,1, p = 0,000001; np? = 0,38] influenciou o
tempo de congelamento dos animais, como demonstrado na figura 15C. O grupo
controle apresentou valores de congelamento significativamente menores do segundo
ao quinto bloco da sessao de extingdo, em comparagao com o primeiro (p < 0,0002)
e o grupo tratado com AYA apresentou valores significativamente menores de
congelamento do terceiro ao quinto bloco da sessado de extingdo, em relagédo ao
primeiro (p < 0,02). O grupo tratado com AYA apresentou reducéo significativa do

congelamento nos primeiros dois blocos, em relagéo ao grupo controle (p < 0,002).

Durante o Teste A, Teste B e Reteste A, o tratamento [F(1,18) = 18,4, p = 0,0004;
ne? = 0,50], a repeticdo do teste [F4,36) = 188,2, p = 0,00001; np? = 0,91] e a interagéo
entre estes fatores [Fu436) = 12,0, p = 0,0001; np? = 0,40] influenciaram o tempo de
congelamento dos animais. O grupo tratado com AYA apresentou valores de
congelamento menores que o grupo controle durante o Teste A (p = 0,0002; figura
15D) mas nao durante o teste B (p = 0,99; figura 15D) e o Reteste A (p = 0,32; figura
15D).

O tempo de congelamento expresso no primeiro bloco da sessao de extingao 1
(figura 15B), primeiro bloco da sessao de extingao 2 (figura 15C), e durante o Teste A
(figura 15D) foram comparados para estimar as mudancgas dentro e entre as sessdes.



49

Houve efeito significativo do tratamento [F(1,18) = 142,9, p = 0,000001; np? = 0,89], da
repeticdo do teste [F(2,36) = 107,5, p = 0,00001; np? = 0,86] e da interagéo entre estes
fatores [F(2,36) = 3,5, p = 0,04; np? = 0,16]. Como demonstrado na figura 15E, o grupo
tratado com AYA expressou comportamento de congelamento significativamente
diferente do grupo controle em todos os casos (p < 0,0002). Ambos 0s grupos
apresentaram valores reduzidos de congelamento no Teste A e no inicio da sessao

de extingdo 2, em relagado ao inicio da sesséo de extingdo 1 (p < 0,0002).

Estes resultados sugerem que o tratamento repetido com AYA é capaz de
reduzir a expressao do comportamento de congelamento durante as sessdes de
extincdo, bem como aumentar a retencdo da extingdo da expressdo de
comportamentos relacionados ao medo, mesmo quando se trata de memdrias

aversivas remotas.
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Figura 15. Experimento 5. Efeito da administragido repetida de AYA (0,3 mg/Kg, via oral) na
extingcao de memorias aversivas apoés vinte e um dias do condicionamento aversivo contextual
em ratos. (A) Desenho experimental. A flecha verde indica o momento do tratamento. (B) e (C) Os
grupos VEI e AYA apresentaram reducgao gradual da expressdo do comportamento de congelamento
durante as duas sessbes de extingdo, porém, o grupo tratado com AYA apresentou reducgéo
significativamente maior que o grupo VEI. (D) O grupo tratado com AYA apresentou valores de
congelamento menores que o grupo VEI no Teste A, sugerindo aumento da capacidade de extingdo da
expressao deste comportamento relacionado ao medo; Nao houve diferenga no comportamento de
congelamento expresso entre os grupos durante o Teste B e o Reteste A. (E) O grupo tratado com AYA
expressou congelamento significativamente menor que o grupo tratado com VEI durante o inicio da
sessao de extingdo 1, inicio da sessdo de extingédo 2 e Teste A. Ambos os grupos apresentaram valores

reduzidos de congelamento durante o Teste A, quando comparado ao inicio das sessdes de extingao
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1 e 2. Os valores estdo expressos como unidades individuais e média + E.P.M. (N = 10/grupo). Foi
utilizada a ANOVA de medidas repetidas seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls. #=p < 0.05em
comparagao ao primeiro bloco da respectiva sessdo de extingdo; * = p < 0.05 em comparagédo ao

respectivo grupo controle. Siglas: Fam = familiarizagéo; Els = estimulos incondicionados; VEI = veiculo;

AYA = ayahuasca.
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6 DISCUSSAO

Uma unica administragao oral de AYA (contendo teor de DMT entre 0,1 e 1,0
mg/Kg) uma ou vinte e quatro horas antes do teste do LCE (LCE 1) n&o alterou os
comportamentos relacionados a ansiedade (%TA e ARs) e exploracao (EF). Por outro
lado, houve redugéo da %TA durante a segunda exposi¢ao (LCE 2), o que indica que
a experiéncia prévia neste aparato foi lembrada (CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005),
mas se manteve inalterada entre os grupos tratados com AYA, ou seja, os animais
que receberam AYA nao tiveram a capacidade de adquirir e consolidar a memoria de
exploracdo do LCE prejudicada. Como as trés doses testadas nao influenciaram
parametros de ansiedade e exploracio, selecionamos a dose intermediaria de AYA
(0,3 mg/Kg em teor de DMT) para avaliar os efeitos sobre a extingdo da expressao de

memaorias aversivas contextuais recentes e remotas.

Em relacdo aos efeitos da AYA sobre comportamentos relacionados a
ansiedade, os resultados obtidos no experimento 1A corroboram o relatado por
Daneluz e colaboradores (2022), onde uma administragdo de AYA em sua forma
liofilizada, (0,24 mg/Kg em teor de DMT, v.0.) 20 minutos antes da exposicédo ao LCE
nao alterou a %TA e EF, avaliados em ratos Wistar machos. A dose utilizada no
experimento de Daneluz e colaboradores (2022) se assemelha a dose escolhida para

prosseguir com os experimentos neste trabalho (0,3 mg/Kg em teor de DMT).

Em ratas Wistar, uma administracdo de AYA em doses consideradas altas (4,5
ou 9,0 mg/Kg em teor de DMT) nao alterou parametros relacionados a ansiedade,
porém, reduziu a locomocgao/atividade exploratéria, avaliados no LCE e teste do
campo aberto (este, que avalia atividade locomotora e parametros relacionados a
ansiedade) uma hora apos o tratamento (PIC-TAYLOR et. al., 2015). Outro trabalho
realizou a avaliagao dos efeitos do tratamento oral com AYA (0,07; 0,14 e 0,28 mg/Kg
em teor de DMT) durante 40 minutos no teste do campo aberto. Foi relatado um
aumento do numero de cruzamentos e do tempo de permanéncia no centro do aparato
(comportamentos relacionados associados com redugado da ansiedade) apenas nos
10 minutos finais do teste e nos ratos Wistar tratados com a maior dose de AYA

testada, encorajando a realizagdo de estudos futuros com intervalo maior entre
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tratamento e teste (FARIAS et. al., 2022), como no caso deste trabalho, onde os testes

foram realizados uma hora apés o tratamento.

O tratamento crénico com AYA foi avaliado por Favaro e colaboradores (2015),
que realizaram uma administragdo de AYA (120, 240 ou 480 mg/Kg do liofilizado
total, contendo 0,26 mg/mL de DMT) por dia, durante 30 dias. Dois dias apds o ultimo
tratamento, os ratos Wistar foram testados no LCE, sendo que nenhuma das doses
testadas produziram alteragbes comportamentais significativas. Em outro estudo,
realizado por Daldegan-Bueno e colaboradores (2022), os ratos Wistar foram
tratados durante 30 dias com AYA (120, 240, 480 ou 3600 mg/Kg do liofilizado total,
sendo 1,25 mg/mL de DMT) e testados no teste do campo aberto durante 20 minutos,
uma hora apdés a ultima administragdo de AYA. Os resultados encontrados sugerem
gue nao houve alteracdo comportamental relacionada a um efeito ansiolitico nas
doses de AYA testadas, porém, as menores doses foram relacionadas a um efeito
estimulante, enquanto as doses mais altas foram relacionadas a redugao da
atividade dos ratos, provavelmente devido a efeitos adversos relacionados,
encorajando a realizagao de estudos com doses menores (DALDEGAN-BUENO et.
al., 2022).

Outros trabalhos avaliaram a administracado de componentes da AYA em sua
forma isolada. Quando a DMT (10 mg/Kg, i.p.) foi injetada em ratos Sprague-Dawley,
testados no LCE uma hora apds administracédo, o tratamento ndo alterou a atividade
exploratoria, mas reduziu a %TA, havendo aumento do comportamento relacionado a
ansiedade (CAMERON et. al., 2018). Ja a administracao intermitente de DMT (1,0
mg/Kg, i.p.) uma vez a cada trés dias, durante 2 meses, nao alterou os parametros
relacionados a ansiedade no LCE e reduziu o tempo de imobilidade no teste do nado
forgcado (efeito relacionado a redugdo de comportamentos associados a depressao)
(CAMERON et. al., 2019).

O efeito da harmalina isolada sobre parametros de ansiedade no LCE em
camundongos foi avaliado por Hilber e colaboradores (2005), cujos resultados
demonstraram que, nas doses de 5 a 10 mg/kg, i.p., o tratamento produz
comportamentos relacionados a um aumento da ansiedade, enquanto doses maiores
(20 mg/Kg) se relacionam a redugdo da ansiedade. Outro trabalho investigou o

potencial ansiolitico da harmalina em camundongos, utilizando o teste de
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enterramento das esferas de vidro (que avalia comportamentos relacionados ao
transtorno obsessivo-compulsivo), e reportou que os animais tratados com doses de
5 a 7,5 mg/Kg de harmalina enterraram um numero significativamente maior de
esferas que o grupo controle, fato que se relaciona a um efeito ansiogénico (WU et.
al. 2009).

Em conjunto, esses resultados sugerem que a administragao oral de AYA s6
alteraria comportamentos defensivos relacionados a ansiedade e parametros de
atividade exploratéria geral em uma faixa de dose maior do que a testada aqui. O teor
de harmalina poderia ser um fator que explicaria os resultados potencialmente
conflitantes, ja que isso tem variado de estudo para estudo. No entanto, é apropriado
ressaltar que administramos entre 0,4 e 3,9 mg/Kg de harmalina, uma faixa de dose
que nédo alterou os parédmetros avaliados segundo os estudos supramencionados,
logo, ndo causaria efeitos no experimento 1. Diante do exposto, seria necessaria a
padronizagao da dose de AYA com relagao ao teor dos seus componentes, incluindo
os principais alcaldides contidos, e ndo levando em consideracdo apenas a DMT, para

permitir uma comparacéao entre os estudos com menos viés.

No experimento 2, os animais condicionados apresentaram redu¢ao no tempo
de congelamento em relagao ao grupo veiculo a partir do terceiro bloco da sessao de
extincdo. Apesar disso, no teste A, realizado no dia seguinte, os grupos nao
apresentaram diferengas entre si, sugerindo que o aprendizado da extingdo foi
semelhante, sendo que a redugéo do comportamento de congelamento no grupo AYA
pode estar associado com efeitos ndo-mnemdnicos (como aumento da atividade
exploratdria). Ainda, uma sessao de extingdo precedida de tratamento pode néo ter
sido suficiente para a devida aquisi¢cao e consolidagcao deste novo aprendizado. No
mesmo experimento, observamos que ndo houve generalizagdo do comportamento
relacionado ao medo, avaliado no teste B e ocorreu a reinstalagcdo da memodria
aversiva, avaliado no reteste A, conforme esperado para este tipo de protocolo,

demonstrando que a AYA nao interfere nestes processos.

Em ratos Sprague-Dawley, a administragdo aguda de DMT sintético (10 mg/Kg,
i.p.) facilitou a extingdo da expressdo da memoria aversiva relacionada ao
condicionamento auditério, mas nao contextual; ainda, quando administrada uma hora

antes do condicionamento, a DMT aumenta o tempo de congelamento imediatamente
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ap6s o choque, mas nido afeta a expressdao de memdrias aversivas, tanto no
condicionamento ao som quanto ao contexto, avaliada no teste (CAMERON et. al.,
2018). Os protocolos utilizados, os animais, a dose e a forma de administracdo da
DMT diferem entre o estudo realizado por Cameron e colaboradores (2018) e o
realizado neste trabalho, apesar disso, uma unica administracao de AYA ou DMT nao

parece alterar o processo de extingcdo de memorias aversivas contextuais.

Em sequéncia, para avaliar se a redugado do comportamento de congelamento
do grupo tratado com AYA durante a sessdo de extingdo (experimento 2) estaria
associada com alteragbes em comportamentos relacionados a ansiedade ou atividade
locomotora dos animais, no experimento 3, os ratos foram condicionados, tratados

com a mesma dose (0,3 mg/Kg em teor de DMT) de AYA e testados no LCE.

Nao houve diferenga significativa entre os grupos nos parametros relacionados
a ansiedade (%TA e ARs) e exploragao (EF) avaliados, sugerindo que a reducgéo do
comportamento de congelamento observada durante a sessao de extingdo no
experimento 2 ndo ocorreu devido a um aumento da atividade locomotora dos ratos e
pode ter ocorrido pela supressdo da expressdo do medo temporaria, que nao foi
mantida no teste A. Como ja mencionado, uma sessao de 15 minutos de exposigao
ao contexto condicionado parece ter induzido apenas parcialmente a aquisicdo da
extincdo da expressao da memoria aversiva nos animais do grupo controle. Ainda, de
maneira similar ao experimento 1, na segunda exposi¢céo ao teste (LCE 2) os ratos
exploraram menos os bragos abertos do aparato, sugerindo que o tratamento com
AYA nao prejudica a memoria espacial formada na primeira exposicao ao teste (LCE
1) (CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005) em animais condicionados.

A auséncia de diferencas em relacdo aos comportamentos avaliados no LCE
em animais condicionados corrobora o trabalho realizado por Korte e Boer (2003),
onde animais condicionados com 1 choque leve (0,6 mA, por 3 segundos) e
posteriormente submetidos ao LCE passam a apresentar redugado significativa da
exploragéo dos bragos abertos em uma janela temporal de até 90 minutos, sendo que
160 minutos apds o choque, a exploragao se iguala ao grupo nao estressado (KORTE;
BOER, 2003). Como no nosso experimento os ratos foram testados um dia apds o
condicionamento, os parametros do LCE estariam alterados apenas em fungdo de um

possivel efeito do tratamento, que nao foi observado. Assim, para que a AYA atue
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facilitando a extingdo do medo de forma que esta extingdo permaneca retida na
avaliagado do congelamento realizada no teste A, pode ser necessaria a exposigao

repetida dos animais ao contexto condicionado sob efeito do tratamento.

No experimento 4, os ratos foram submetidos a duas sessdes de extingdo, cada
uma precedida de tratamento com AYA (0,3 mg/Kg em teor de DMT) ou veiculo. Na
primeira sessdo de extingdo, a reducdo da expressdao do comportamento de
congelamento dos animais foi similar ao experimento 2, porém, na segunda sesséo
de extingdo seguida de tratamento, ambos grupos iniciaram expressando um nivel de
congelamento menor que o apresentado no inicio da primeira sessao, demonstrando
que a alteragcdo comportamental ndo se tratou apenas da apresentada durante a
sessao de extincdo 1, sendo ela aprendida e consolidada pelos ratos. Ainda, na
extingdo 2, o nivel de congelamento expresso pelo grupo tratado com AYA foi
significativamente menor que o do grupo controle, do primeiro ao quarto bloco da
sessao, demonstrando seu potencial de facilitagao do processo de extingao. Ao final
da extingdo 2, os grupos apresentaram nivel de congelamento similar, o que era
esperado, uma vez que a exposigao prolongada ao contexto deve promover a extingéo
da expressao da memoria aversiva por si so, independente do tratamento. No entanto,
o0 grupo tratado com AYA apresentou aceleragdo do processo de extingdo, em
comparagao com o grupo controle, como esperado para drogas como a DMT, que

atuam como agonistas serotonérgicos (CAMERON et. al., 2019).

No Teste A referente ao experimento 4, os animais que receberam AYA
apresentaram niveis de congelamento menores que o0s que receberam veiculo,
demonstrando que houve a devida aquisicdo e consolidagdo da extingdo, ou seja,
quando dois tratamentos seguidos de extingdo sdo associados, o efeito mnemaonico
persiste. A realizacdo de novos estudos € necessaria para entender o porqué isso
acontece, podendo estar relacionado com a plasticidade sinaptica, ativagcao de
determinados subtipos de receptores serotonérgicos e comunicagao entre regides
encefalicas chave nestes processos. Avaliar as questdes supracitadas, bem como a
administracao de AYA em diferentes momentos do delineamento experimental (como
apos a sessao de extingado e antes da reinstalagao) poderao auxiliar na compreensao
dos seus efeitos.
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Ainda em relagao ao experimento 4, quando comparamos o primeiro bloco da
extincdo 1 com o primeiro bloco da extingdo 2 e o Teste A, observamos redugao do
comportamento de congelamento em relagdo ao inicio da extingdo 1 em ambos os
grupos, demonstrando que a extingdo foi adquirida e consolidada, porém, o grupo
tratado com AYA apresentou redugdo do comportamento de congelamento em
relagéo ao grupo veiculo em todos os pontos, demonstrando seu potencial de facilitar
a extincdo e atenuar a expressdo de memorias aversivas contextuais. Neste
experimento, também ndo foram observadas alteracbes comportamentais
relacionadas a generalizacdo de memorias aversivas, avaliado no Teste B,
demonstrando que a AYA nao altera a especificidade da memoria aversiva. Além
disso, ocorreu a devida reinstalacdo da expressdao de memorias aversivas. Estes
resultados referentes a generalizagao e reinstalagdo concordam com os encontrados
por Daneluz e colaboradores (2022), também em ratos Wistar condicionados ao
contexto, utilizando uma dose de AYA similar (0,24 mg/Kg em teor de DMT). Esta dose
testada também né&o alterou parametros relacionados a ansiedade e exploragao,
avaliados no LCE, de maneira similar aos resultados encontrados neste trabalho
(DANELUZ et. al., 2022).

O estudo realizado por Daneluz e colaboradores (2022) focou no processo de
reconsolidagao de memorias aversivas, o qual foi prejudicado apds tratamento com
AYA (0,24 mg/Kg em teor de DMT) administrada 20 minutos antes ou 3 horas apos a
sessao de reativagao em ratos Wistar condicionados ao contexto, que demonstraram

reducao da expressao do comportamento de congelamento (DANELUZ et al., 2022).

Os processos de reconsolidacao e extingdo, bem como os protocolos que os
induzem, diferem. Enquanto a extingdo € baseada em uma exposi¢do longa ao
contexto condicionado e objetiva formar uma nova memoéria inibitéria, que suprime a
memoaria aversiva original, a reconsolidacdo ocorre mediante exposi¢ao curta ao
contexto condicionado, para que a evocagdo da memaoria permita sua reestabilizacao.
A AYA parece apresentar potencial de facilitar a extingdo e prejudicar a
reconsolidagdo, acbes envolvendo possiveis efeitos farmacoldgicos, areas
encefalicas e mecanismos de acgao distintos, que culminam no mesmo efeito: a
atenuacao da expressdo da memoria de medo. Tais evidéncias instigam a realizag&o

de novos estudos que auxiliem a elucidar estes mecanismos, atualmente nao
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conhecidos. Poderia ser interessante estudar o efeito tratamento com AYA antes do

condicionamento para avaliar sua influéncia na formagao da memoria aversiva.

Para avaliar o potencial da AYA na facilitacdo da extincdo de memorias
aversivas remotas, no experimento 5 os tratamentos seguidos de extingdo ocorreram
21 dias ap6s o condicionamento. Os resultados obtidos no experimento 5 foram muito
parecidos com os do experimento 4, mostrando que o potencial da AYA na facilitagao
da extincdo se mantém em memorias remotas. Durante as sessdes de extingao
seguidas de tratamento, o grupo tratado com AYA apresentou redugéo da expressao
do congelamento significativamente maior que o grupo veiculo, demonstrando sua
possivel capacidade de acelerar o processo. No Teste A, o grupo AYA apresentou
niveis de congelamento significativamente menores em comparagdo com o grupo
veiculo, demonstrando que houve a devida facilitagdo da extincdo e que a memoria
de extingao foi retida. De maneira similar aos experimentos anteriores, nao houve

generalizagao e reinstalagdo da memoria aversiva, conforme esperado.

Memoérias recentes e remotas sdo profundamente diferentes na natureza,
sendo que as memorias remotas sdo menos precisas, mais resistentes a atenuacéao
e armazenadas de maneira distinta no encéfalo (SILVA; GRAFF, 2023). Do ponto de
vista translacional, o estudo da modulagcdo de memorias aversivas remotas € de
extrema importancia, porém, trabalhos acerca da extingdo destas ainda sao escassos,
fato que ressalta a notabilidade do resultado obtido neste trabalho, que demonstra o
potencial da AYA na facilitacdo e retencdo da memdria de extingdo, até mesmo no

caso de memodrias remotas, que s&o menos propensas a modulacao

Um estudo recente comparou o processo de extingdo (sem intervengao
farmacoldgica) de memoarias recentes e remotas em ratos Wistar machos submetidos
a condicionamento aversivo contextual (2 choques de 3 mA por minuto, durante 5
minutos). A extingao foi realizada no contexto condicionado utilizando 7 sessdes de 5
minutos cada, espagadas em 1 dia, iniciando no dia apds o condicionamento ou 28
dias apés o mesmo. A extingdo da expressdo do comportamento de congelamento
ocorreu de maneira similar nos dois casos, assim como os resultados encontrados
nos nossos experimentos (incluindo grupo veiculo). Ainda, durante a ultima sessao de
extingdo dos animais testados um dia apos o condicionamento, foi observado aumento

da ativagdo do CPFm e reducdo da ativagdo da amigdala medial, diferente do
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observado no grupo testado 28 dias apds o condicionamento, onde os animais
apresentaram reducao da atividade da amigdala basolateral e de toda a regido do
hipocampo, avaliados por eletrofisiologia. Assim, apesar do processo de extingdo ser
bem-sucedido tanto em memodrias recentes quanto remotas, os mecanismos
encefalicos envolvidos diferem (CORREIA et. al., 2023). Em camundongos, a extingéo
de memodrias aversivas contextuais remotas esta relacionada com o enfraquecimento
das conexdes entre neurénios do CPFm que estavam ativas durante a consolidacao
da memoria (LEE et. al., 2022).

A medida em que o tempo passa, as memorias aversivas utilizam de conexdes
e circuitarias distintas, parecem tornar-se menos dependentes de regides envolvidas
na sua formagao, como amigdala e hipocampo, e mais distribuidas por regides como
cortex e tadlamo, sendo a regido do nucleo reuniens muito importante para sua
modulagdo (ELSEY; KINDT, 2017; LIU et. al., 2022; SILVA; GRAFF, 2023).

Considerando os dados da literatura acerca de memorias aversivas contextuais
remotas e os resultados obtidos no experimento 5 deste trabalho, podemos hipotetizar
que a acao da AYA sobre a facilitacdo da aquisicdo e retencdo de memarias envolve
diferentes areas encefalicas, uma vez que demonstra potencial similar na extingéo de
memoarias recentes e remotas. Mais estudos acerca dos mecanismos pelos quais a
AYA exerce seus efeitos sobre memorias remotas sao necessarios para compreensao

dos efeitos comportamentais aqui observados.

Outras substancias psicodélicas como a 2,5-dimethoxy-4-iodoanfetamina
(DQI), 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA) e psilocibina vém sendo estudadas
no ambito da ansiedade e extingdo de memoarias aversivas. A administragdo de DOI
parece reduzir comportamentos defensivos relacionados a ansiedade no LCE e
labirinto em zero elevado além de reduzir a expressdo de comportamentos
relacionados ao medo no condicionamento auditério, sem alterar a aquisicdo da
extingdo; estes efeitos ndo ocorreram em camundongos knockout para 5-HT2A,
inferindo que a agdo do DOI ocorre por meio deste receptor (PEDZICH et. al., 2022),
sendo relacionado ao aumento da plasticidade sinaptica (REVENGA et. al., 2021) e
da expressao do fator de transcricdo CREB (DESOUZA et. al., 2021) no CPFm.
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Em camundongos condicionados ao tom, a administracdgo de MDMA
(7.8 mg/Kg) foi capaz de aumentar significativamente a aquisicdo da extingdo da
expressdo do comportamento de congelamento, efeito relacionado ao aumento da
expressao da cFos e da neurotrofina BDNF na amigdala e no CPFm (YOUNG et. al.,
2015). Em ratos Long-Evans, condicionados ao contexto ou ao tom, a administracéao
sistémica de MDMA (de 1 e 10 mg/Kg) produziu redugao significativa da expressao
de comportamentos relacionado ao medo quando injetada imediatamente apds a
sessdo de extingdo (agindo na reconsolidagdo), mas ndo 30 minutos antes dela
(HAKE et. al., 2019). Apesar destes resultados distintos, 0 mecanismo molecular
subjacente a acdo do MDMA parece ser de fato o aumento da neurotrofina BDNF em
regides encefalicas envolvidas com o processo de extingdo das memoarias aversivas,
principalmente o CPFm (SOTTILE et. al., 2022).

Camundongos condicionados ao som e tratados com diferentes doses de
psilocibina (0,1; 0,5 e 1,0 mg/Kg) apresentaram aceleragao da aquisi¢ao da extingao,
sendo que a extingdo do comportamento de congelamento foi mais rapida quanto
menor a dose testada; esta alteracdo comportamental parece estar relacionada ao

aumento da neurogénese hipocampal (CATLOW et. al., 2013).

Apesar dos avangos em relagao ao estudo do potencial da AYA na extingdo de
memoarias aversivas e ansiedade, os mecanismos moleculares pelos quais ela exerce
seus efeitos ainda ndo estdo completamente claros. Sabe-se que a DMT produz
alteracbes estruturais e funcionais particularmente nos neurbnios piramidais
presentes no CPFm, como o aumento da liberacdo de glutamato, ativacao de
receptores AMPA e expressdao de BDNF e mTOR, culminando em aumento da
plasticidade sinaptica e sinaptogénese (ALEKSANDROVA et. al., 2021). Também foi
evidenciado que a administragao de DMT em camundongos melhora a capacidade de
execucgao de tarefas relacionadas a memoéria de reconhecimento de objetos e ativa a
zona subgranular do giro denteado do hipocampo, regido onde ocorre a neurogénese
na idade adulta (MORALES-GARCIA et. al., 2020). Ainda, estes efeitos parecem estar
relacionados ndo s6 a ativagdo de receptores serotonérgicos, mas também de
receptores sigma-1 (FONTANILLA et. al. 2009). Recentemente foi demonstrado que
o efeito dos psicodélicos na plasticidade sinaptica ocorre devido a ativagdao de
receptores 5-HT2A intracelulares na regido do cortex IL (VARGAS et. al., 2023). Os
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mecanismos pelos quais a AYA (e DMT isolada) produzem seus efeitos na facilitagao

da extingdo de memorias aversivas estéo por ser esclarecidos.
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7 CONCLUSAO

O tratamento agudo e pds-agudo com uma faixa de doses de AYA contendo
baixo teor de DMT n&o alterou comportamentos exploratérios e defensivos
relacionados a ansiedade em ratos submetidos ao teste do LCE, além de nao
prejudicar a memoria espacial obtida, avaliada na reexposicdo ao mesmo aparato.
Animais previamente condicionados ao contexto e tratados com AYA também néo
demonstraram alteracbes nos parametros avaliados no teste do LCE. Em baixas
doses, a AYA nao parece interferir nos comportamentos relacionados a ansiedade e
locomocgéo.

Uma unica administracdo de AYA seguida de uma sessdo de extingao foi
capaz de acelerar a atenuagdo da expressao do comportamento de congelamento
dos animais durante a sessdo, mas essa informacdo nao foi retida. Quando a
administracdo de AYA associada a exposigcao a sessao de extingao foi repetida em
dois dias consecutivos, houve facilitacdo e retencéo do aprendizado de extincdo de
memorias aversivas, um dia e vinte e um dias apés o condicionamento.

Os efeitos comportamentais da AYA sobre a extingdo de memarias aversivas
contextuais recentes e remotas reportados neste trabalho encorajam a realizagcéo de
estudos futuros que permitam compreender os mecanismos subjacentes a este
processo, incluindo as alteragbes moleculares e celulares, bem como as regides
encefalicas nas quais estdo localizados os receptores responsaveis pela agao deste

composto.
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