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RESUMO

A evocacdo de uma memoria traumatica pode ser inibida através de um processo chamado de
extingdo. A extincdo tem grande aplicabilidade terapéutica no tratamento de fobias, como o
TEPT. No entanto, embora seja largamente utilizada na prética clinica, a extingdo ainda néo
apresenta resultados satisfatorios no que diz respeito a seus resultados a longo prazo. O objetivo
desta dissertacdo foi avaliar os efeitos modulatérios da novidade sobre a extingdo da memoria
aversiva, bem como a persisténcia destes efeitos e possivel envolvimento do sistema
dopaminérgico. Foram utilizados 37 ratos Wistar machos que foram divididos em cinco grupos
de acordo com a intervencdo utilizada. Os animais foram treinados na esquiva inibitéria (El),
uma tarefa comportamental aversiva, e 24 horas depois foram submetidos a trés sessdes de
treinamento de extingdo com intervalo de 90 min entre as sessoes. Vinte e quatro horas, 3, 7,
14 e 21 dias ap6s os animais foram submetidos a testes de retengdo. Alguns animais foram
expostos por 5 min a uma novidade (campo aberto desconhecido), 30 minutos antes da primeira
sessdo de extingdo. Outros animais receberam uma microinjecao intra-hipocampal de dopamina
30 minutos antes da primeira sesséo de extincdo. No teste de retencdo de 24 horas, verificamos
que a novidade e a dopamina foram capazes de promover a extin¢cdo da memoria aversiva,
enguanto os animais controle ndo extinguiram a memoria original. Nos testes de 3, 7, 14 e 21
dias os mesmos resultados foram observados, o que demonstra a persisténcia da memdria de
extin¢cdo. Ao contrario do campo aberto novo, a exposi¢do a um campo aberto familiar ndo teve
efeito. Tais resultados nos permitem concluir que a exposi¢do a um ambiente NnOvo promove a
extincdo da memoria aversiva, efeito que esta relacionado a exposicdo a novidade, uma vez que
a exposicdo a um ambiente familiar ndo promoveu o mesmo efeito. Além disso, o efeito da
novidade foi persistente e mimetizado pela infusdo de dopamina no hipocampo, 0 que permite
inferir que a participacdo deste neurotransmissor € um mecanismo importante para o efeito

observado.

Palavras-Chave: novidade; persisténcia; memoria aversiva; esquiva inibitoria; dopamina.



ABSTRACT

The recall of a traumatic memory can be inhibited through a process called extinction. The
extinction has a great therapeutic applicability in the treatment of phobias such as PTSD.
However, although widely used in clinical practice, extinction still does not yield satisfactory
results in terms of its long-term results. The aim of this research was to evaluate the modulatory
effects of novelty on the extinction of aversive memory, as well as the persistence of these
effects and possible involvement of dopaminergic system. Male Wistar rats (n = 37) were
divided into five groups according to the intervention used. The animals were trained in
inhibitory avoidance (IA), an aversive behavioral task, and 24 hours later underwent three
extinction training sessions with a 90 min interval between them. Twenty-four hours, 3, 7, 14
and 21 days after the animals were submitted to retention tests. Some animals were exposed for
5 min to a novelty (unknown open field) 30 minutes before the first extinction session. Other
animals received an intra-hippocampal microinjection of dopamine 30 minutes before the first
extinction session. In the 24 h retention test, we observed that novelty and the dopamine were
able to promote the extinction of aversive memory, while control animals did not extinguish
the original memory. In the 3, 7, 14 and 21 days tests the same results were observed, what
demonstrates the persistence of extinction memory. Unlike the new open field, the exposure to
a familiar open field had no effect. These results allow us to conclude that exposure to a new
environment promotes the extinction of aversive memory, an effect that is related to exposure
to novelty, since exposure to a familiar environment did not promote the same effect. In
addition, the novelty effect was persistent and mimicked by the infusion of dopamine into the
hippocampus, what allows to infer that the participation of this neurotransmitter is an important
mechanism for the observed effects.

Keywords: novelty; persistence; aversive memory; inhibitory avoidance and dopamine.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 Definicdo e classificagdo das memorias

A memoria pode ser definida como o registro de informacbes adquiridas que
possibilitam alteracGes no comportamento oriundas de experiéncias ao longo da vida (XAVIER,
1996). Sabemos quem somos e onde estamos devido a nossa capacidade de aprender e lembrar.
A forma pela qual nos relacionamos com o meio e nosso entendimento sobre 0 mundo estéo
intimamente associados a formacdo de nossas memorias (IZQUIERDO, 2002; SHARMA,
RAKOCZY; SQUIRE et al., 2003). Portanto, as informac@es que sdo armazenadas pelo sistema
nervoso central (SNC) e posteriormente sdo evocadas, referem-se a memdria (BEAR, 2002;
IZQUIERDO, 2002; SQUIRE et al., 2003).

As memorias sao classificadas de acordo com o seu contetido e tempo de duracdo. De
acordo com o seu contetdo, as memorias podem ser divididas em duas grandes categorias:
memoria explicita (ou declarativa) e memdria implicita (ou ndo declarativa/procedural)
(IZQUIERDO, 2002). As memorias declarativas sdo aquelas que, como o préprio nome diz,
podemos facilmente declarar, e podem ser referentes a eventos, lugares ou até mesmo
informacdes sobre a fisionomia de pessoas (LONGONI, 2003). Dentre as estruturas nervosas
responsaveis pela aquisicao, consolidacdo e evocacdo das memorias declarativas, podemos citar
o0 hipocampo, o cértex entorrinal e a amigdala (FUSTER, 1995., IZQUIERDO et al., 2006). As
memorias declarativas sdo ainda subdividas em memorias episodicas ou semanticas, que
referem-se a eventos especificos que vivenciamos e a conhecimentos gerais adquiridos ao longo
davida, respectivamente (SQUIRE & KANDEL, 2003; IZQUIERDO, 2011). No que diz respeito
as memorias implicitas, estruturas nervosas como o estriado, cerebelo, amigdala e neocértex séo
as principais responsaveis pelos seus processos mnemoénicos (SQUIRE, 1992). Estas
informagdes correspondem as memorias relacionadas a habilidades motoras e também aquelas
decorrentes de condicionamento classico (BEAR, 2002; 1ZQUIERDO, 2002; SCHUCHARD;
THOMPSON, 2013).

Quando classificadas de acordo com o tempo de duracéo, as memorias dividem-se em:
memorias de trabalho, de curta e longa duragdo (IZQUIERDO & MCGAUGH, 2000) (Figura 1).

A memodria de trabalho refere-se aquelas memdrias que perduram por muito pouco tempo, de
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segundos a minutos; sdo processadas pela atividade neural no cértex pré-frontal, regido mais
anterior do lobo frontal (IZQUIERDO, 2002; ZANTO et al., 2011).

3-6 HORAS DE DURACAO

(séo independentes da transcri¢cdo de mRNA e de sintese
protéica)

DIAS, MESES OU ANOS DE DURACAO

‘ (dependente da sintese de proteinas relacionadas a

1-3 MINUTOS DE DURACAO (cortex pré-frontal)

Figura 1 - Classificacdo da memoria de acordo com o tempo de duragdo. MT = Memodria de trabalho; MCD =
Memodria de curta duracdo; MLD = Memdria de longa duracdo. (Figura adaptada de Izquierdo, 1. 2002).

Representativamente, podemos dizer que a memoria de trabalho (MT) equivale a
memoria RAM presente nos computadores: a informacdo é mantida ativa na MT durante
segundos ou alguns minutos, engquanto ela é necessaria. Ela é importante para o nosso dia a dia
de forma a mantermos informagdes em uma janela de tempo necessaria para darmos continuagdo
a atividade que estdvamos realizando anteriormente, mas ndo precisa formar arquivos. Outro
exemplo de memoria de trabalho é a terceira palavra da frase anterior: durou 2 ou 3 segundos na
memoria do leitor, para dar sentido a frase e conecta-la com a seguinte, mas ja desapareceu de
nossa memoria para sempre (IZQUIERDO et al, 2013). Memdrias que persistem por periodos
mais longos que 3 segundos sao classificadas em memdrias de curta ou longa duracdo. Izquierdo
e colaboradores, em 1998, demonstraram que a memdria de curta e a de longa duracéo dependem
de alguns processos fisioldgicos distintos (IZQUIERDO et al., 1998).

As memorias de curta duracdo (MCD) persistem por tempo limitado, no maximo 6
horas, e utilizam-se de breves processos bioquimicos no cértex entorrinal e hipocampo, sendo
formadas ininterruptamente, portanto, sdo independentes da transcricdo de mRNA e de sintese
protéica (SQUIRE et al., 2003). Nds usamos este tipo de memaria para lembrar o que aconteceu
h& algumas horas atrds e dar continuidade ao nosso tempo presente (IZQUIERDO, 2002;
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SQUIRE et al., 2003). Em contrapartida, a memoria de longa duragdo (MLD) perdura muitas
horas, dias ou anos. Sua formacdo envolve a ativacdo de numerosas enzimas que regulam a
atividade de proteinas pré-existentes, e a ativacdo génica por elas e sintese de novas proteinas,
sendo este tipo de memoria dependente da sintese de proteinas relacionadas a plasticidade (PRPS)
(REDONDO E MORRIS, 2011). Esses processos bioquimicos e moleculares envolvidos na
formagdo da MLD permitem que as células neurais se ramifiquem para formar conexdes novas
ou mais fortes (SQUIRE & KANDEL, 2003).

Enquanto a MLD esta sendo formada a informacéo adquirida € 1abil, portanto, tolera
alteragOes e pode ser suscetivel a administragdo de farmacos, a interferéncia de outras memdorias
ou & acdo de neurotransmissores, como a dopamina e a acetilcolina, por exemplo (MOURAO
JUNIOR, C. A.; FARIA, N. C., JAMES, W. 2015). Ainda, sua constancia é dependente de outros
fatores, tais como: o nivel de ansiedade, estresse, aten¢do, a idade, entre outros (MEDINA et. al.,
2008). Mesmo que as MCD e MLD néo possuam mecanismos de formacéo iguais, ambas sofrem
processamento na regido hipocampal e em estruturas associadas do lobo temporal
(BROADBENT et al., 2004).

Classicamente, o processo de formacdo de uma memoria envolve 3 fases: aquisicao,
consolidacdo e evocacdo. Inicialmente, ocorre a aquisicdo da informacdo adquirida.
Posteriormente, dar-se-a a consolidacao, que consiste no processo no qual a informacéo sera de
fato armazenada no SNC, ou seja, ocorrera a fixacdo do traco mnemodnico (AKIRAV;
MAROUN, 2012 ; ALBERINI; LEDOUX, 2013; DE LA CRUZ et al., 2008; IZQUIERDO et
al., 2006; MCGAUGH; IZQUIERDO, 2000). Por fim, essa informacao ja consolidada no SNC
podera ser evocada/lembrada, fase chamada de evocacao, que corresponde a rapida recapitulacédo

de uma informagéo previamente armazenada (MEI et al., 2011).

Diversas estruturas encefalicas sdo importantes para o funcionamento da circuitaria
neural envolvida nos processos mneménicos, porém podemos citar algumas que sao essenciais.
Dentre elas, a regido hipocampal e estruturas associadas ao lobo temporal que sdo as responsaveis
pelo processamento da MCD e MLD (BROADBEN et al., 2004). O hipocampo, estrutura
pertencente a regido hipocampal (figura 2), anatomicamente compreende as regides denominadas
CAl, CA2 e CA3 (BEAR et al., 1990) (do latim, cornu ammonis ou Corno de Amon — CA),
contudo, a regido CAL, além de ocupar a maior extensdo da porcdo superior, € a principal
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envolvida nos processos cognitivos relacionados a memoria (FIORENZA et al., 2012; MY SKIW
etal., 2013; MELLO-CARPES, 2010).

HIPOCAMPO

Figura 2. Desenho esquematico da regido correspondente ao hipocampo em cérebro humano. O hipocampo é
a principal regido envolvida nos processos cognitivos relacionados a memdria. A regido CA1L, além de ocupar a
maior extensdo da por¢do superior, é a principal envolvida nos processos cognitivos relacionados a memoria
(Adaptado de Pixabay, 2016).

Como mencionado previamente, as memdrias que ja foram consolidadas, quando séo
evocadas se tornam labeis, podendo sofrer alteracGes. Ap6s uma memdoria ser evocada, ela pode
seguir dois caminhos distintos: a reconsolidac¢éo ou a extingdo (ALBERINI; LEDOUX, 2013).
Para que essa memdria perdure ao longo do tempo, ela necessita passar pelo processo
denominado reconsolidacdo (NADER et al., 2000). Através da reconsolidacdo as memorias pré-
existentes sdo atualizadas (LEE et al., 2017), o que aumenta possibilidade de armazena-las por
um tempo maior (NADER, 2000). Portanto, quando evocadas, as memorias reconsolidadas
sofrem uma desestabilizacdo seguida de posterior estabilizacdo (DUDAI & EISENBERG, 2004).
Ja a extingdo da memdria, ao contrario do que se possa imaginar, ndo corresponde a perda de
uma memdria, apenas a sobreposi¢cdo de uma nova memoria & memoria original, de forma a
impedir ou diminuir a probabilidade de evocacdo da memoria original; portanto, considera-se o

processo de extingdo como um novo aprendizado (MYSKIW et al., 2013).
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1.2 Extin¢do da memodria

Extinguir uma memoria ndo significa esquecé-la; a memdria esquecida ndo pode ser
mais lembrada, ja a memdria extinta, perante condicdes especificas, pode (FLAVEL, MILLER,
& MILLER, 1999, MOURAO & FARIA, 2015). No inicio do século XX, o fisiologista e médico
russo Ivan Pavlov descobriu um dos processos mnemonicos que seria, futuramente, o mais
difundido dentro da psicanalise para a realizacdo de terapias cognitivas: a extincao
(IZQUIERDO, 2004). Pavlov estudou a extin¢ado usando o modelo de condicionamento classico
ou condicionamento para memorias aversivas. Este modelo permite que o individuo (ou animal)
relacione um estimulo sem relevancia (estimulo condicionado) a outro estimulo que possui
relevancia intrinseca (estimulo incondicionado); assim, o estimulo condicionado ganha similar
relevancia ao estimulo incondicionado, resultando em respostas idénticas diante de ambas
situacbes (NADER, 2000). Pavlov provocou aprendizado condicionado e depois promoveu a
exting¢ao deste aprendizado (IZQUIERDO, 2004).

A extincdo esta relacionada a otimizacdo na ocupacdo de areas do cortex cerebral
(MOURAO et al., 2015). Podemos afirmar que esse tipo de meméria possui um grande valor
adaptativo e nos impede de insistir na realizacdo de comportamentos e pensamentos que ja ndo
se conectam mais com a realidade (IZQUIERDO, 2006). Semelhante a consolidacédo, para que
0S mecanismos de extincdo possam ocorrer € necessaria a expressao génica e sintese de novas
proteinas no hipocampo (IZQUIERDO et al., 2013). No entanto, as areas encefélicas
correspondentes ndo sdo as mesmas nos dois processos. Durante a extin¢do sao ativadas regides
do sistema limbico, tais como o hipocampo, o estriado, a amigdala, a &rea motora suplementar e
o0 cortex pré-frontal (AYBEK et al., 2015).

Sabe-se que tanto hipocampo quanto a amigdala tem um importante papel no circuito
neural do medo (DUVARCI et al.,, 2014; ERLICH et al., 2009). Apds a exposicdo ao
condicionamento aversivo, a informacdo adquirida é processada pelo hipocampo que projeta
essas informagOes para a amigdala basolateral (BLA) (Figura 3) (DUVARCI et al., 2014,
ERLICH et al., 2009). Essa interacdo neural promove uma associagdo entre o estimulo aversivo
e 0 contexto. Assim, quando reexposto ao contexto condicionado, o individuo ativa novamente
o traco mnemdnico, permitindo a ativacdo na BLA, que, por sua vez, emite projecdes para a
amigdala central, desencadeando respostas de medo (DUVARCI et al., 2014; EHRLICH et al.,
2009; JANAK & TYE, 2015; PARE et al., 2012). Durante a extingdo, células intercalares
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localizadas na amigdala sdo acionadas apds a acao excitatdria de neurénios infralimbicos, e como
resultado deste processo ocorre a inibicdo da amigdala central e basolateral, bloqueando a
expressao do medo (Figura 3) (HERRY and JOHANSEN, 2014; MAREN et al, 2013).

MEMORIADE EXTINCAOQ

HIPOCAMPO @

R

‘i

MEMOETADE MEDD

SINAPSE EXCITATORIA | SINAPSE INIBITORIA

Figura 3. Esquema dos principais circuitos neurais envolvidos na extingdo e memdria de medo. Memorias
aversivas contextuais sdo codificadas por circuitos envolvendo projecGes hipocampais para a amigdala basolateral
(BLA). Ja na extincdo, o circuito responsavel por esta memdria envolve projecdes do hipocampo para o0 cortex
infralimbico (IL) e deste para as células intercalares da amigdala (ITC), que por sua vez inibe a amigdala central
(CEA) e BLA (Adaptado de MAREN et al., 2013).

1.3 O transtorno do estresse pés-traumatico e sua relacdo com a extin¢cdo de memorias

Segundo o Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5,
American Phychiatric Association, 2013) considera-se como diagnostico para o Transtorno do
Estresse POs-Traumatico (TEPT) a vivéncia ou a exposi¢ao a um evento traumatico que envolva
risco ou ameaca a vida. O TEPT apresenta uma prevaléncia de 1% até 14% na populacéo civil
urbana, sendo esse indice significativamente elevado para 40% a 80% quando incluidas vitimas
de violéncia sexual ou desastre natural (KESSLER et al., 1995).

As consequéncias emocionais apds o trauma séo latentes nos pacientes que desenvolvem

TEPT, incluindo alteragbes neurovegetativas tais quais: taquicardia, hiperexcitabilidade,
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irritabilidade, sudorese, raiva dentre outros sintomas que, em decorréncia desta constante tensao,
causam efeito deletério para a satde, como alteracdes negativas de cognicdo/humor e perda de
memoria, que persistem por meses ou até mesmo anos apés o evento (BARLOW, 2016). Assim,
tanto a vida pessoal quanto a vida profissional do individuo que desenvolve o TEPT sdo afetadas
drasticamente, pois as memorias relacionadas ao trauma estdo muito vividas, e sdo evocadas a
todo momento como se fossem pequenos flashbacks durante o dia a dia (BLANCO & CANTO-
DE-SOUZA, 2018; BARLOW, 2016).

Um dos tratamentos disponiveis, e largamente utilizado para tratar o TEPT € a terapia
de exposicdo (IZQUIERDO et al., 1985). Nela o paciente ¢ exposto a “dicas” associadas ao
trauma, porém sem que de fato o evento traumatico ocorra. O tratamento é baseado no processo
de extin¢do da memoria, no qual o individuo aprende a inibir a evocacdo da memoria traumatica
a todo momento (RESCORLA, 2004). Entretanto, apesar de ser o tratamento de escolha, a
eficacia desta terapia ndo € a que os profissionais gostariam: a diminuigdo das respostas aversivas
relacionadas ao trauma apoOs a terapia de exposi¢cdo ndao € permanente, podendo reaparecer
mediante o fenbmeno denominado recuperacao espontanea (RESCORLA, 2004).

Ainda, existem tratamentos farmacoldgicos que buscam amenizar os sintomas deste
transtorno, como o uso dos estabilizadores de humor, como Carbamazepina, Benzodiazepinicos
(BZDs), Inibidores de Monoamina Oxidase (IMAOs) e Inibidores Especificos da Recaptacdo de
Serotonina (IERSs) ( ANDRADE et al., 2018), porém alguns estudos mostram que a eficacia
destes farmacos depende em grande parte do seu uso continuo, portanto, a descontinuacao
farmacoldgica resultaria no retorno dos sintomas (ETTEN & TAYLOR, 1998; ANDRADE et
al., 2018).

1.4 Novidade, dopamina e a extin¢cdo de memarias

A memoria e a aprendizagem sdo variaveis dependentes que se relacionam de forma
intrinseca, ou seja, para aprender é preciso memorizar e vice e versa (IZQUIERDO, 2002; 2004).
Estes processos fisioldgicos podem ser modulados a partir do nivel de atengdo e pelo estado de
animo do individuo, portanto, para consolidar uma memdria/aprendizado é necessario um estado
minimo de alerta (IZQUIERDO, 2002; 2004). Nesse sentido, novas abordagens estdo sendo
testadas para modular o traco mnemonico, dentre elas encontra-se a exposicdo a novidade
(PIERCE, 1980). A adicéo de eventos novos ou surpreendentes poderia melhorar a aprendizagem

de extingdo a partir de novas experiéncias.
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Estudos mostraram que, a simples exposicdo a um ambiente novo pode exercer
profundos efeitos modulatérios nos processos de memdria quando ocorre até 2 horas antes da
aprendizagem, facilitando este processo (IZQUIERDO 2000; 1985). Moncada e colaboradores
(2011) afirmam que as propriedades envolvidas no processo de exposicdo a novidade permitem
que estimulos que formariam MCD (STMs -Short-Term Memory) possam formar MLD (LTMs
-Long-Term Memory); processo esse processo que pode ser elucidado a partir do modelo
proposto por Frey e Morris em meados de 1997: a hipotese da Marcacdo e Captura Sinaptica
(STC, do inglés para synaptic tagging and capture).

A hipotese da STC propde que, para a modificacdo plastica na forca sinaptica dos
neurdnios, ou seja, a potenciacdo daa comunicacdo entre 0s neurdnios, € necessario que dois
eventos independentes interajam para determinar a persisténcia da mudanca do traco mneménico:
a expressdo de Potenciacdo de Longa Duracgdo (LTP, sigla em inglés Long Term Potentiation;
fendmeno sinapse-especifico que aumenta a poténcia sinaptica em resposta a atividade) (BLISS
& COLLINGRIDGE, 1993; REDONDO; MORRIS, 2011) de maneira precoce, e a marcagédo
dessa sinapse por uma tag, ou seja, uma sinapse marcada. Segundo Redondo e Morris (2011)
uma sinapse marcada nada mais é do que um estado temporario no qual a sinapse em questdo
esta sensivel a acdo das PRPs (Proteinas Relacionadas a Plasticidade; proteinas constituidas por
diversas subunidades que permitem o aumento estavel do espinho dendritico) (HAYASHI, 200;
KOPEC et al., 2007) de forma a torna-la mais labil a alteragBes prolongadas (REDONDO E
MORRIS, 2011; BARCO et al., 2008).

A expressdo das PRPs ocorre paralelamente aos dois processos citados (expressao de
LTP e marcacdo da tag), sendo gue estas somente sdo sintetizadas em casos nos quais o estimulo
é forte o suficiente (Figura 4A). Se for, as PRPs serdo capturadas apenas pelas sinapses marcadas
pela tag, propiciando a estas sinapses um estado potenciado e a formacdo da LTP tardia
(MONCADA etal., 2011; BALLARINI et al., 2009; REDONDO; MORRIS, 2011). Na auséncia
das PRPs, isto €, nos casos onde o estimulo é fraco, a sinapse marcada gradualmente retorna ao
seu estado ndo marcado (Figura 4B) (REDONDO E MORRIS, 2011). Estudos mais recentes
demonstraram que a novidade é um estimulo forte, que promove a expressdo de PRPs, e, quando
associado a um estimulo fraco, incapaz de promover a formacao de uma nova memaria por si so,
este pode compartilhar suas PRPs, permitindo o aprendizado de ambos os estimulos (Figura 4C)
(MONCADA; VIOLA, 2007). Alguns estudos utilizaram com sucesso a exposi¢do a novidade

(a um ambiente novo) para promover a extingdo das memarias de medo e aversiva e verificaram
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que este processo é dependente de sintese de proteina e marcacdo e captura sinaptica no
hipocampo nas duas situagdes (MYSKIW et al., 2013; MENEZES et al., 2015).

& & @

o o}
o

-

&

estimulo forte estimulo fraca estimulo forte estimulo fraco

A 4 A 4

‘ LTP tardia Retorno ao estado ‘ LTP tardia LTP tardia ]
) basal

Fig. 4 - Desenho representativo da hipdtese de marcagdo e captura sinaptica. A. Um estimulo forte é capaz de
gerar dois eventos dissociaveis: sintese de PRPs — proteinas relacionadas a plasticidade no ndcleo e uma tag —
marcacdo sinaptica. As PRPs sdo capturadas pelas sinapses marcadas, levando a manutencdo da LTP tardia; B. as
sinapses que receberam estimulo fraco sdo marcadas, mas ndo como o estimulo ndo é capaz de induzir sintese de
novas proteinas, ndo recebem PRPs, o que impede a LTP tardia e alteragfes duradouras nas sinapses, assim,
gradualmente as sinapses retornardo ao se estado basal; C. sinapses que receberam estimulo fraco, mas que tenham
acesso aos PRPs também conseguirdo manter a LTP tardia. Fonte: Autoria prépria (2019).

Um dos neurotransmissores que desempenha um papel fundamental no estabelecimento
duradouro da LTP no hipocampo é a dopamina (DA) (FREY et al, 1990). A dopamina pertence
a um grupo de neurotransmissores, as catecolaminas, caracterizadas como importantes
neurotransmissores do SNC de mamiferos, participando da regulacdo de diversas fungdes, a citar:
emoc0Bes, comportamento motor e comunicagdo endocrina (TRUJILLO et al., 2000).

A sintese da dopamina ocorre a partir da tirosina (um precursor aromatico), cuja
principal fonte é a dieta (BEN-JONATHAN & HNASKO, 2001). Para que a tirosina possa
realizar a sua conversdo em dopamina é necessario a acao enzimatica da tirosina hidroxilase (TH)
e do aminoacido aromatico descarboxilase (DCC), que catalisam a formacdo da
dihidroxifenilalanina (LDOPA) e da dopamina (BOULTON & EISENHOFER, 1998; BEN-
JONATHAN & HNASKO, 2001). Cerca de 80% do conteudo dopaminérgico e conexdes (que

predominantemente s&o localizados em ndcleos do tronco cerebral, onde € sintetizada) se projeta
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para vias axonais como o hipocampo, a area tegmental ventral (VTA, do inglés ventral tegmental
area), o nucleo accumbens, a amigdala, a substancia negra, o estriado, o cortex frontal, dentre
outras regides (Figura 5) (ANDEN et al 1964; VALLONE et al., 2000; FIORENZA, 2012).
Através das conexdes do hipocampo com o nucleo accubems, que modula diretamente a
atividade da VTA atraves do globo pélido, é estabelecido uma alg¢a ativa que regula a entrada da
informagao na MLD (LISMAN & GRACE, 2005).

VIAS DOPAMINERGICAS

1- Substancianegra < ey

2- Area tegmental ventral PR
3- Amigdala e
4- Nucleo accumbens \

5- Estriado A

6- Cortex frontal

@ Via dopaminérgica nigro-estriatal

@ Via dopaminérgica tuberoinfundibular
¥ Via dopaminérgica mesocortical

» Via dopaminérgica mesolimbica

Fig. 5 — Desenho representativo das vias dopaminérgicas em cérebro humano. Fonte: Margaretta Mills (2018).

Apbs sintetizada, a DA é armazenada em vesiculas nos terminais sinapticos de
neurbnios dopaminérgicos, e, a partir de um estimulo neural, € liberada na fenda sinaptica por
exocitose (LOPES et al., 2003). Para promover seus efeitos bioquimicos e moleculares, que séo
dependentes do tipo de receptor e podem incluir eventos como a ativacdo da adenilato ciclase,
segundos mensageiros e elevacdo intracelular das concentracdes de adenosina monofosfato
ciclico (AMPc), a DA liga-se aos seus receptores (proteinas transmembrana) que estdo acoplados
a proteina G nos terminais pds-sinapticos: receptores da familia D1 (subdivididos em D1 e D5)
e receptores da familia D2 (subdivididos em D2, D3 e D4) (ANDEN, 1964). Posto isto, é notorio
que as diversas funcbes da DA sdo mediadas pela sua capacidade em ligar-se e ativar estes
receptores, para entdo exercer seus efeitos; assim, alteracdes nestes receptores podem afetar a
expressdo dos mesmos e a transducdo de sinal, acarretando muitas vezes no envolvimento de
possiveis transtornos psiquiatricos (OPMMER et al., 2000; PARK et al., 2005). O blogueio

destes receptores em pesquisas sobre estudos de processos mneménicos mostrou que a
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administracdo de farmacos antagonistas, que bloqueiam estes receptores prejudicou a formacédo
da memoria de extin¢do. Rossato e colaboradores (2009), realizaram uma infusdo hipocampal
em ratos do antagonista dos receptores D1 (SCH 23390) apds a exposicdo a um evento nocivo.
Eles observaram que a memoria de medo de longa duracdo desapareceu rapidamente apds a
infusdo dessa droga (ROSSATO et al., 2009), demonstrando a importancia deste

neurotransmissor e desta familia de receptores neste processo mnemonico.
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2. JUSTIFICATIVA

O Transtorno do Estresse Pds-Traumatico (TEPT) é definido como um conjunto de
reacGes emocionais e comportamentais que se encontram associadas a memoria da experiéncia
traumética (MARGIS et al. 2003). O individuo com TEPT pode apresentar vivéncia persistente
e intensa das memorias traumaticas, sofrimento psicoldgico e fisiologico, simbolizando aspectos
do evento traumatico, além de comportamento de esquiva persistente, sintomas continuos de
excitabilidade aumentada e prejuizo ocupacional em outras areas importantes de sua vida
(GUIMARO et al., 2013).

Considerando o impacto negativo que o TEPT acarreta na vida psicossocial do individuo,
¢ de suma importancia estudos que viabilizem a intervencao clinica destes sujeitos (MARGIS et
al. 2003). Uma das estratégias utilizadas atualmente na terapéutica dessa fobia é a extingéo,
através da terapia de exposi¢do (IZQUIERDO, 2002). A extin¢do promove a desvinculagdo de
um estimulo condicionado do estimulo incondicionado com o qual tinha se associado para gerar
uma resposta aprendida (IZQUIERDO, 2006). Os mecanismos da extin¢do sao semelhantes aos
da formacdo de memdrias, mas, em vez de resultar em um aumento das respostas aprendidas,
resultam na diminuicdo da probabilidade de sua expressao; assim, na extin¢do, o que se extingue
ndo € a memaria em si, sendo a probabilidade de sua evocacdo (MYSKIW et al., 2013). Neste
sentido é que a extin¢do tem uma aplicacdo terapéutica importante no tratamento das fobias e do

TEPT, para o qual é o tratamento de escolha.

No entanto, apesar de frequentemente utilizada, a eficacia da extingdo no processo
terapéutico ndo é a ideal. Como mencionado anteriormente, o paciente pode apresentar
recuperacdo espontanea apos a terapia de exposi¢do, pois os efeitos sdo pouco duraveis; ou,
ainda, hé a necessidade de vérias sessdes para se obter o resultado esperado (RESCORLA, 2004).
Assim, buscar formas de otimizar a extingdo terapéutica da memdaria é importante. Um dos meios
que vém sendo estudado para facilitar a extin¢do das memarias de medo e aversivas € a exposi¢do
a novidade. Estudos recentes do nosso e de outros grupos mostraram que a exposicdo a uma
novidade (ambiente novo) facilita a extingdo de memorias aversivas (MENEZES et al, 2015;
MYSKIW et al, 2013). Esse efeito provavelmente se baseia ha marcacao e captura sinaptica, ja
que se mostrou dependente de sintese proteica, e envolve a ativagdo dos receptores
dopaminérgicos do tipo D1 do hipocampo (MENEZES et al, 2015). No entanto, os resultados

atualmente disponiveis em estudos que avaliam o efeito da exposi¢do a novidade na facilitacdo
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da extin¢do das memarias de medo avaliam esse efeito até em torno das primeiras 24 horas ap6s
a extincdo, e, na pratica clinica, para o paciente, & importante garantir um efeito prolongado.
Portanto, neste trabalho buscamos estudar a persisténcia da extincdo das memorias aversivas
diante exposicdo a novidade, bem como elucidar o papel da dopamina nos efeitos da exposicao
a novidade, a fim de promover uma melhor compreensdo deste fenémeno. Dessa forma,
hipotetizamos que nossos futuros resultados poderdo contribuir para o desenvolvimento futuro

de tratamentos para o TEPT e outras patologias semelhantes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo geral avaliar a persisténcia da extingdo da memoria
aversiva facilitada pela exposicdo a novidade, bem como elucidar o papel da dopamina no efeito

modulatorio da novidade sobre a extingdo da memaria em ratos.

3.2  Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho incluiram:

o Verificar os efeitos da exposicéo a novidade na extingdo da memoria aversiva;

o Verificar a persisténcia dos efeitos da exposicdo a novidade na extingcdo da
memoria aversiva;

o Comparar os efeitos da exposi¢do a um ambiente novo e a um ambiente familiar
na extingdo da memoria aversiva;

o Verificar se a administragdo intrahipocampal de dopamina exgena mimetiza o0s
efeitos da exposicao a novidade na extingdo da memoria aversiva;

o Verificar se as intervengdes utilizadas (exposi¢do a novidade, exposi¢do a um
ambiente familiar e infusdo intrahipocampal de dopamina) alteram o0 comportamento

exploratério ou locomotor ou geram comportamento tipo ansioso nos animais.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Amostra

Ratos Wistar machos (3 meses de idade; 290-330 g) foram obtidos do Biotério da
Universidade Federal de Santa Maria — RS/Brasil. Os animais foram alojados em caixas plasticas
especiais forradas com maravalha, com capacidade para 4 animais, em condi¢Ges controladas de
luz (ciclo claro/escuro 12 horas: luz a partir das 7 horas e escuro a partir das 19 horas),
temperatura (21 a 23°C) e umidade (50 £ 10%), recebendo agua e racdo ad libitum. As caixas
plasticas de alojamento foram limpas e trocadas a cada dois dias e todos os testes e tarefas

comportamentais foram realizadas durante a fase clara do ciclo dos animais.

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com os “Principios
de cuidados com animais de laboratorio” (NIH publicacdo n° 80-23, revisada em 1996) e com o
CONCEA (art. 5°, incisos | e 1V, da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008) sendo aprovados
pela Comissdo de Etica para Uso de Animais da Universidade Federal do Pampa (protocolo
018/2017, ANEXO A).

Para o estudo, os animais foram divididos em cinco grupos:

a) Controle (C; n=7): Os animais foram treinados no aparato de El (Esquiva Inibitoria)
e 24 horas mais tarde foram submetidos a 3 (trés) sessdes de extin¢do com intervalos
de 90 min entre as sessdes. Vinte e quatro horas depois, estes animais passaram pela
primeira sessdo de retencéo (teste para medir a retencdo da memoria de extin¢do), que
ocorreu também 3, 7, 14 e 21 dias ap6s a Ultima sessdo de extingdo (Figura 6).

b) Novidade (ambiente novo) (N; n = 7): Os animais foram treinados na El, e, 30 min
antes da primeira sessdo de extincdo, foram expostos a novidade (ambiente novo —
campo aberto nunca antes explorado) por 5 minutos; posteriormente passaram pelas
sessOes de extingdo (3 sessdes) e testes de retencdo no dia 1, 3, 7, 14 e 21 apoés a
extingdo (Figura 6).

¢) Ambiente Familiar (AF; n = 7): Os animais foram expostos ao campo aberto 24
horas antes do treino na El, para que este ambiente passasse a ser familiar ao animal.
No dia seguinte, os animais desse grupo passaram pelo treino na El, e, 30 min antes
da primeira sessdo de extingdo (que ocorreu 24 apos o treino), eles foram novamente

expostos ao campo aberto (ja familiar) durante 5 min, afim de isolar o efeito da
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d)

exposicdo ao campo aberto do efeito da exposicdo a novidade. Posteriormente,
seguiu-se as sessOes de extincdo e retencdo, como nos demais grupos (Figura 6).
Dopamina (D; n = 7): Os animais foram treinados na El, e, 30 min antes da primeira
sessao de extincdo receberam uma microinjecdo intrahipocampal de dopamina
exOgena e posteriormente passaram pelas sessdes de extingdo (3 sessdes) e retengdo
no 1°, 3°, 7°, 14° e 21° dia ap06s a extingao (Figura 6).

Ambiente Familiar + Dopamina (AF+D; n = 7): Da mesma forma que o grupo
familiar , os animais foram expostos 24 horas antes da primeira sessao de treino na El
ao campo aberto. No dia seguinte, os animais desse grupo passaram pelo treino na El,
e, 30 min antes da primeira sessdo de extingdo (que ocorreu 24 apos o treino), eles
foram novamente expostos ao campo aberto (ja familiar) durante 5 min e
imediatamente apds receberam uma microinjecdo intrahipocampal de dopamina

exogena. Posteriormente, seguiram-se as sessdes de extingdo e retencdo (Figura 6).
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a) Treino El — Sessdes de Extingéo — SessGes de Retengdo

b) Treino El N Novidade EN Sessbes de Exting@o —~  Sessdes de Retencdo

30min antes da 12 sessdo de
extin¢do/ 5 min

c) | Campo Aberto — Treino EI —> Campo Aberto  —> Sessdes de Extingdo —> Sessdes de Retengdo
24hs antes do 30min antes da 12 sessédo de
treino extingdo/ 5 min

d)| Treino El — Microinje¢éo Dopamina —> Sessées de Extingdo —>  Sessdes de Retengdo

. .l;:‘,
\_&*
=N

e) | Campo Aberto —> Treino EI  —> Campo Aberto >  Sessdes de Extingdo —> Sessdes de Retencdo

30min antes da 12 sessdo de
extingdo/ 5 min

24hs antes
do treino

Fig. 6. Delineamento experimental. Ratos machos Wistar foram divididos em 5 grupos de acordo com a
intervencdo utilizada. Os animais foram treinados na esquiva inibitoria (EI), uma tarefa comportamental aversiva, e
24 horas depois foram submetidos a trés sessdes de treinamento de extingdo com intervalo de 90 min entre as sessdes.
Vinte e quatro horas, 3, 7, 14 e 21 dias ap6s os animais foram submetidos a testes de retencdo. Adicionalmente,
exceto pelos animais do grupo controle, de acordo com o grupo experimental, 30 minutos antes da primeira sesséo
de extin¢do os animais foram expostos a uma novidade (campo aberto desconhecido por 5 min), a um ambiente
familiar (campo aberta ja conhecido por 5 min), e/ou receberam uma microinje¢do intra-hipocampal de dopamina.
Fonte: Autoria prépria (2019).
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4.2 Procedimentos cirurgicos

Considerando que um dos objetivos do estudo era comparar os efeitos da infusao
intrahipocampal de dopamina na regido CA1 do hipocampo, todos os animais foram submetidos
a cirurgia estereotaxica para implantacdo bilateral de canulas-guia de calibre 27 gauge (G)
(Figura 7). Para tal os animais foram anestesiados com Cetamina e Xilazina (i.p., 100 mg/kg e
10 mg/kg, respectivamente). As canulas-guia foram fixadas a partir das coordenadas segundo o
Atlas de Watson e Paxinos (A -4,2, L £ 3,0, V - 2,0 mm) (Paxinos & Watson, 1986).

Figura 7. Imagem do aparato estereotaxico. Na foto menor o animal sendo submetido a cirurgia estereotaxica,
canulas sendo implantadas na regido CA1 do hipocampo. Fonte: autoria prépria (2019).

A colocacdo das canulas foi verificada post-mortem: 2-4 h ap6s o Ultimo teste
comportamental uma solugédo de azul de metileno a 4% foi infundida no mesmo volume usado
nos experimentos, e a extensao de difusdo do corante foi verificada 30 min depois e tomada como
uma indicacdo da presumivel difusdo do veiculo ou droga anteriormente administrada a cada
animal. Apenas os dados de animais com implantes corretos e sem propagacéo significativa do
corante no tecido e estruturas adjacentes foram analisados (MELLO-CARPES & IZQUIERDO,
2013).
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4.3 Manipulagéo dos animais

Para que os animais pudessem se familiarizar com o pesquisador e assim evitar estresse
e ansiedade no decorrer dos experimentos, apos 5 dias de recuperacdo da cirurgia estereotaxica
realizamos trés sessbes de manipulacdo dos ratos. Para isso, 0s animais foram retirados
individualmente de suas caixas moradia e manipulados por 10 minutos. A manipulagdo inclui:
trazer o animal proximo ao experimentador para que o odor do mesmo seja familiar ao animal e
toque leve na barriga do animal para acalma-lo. Apos as sessGes de manipulacao, iniciou-se o

protocolo experimental propriamente dito.
4.4 Condicionamento na Esquiva Inibitéria

Para formar a memoria aversiva nos animais, foi utilizado o aparato chamado Esquiva
Inibitéria (EI). Ele permite examinar de forma experimental os mecanismos envolvidos na
aquisicdo, armazenamento e expressdo de memdrias emocionais associadas com eventos
estressantes, intimidadores ou atemorizantes (PORTO, 2006). O aparato de EIl consiste em uma
caixa de 50,0 x 25,0 x 50,0 cm, com a parte frontal feita de acrilico (Figura 8). O assoalho do
aparelho é formado por barras de bronze paralelas eletrificaveis e ha uma plataforma elevada no

canto da caixa.

Fig. 8. Esquiva inibitéria (El). Fonte: Autoria prépria (2019).

Inicialmente os animais foram treinados na El, quando foram cuidadosamente colocados
sobre a plataforma elevada e, ao descerem com as quatro patas no assoalho de bronze
eletrificavel, receberam um choque elétrico de 0,5 mA por 2s (Figura 9A; CAMMAROTA et al.,
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2003), sendo imediatamente recolocados nas suas caixa-moradia. A laténcia de descida da
plataforma elevada foi mensurada através de um crondmetro. Todas as etapas da tarefa de

condicionamento na EI foi realizada pelo mesmo experimentador.

_________ —_> ‘_\h:‘_l

Sessdo de treino

1 ] 4 4
o Swat | — o et | — L o

Sessdes de extingdo {intervalo de 90 minutos)

Sessdes de retengdo (1°, 3°, 7°, 14° e 21° dia)

Figura 9. Esquema representativo do protocolo de condicionamento (A), extingéo (B) e testes de retencéo (C)
na Esquiva Inibitéria. (A) Condicionamento: individualmente os animais foram colocados na plataforma elevada,
ao descer e encostar as quatro patas nas barras eletrificiveis, receberam um choque de 0,5 mA por 2s. (B) Extingéo:
vinte e quatro horas ap6s o treino, os animais foram novamente colocados na plataforma elevada e, ao descerem nédo
receberam mais o0 choque. A sessdo de extingdo foi repetida 3 vezes com intervalos de 90 minutos (24-27 horas
depois do condicionamento na EIl). (C) Testes de Retencdo: vinte e quatro horas mais tarde (3° dia) iniciou-se a
primeira sesséo de retencéo que ocorreu também no 1°,3, 7, 14 e 21 dias ap0s a primeira sesséo de teste. Durante as
sessdes de condicionamento, extingdo e testes foram cronometradas as laténcias de descida da plataforma elevada
como medida de memoria. Fonte: Adaptado de Mello-Carpes et al. (2013).
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4.5 Treino de Extincao

No dia seguinte ao treino de condicionamento na El (24 horas ap0s) iniciamos as sessoes
de extin¢do. Nas sessdes de extin¢do os animais foram novamente colocados na plataforma
elevada, porém ao descer ndo mais receberam o choque nas patas e puderam explorar livremente
todo o aparato durante 300 segundos (figura 9B). A sessédo de extingéo foi repetida 3 vezes com
intervalos de 90 minutos entre cada uma delas (24-27 horas depois do condicionamento na EI)
(CAMMAROTA et al., 2003). A cada sessdo de extincdo foram cronometradas as laténcias de

descida da plataforma elevada.

4.6 Testes de retencgdo e persisténcia da memoria

Vinte e quatro horas depois das sessfes de extin¢do (3° dia) realizamos um teste de
retencdo da memoria, com o objetivo de verificar qual memaria prevalecia (do condicionamento,
ou da extingdo). Testes de persisténcia da memoria também foram realizados 3, 7, 14 e 21 dias
apos o protocolo de extingéo.

Nas sessOes de retencdo os animais foram novamente colocados na plataforma elevada,
sendo verificada a laténcia de descida da plataforma (pela observagdo do experimentador) como
medida de memdria (Figura 9C) (BEVILAQUA et al., 2003; CAMMAROTA et al., 2003). Em
cada teste, ao descer da plataforma o animal era rapidamente retirado do aparato e devolvido a
sua caixa moradia. No intervalo dos testes entre cada animal o aparato foi limpo com alcool 70%,

para evitar pistas odoriferas.

4.7  Exposicao a novidade (Campo aberto)

Trinta minutos antes da primeira sessdo de extingdo, os animais do grupo (n) foram
expostos a um ambiente novo. Neste estudo utilizamos como novidade o aparato de Campo
Aberto (CA) (MENEZES et al., 2015). O aparato de CA é formado por uma caixa de 50 x 50 x
60 cm de madeira, pintada de branco, com uma parede de vidro frontal (Figura 10). Os animais
foram cuidadosamente retirados de suas caixa-moradia, individualmente, e colocados no centro

aparato, quando puderam explorar o ambiente livremente por 5 minutos. Passados 5 minutos, 0s
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animais foram recolocados em suas caixa-moradia. No intervalo de cada animal, o aparato foi

limpo com &lcool 70%, para evitar pistas odoriferas.

Fig. 10. Campo Aberto (CA). No detalhe, animal explorando o CA. Fonte: Autoria propria (2019).

4.8  Exposicdo ao ambiente familiar (OF)

Os animais dos grupos (f) e (df) foram expostos um dia antes do treino na Esquiva
Inibitéria ao mesmo CA descrito anteriormente (Figura 10), para que esse ambiente se tornasse
familiar para os animais. No dia seguinte, os animais dos grupos foram submetidos aos
protocolos padrdo de condicionamento na El e, no dia seguinte, 30 min antes da primeira sessao
de extincdo, eles foram expostos ao CA ja familiar por 5 min. Posteriormente, seguiram-se as
sessOes de extincdo e retencdo, conforme descrito posteriormente. Estes procedimentos foram

adotados a fim de isolar o efeito da exposicéo a novidade/ambiente novo e o efeito do CA per se.

4.9  Drogas e injecdo intrahipocampal

A dopamina utilizada foi adquirida da Sigma Aldrich Brasil, dissolvida em solugéo de
2% em soro fisioldgico (vol/vol) e armazenada a -20°C protegida da luz (GARRIDO ZIN et al.,
2016).

A microinfusdo hipocampal ocorreu 7 dias ap6s a realizagdo da cirurgia. Durante a
microinjecdo os animais foram imobilizados e as céanulas-guia limpas com uma linha
odontoldgica (K-FILE Colorinox® A012D, Dentsply Ind. Com. Ltda., Brasil) ajustada para o
tamanho das canulas. Apds a limpeza e desobstrucdo, as agulhas de injecdo (agulhas gengivais
de 0,3 mm de didmetro) foram conectadas a uma microseringa Hamilton (10 pl) e foram inseridas
dentro de cada cénula, posicionadas 1,3 mm ou 3,2 mm abaixo das canulas. A infusdo de droga
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ou veiculo foi realizadas na regido CAL1 dorsal do hipocampo em ambos os lados. No momento
da entrega do farmaco, as canulas de infusdo de calibre 30 estavam firmemente encaixadas nas
guias.

Os animais dos grupos iv e v receberam infusées de dopamina (dose de 1 pg/ul; 1 pl/lado
na regido CA1 do hipocampo) realizadas ao longo de 60 s com uma bomba de infus&o, sendo as
agulhas de infusdo deixadas no local das canulas por mais 60 segundos apds a infusdo para
minimizar possivel refluxo (GARRIDO ZIN et al., 2016). J& os animais dos grupos (c), (n), e (f)

receberam infusGes do mesmo volume de veiculo (solucédo salina).

410 Experimentos comportamentais de controle

Para garantir que os resultados verificados na tarefa de El devem-se a efeitos das
intervencdes (novidade, infusdo de dopamina) na funcdo mnemonica, e ndo na ansiedade,
comportamento locomotor e/ou sensibilidade &lgica do animal, cerca de 2 a 3 horas antes de cada
teste de retencdo, os animais foram submetidos a tarefas de controle comportamental: teste do

labirinto em cruz elevado, campo aberto e placa quente.

4.10.1 Labirinto em Cruz Elevado

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) € um método simples utilizado para avaliar as
respostas tipo ansiedade em roedores (PELLOW et al., 1985). Este aparelho esta na configuracédo
de uma cruz e compreende dois bragos abertos (25 x 5 x 0,5 cm) um em frente ao outro,
perpendiculares a dois bracos fechados (25 x 5 x 16 cm); entre os bracos localiza-se o centro do
aparato (5 x 5 x 0,5 cm) (Figura 11). O equipamento possui sensores infravermelhos que
monitoram a movimentacdo do animal. Os bragos abertos ndo possuem paredes enquanto que 0s

bragos fechados tém uma parede alta (16 cm).
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Fig. 11. Labirinto em cruz elevado (LCE). Aparato utilizado para analise do comportamento tipo ansiedade dos
animais. Fonte: Autoria propria (2019).

No dia do teste os animais foram retirados de sua caixa-moradia, e individualmente
colocados no centro do LCE, onde permaneceram por 5 minutos para explorar o aparato
livremente. Foi registrado o tempo permanéncia e 0 nimero de entradas nos bragos abertos e
fechados. Neste teste, quanto mais ansioso estiver o animal, maior o tempo de permanéncia nos

bracos fechados e o nimero de entradas nestes bracos (PELLOW et al., 1985).

4.10.2 Campo aberto (CA)

A fim de verificar a atividade exploratoria e locomotora dos animais, foi utilizado o
aparato de Campo Aberto (CA), que consiste em uma caixa de madeira branca 50 x 50 x 60 cm
com uma parede de vidro frontal e assoalho dividido em quadrantes (Figura 10). No dia do teste
os animais foram colocados no canto direito do aparato e foi registrado o nimero de cruzamentos

e elevacdes realizadas pelo animal ao longo de 5 minutos (SIMON et al 1994).

4.10.3 Teste da placa quente

Para assegurar que 0s animais estavam com a sensibilidade algica preservada, o qual é
necessaria para o aprendizado na El, foi utilizado o aparelho Hot Plate para realiza¢do do teste
da placa quente. O aparelho é formado no assoalho por uma placa de metal e paredes de acrilico
de 20 cm ao redor (Figura 13).
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Figura 12. Placa quente (PQ). Aparato utilizado para analise da sensibilidade algica dos animais. Fonte: Autoria
prépria (2019).

No dia do teste os animais foram cuidadosamente colocados no centro da placa de metal,
que ja se encontrava aquecida a uma temperatura de 54°C, e registrou-se através da observacdo
do experimentador o tempo que animal demorou para expressar uma resposta ao calor (lamber,
morder, saltar ou levantar as patas). Se o animal apresenta resposta em até 30 segundos
consideramos que sensibilidade algica esta preservada (WOOLFE & MC DONALD 1944). O
tempo méaximo permitido para permanéncia dos animais na superficie quente € 30 segundos

(tempo de corte) para evitar lesGes nas patas (SILVA et al., 2018).

4.11 Andalise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do software PrismGraph 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, Estados Unidos). Para os resultados da El, um limite de 300 segundos
foi imposto nas laténcias durante os testes de retencdo (laténcias iguais ou superiores a 300 s
foram contadas como 300 s). Portanto, essa variavel ndo seguiu uma distribuicdo normal, de
modo que os dados de EI foram expressos como medianas + intervalo interquartil. As
comparagOes entre 0s grupos nas diferentes sessdes (condicionamento, extin¢do e testes de
retencdo) foram realizadas usando ANOVA ndo paramétrica de Kruskal-Wallis seguida pelo

post-hoc de Dunn. Comparagdes intra-grupo, entre a laténcia de treino e teste, foram realizadas
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utilizando o teste de Wilcoxon. Os resultados dos testes LCE, CA e placa quente apresentaram
uma distribuicdo normal, sendo expressos em média + DP e analisados por ANOVA paramétrica.
Em todos os casos, as diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando

encontrado P < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 A exposicdo a novidade promove a extingdo da memoria aversiva; este efeito ndo ocorre

guando os animais sdo expostos a um ambiente familiar

Os animais foram treinados em EIl e 24hs apds o treinamento foram submetidos a trés
sessOes de extingcdo com intervalos de 90 min entre as sessdes. Vinte e quatro horas apés a Ultima
sessdo de extingdo, foram submetidos a primeira sessdo de retencéo, e no 3°, 7°, 14° e 21° dia a
sessOes de persisténcia da memoria. Trinta minutos antes da primeira sessdo de extincdo, os
animais do grupo (n) foram expostos a uma novidade (CA) e posteriormente realizaram as
sessOes de extingdo e retencdo normalmente. Os animais do grupo (f) foram expostos a um CA

familiar e posteriormente realizaram as sessdes de extingdo e retencdo normalmente.

Durante o condicionamento na EI, todos os animais apresentaram laténcia similar quando
comparados entre si (P > 0,05; Figura 13). Na comparacgdo entre as laténcias de descida da
plataforma no treino e na exposicao seguinte a EI (primeira sessao de extin¢do) observamos que
os animais de todos os grupos foram capazes de aprender na tarefa de El, ja que houve aumento
das laténcias (W = 45, P = 0,003 para grupo controle; W = 28, P = 0,01 para grupo novidade; W
=28, P = 0,01 para grupo familiar; Figura 13).
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Figura 13. A exposicao a novidade (ambiente novo) promove a extingdo da memoria aversiva; este efeito ndo
ocorre quando os animais sdo expostos a um ambiente familiar e a infusdo de dopamina mimetiza os efeitos
da novidade. Laténcias de descida da plataforma da El na sessdo de condicionamento (treino), nas 3 sessdes de
extingdo e no teste de retencdo (24h). Em cada sessdo, letras diferentes significam grupos diferentes entre si (P <
0,05; Kruskall-Wallis seguido de pos-hoc de Dunn). * P < 0.05 em relacdo ao treino (teste de Wilcoxon; treino vs.
teste). Fonte: Autoria propria (2019).
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No entanto, quando observamos a laténcia da primeira, segunda e terceira sessoes de
extingdo, ha diferengas entre os grupos (Hi) = 22,76, P = 0,0001 para a sessédo 1; He) = 21,00,
P = 0,0003 para a sessdo 2; Hi) = 21,52, P = 0,0002 para a sesséo 3, fig. 13). O grupo (n)
(novidade) apresentou laténcias significativamente menores em relacdo ao controle (P < 0,001
para a sessao 1; P < 0,01 para a sesséo 2; P < 0,01 para a sessao 3; Figura 14), indicando que a
exposicdo a um novo ambiente facilita a aprendizagem da exting¢do. Por outro lado, o grupo (f)
(familiar) ndo apresentou diferencas em relacdo ao grupo controle (¢) (P > 0,05 em todas as
sessOes de extingdo; fig.13 ) e apresentou diferengas quando comparado ao grupo (n) (P < 0,05
para a sessdo 1; P < 0,01 para a sessdo 2; P < 0,05 para a sessdo 3; Fig. 13), indicando que a

exposicdo a um ambiente familiar ndo promove a aprendizagem da extingao.

5.2 A infuséo de dopamina mimetiza os efeitos da novidade

Os ratos do grupo (d) foram treinados na El e 30 min antes da primeira sesséo de extingao
receberam uma microinjecdo hipocampal de dopamina (dose de 1 pg/pl; 1 pl/lado na regido CA1
do hipocampo). Posteriormente, foram submetidos a sessfes de extincdo e retencdo. Na
comparacado entre as laténcias de descida da plataforma no treino e na exposicédo seguinte a El
(primeira sessdo de extin¢do) observamos que os animais do grupo (d) foram capazes de aprender
na tarefa de El, ja que houve aumento da laténcia (W = 28, P = 0,01; Figura 14).

Os animais que receberam dopamina hipocampal apresentaram laténcia
significativamente menor nas sessdes de extingdo em comparag¢do com o grupo controle (c) (P <
0,05 para todas as sessdes; figura 14). Da mesma forma, ndo ha diferencas na laténcia de dos
grupos dopamina e novidade (P > 0,05 para todas as sessdes; figura 14). Estes dados sugerem

gue a dopamina mimetiza os efeitos da novidade, promovendo a aprendizagem da extincao.

No teste de retencéo realizado 24 horas apos a extincdo, a laténcia do grupo (d) foi
significativamente menor do que a dos grupos controle (c) e familiar (f) (P < 0,01 para ambos;
figura 14), indicando que a dopamina promoveu a extin¢cao da memoria aversiva da El. Por outro
lado, o grupo (d) (dopamina) apresentou laténcia similar ao grupo (n) (novidade) (P > 0,05; figura

14), sugerindo que a dopamina mimetiza os efeitos da novidade na extin¢gdo da memoria.
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Adicionalmente, um grupo de animais foi exposto ao CA familiar (conforme relatado
acima um estimulo familiar ndo é capaz de gerar extingdo da memdria) e também recebeu
microinfusdo intrahipocampal de dopamina (dose de 0.01 uL /ml, I uL por lado na regido CAl
do hipocampo dorsal). Os animais deste grupo apresentaram laténcia significativamente menor
do que a dos animais controle (grupo (c)) em todas as sessdes de exting¢do (P > 0,05 para todas
as sessdes; figura 14) e no teste de retengdo realizado 24h ap6s a extingdo (P > 0,05; figura 14).
Este conjunto de dados demonstra que a administracdo de dopamina hipocampal exerce efeitos

modulatorios sobre a extin¢do que exposi¢do novidade.

5.3 A exposicdo a novidade, bem como a infusdo de dopamina, promovem a persisténcia da

memoria de extingdo

Todos os animais foram submetidos a sessdes de teste para medir a persisténcia da
memoria de extingdo. Os testes de persisténcia foram realizados 3, 7, 14 e 21 dias ap6s a Ultima
sessdo de extin¢do. Encontramos diferengas entre os grupos em todos os dias de teste (He) =
24,27, P >0,0001 para teste de 3 dias; Hs) = 25,67, P > 0,0001 para o teste de 7 dias; Hs)= 21,52,
P >0,0001 para o teste de 14 dias; His) = 24,41, P > 0,0001 para o teste de 21 dias; fig. 15).

Observamos que os animais do grupo (n) (expostos a novidade — CA novo) apresentaram
laténcias significativamente menores que as do grupo controle (c) ao longo dos 21 dias (P < 0,01
para o teste de 3 dias; P < 0,001 para os 7 dias teste; P < 0,001 para o teste de 14 dias; P < 0,001
para o teste de 21 dias; figura 15). Os animais do grupo (d) (que receberam infusdo de dopamina
na regido CA1 do hipocampo) também apresentaram laténcias significativamente menores que o
grupo controle (¢) ao longo dos 21 dias (P < 0,01 para o teste de 3 dias; P < 0,01 para teste de 7
dias; P < 0,05 para o teste de 14 dias; P < 0,05 para o teste de 21 dias; figura 15). Os demais
grupos ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo ao grupo controle ao longo dos
testes (P > 0,05 para todos os grupos e dias). Adicionalmente, o grupo fd (CA familiar +
dopamina) ndo apresentou diferencas significativas em relagdo a nenhum grupo em nenhum dia
de treino (P > 0,05 para todos os grupos e dias). Portanto, a exposi¢do a novidade, bem como a
infusdo de dopamina na regido CAL do hipocampo, foram capazes de modular a extin¢do da

memoria, facilitando-a, efeito este que se mostrou persistente ao longo de 21 dias.
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Figura 14. A exposicéo a novidade (ambiente novo), bem como a infusdo de dopamina facilitam a extincéo da
memoria aversiva, sendo este efeito persistente. Laténcias de descida da plataforma da El na sessdo de
condicionamento (treino), e nos testes de persisténcia realizados 3, 7, 14 e 21 ap6s a extin¢do. Em cada sesséo, letras
diferentes significam diferencas significativas entre os grupos (P < 0,05; Kruskall-Wallis seguido de pos-hoc de
Dunn). Fonte: Autoria prépria (2019).

5.4 A exposigdo a novidade, ao ambiente familiar, assim como a infusdo de dopamina ou
soro fisiologico ndo alteram o comportamento tipo ansiedade, nem o comportamento

locomotor e exploratério e a sensibilidade algica dos animais

Os animais foram testados no LCE, CA e teste da placa quente nos mesmos dias dos testes
de retencdo, afim de verificar se alguma das intervencdes adotadas no estudo (exposicdo a
novidade e ao ambiente novo, infusdo de dopamina ou veiculo) seria capaz de alterar a atividade
exploratoria e locomotora, 0 comportamento tipo ansiedade e/ou os limiares de dor. Verificamos
que nem o farmaco ou veiculo injetado nos hipocampos, nem a exposicdo ao CA novo ou

familiar, afetaram os parametros avaliados em nenhum dia de teste (Tabela 1).
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Tabela 1. A infusdo de dopamina e a exposicdo a novidade ndo afetaram a ansiedade, sensibilidade algica e
atividade locomotora dos animais nos dias do teste (1°, 3°, 7°, 14° e 21° dia). Os dados sdo expressos como média
+ DP do nimero e o tempo gasto nas entradas nos bragos abertos (LCE), o tempo de laténcia para levantar ou lamber
as patas (PQ) e o nimero de cruzamentos e elevagdes (CA). Ndo houve diferencgas significativas entre 0s grupos.
(teste ANOVA, n =5 animais por grupo).

Grupos Controle Novidade Dopamina Familiar Dopamina Valor de p
+Familiar
LCE Total de entradas (n) 153+0.51 1.63+0.61 1.49 £ 0.56 1.06 £ 0.40 1.34+0.50 p:0,48
1°dia
Tempo nos bragos 115.3+12.65 130.6 + 16.26 140.0 £19.25 127.4 +£25.98 145.4 +23.18 p: 0,05
abertos (s)
LCE Total de entradas (n) 711+1.45 6.00 +1.15 514+121 6.00 +1.15 6.71+1.38 p: 0,05
3°dia
Tempo nos bragos 139.4 +24.58 152.2 + 25.65 146.0 £ 25.0 133.1 +27.87 142.1 +27.96 p: 0,62
abertos (s)
LCE Total de entradas (n) 10.22 £ 2.10 10.57 £ 1.61 10.71+£1.70 11.29 + 2.05 10.57 £ 1.51 p:0,05
7° dia
Tempo nos bragos 170.9 + 30.60 155.0 + 25.63 156.7 + 32.05 138.1 £31.79 134.0 £ 25.32 p: 0,11
abertos (s)
LCE Total de entradas (n) 9.88+1.83 10.71+1.97 10.0 £1.82 11.86 £1.95 1157+1.71 p: 0,16
14° dia
Tempo nos bragos 1229 +27.11 140.7 + 31.60 153.9 + 26.37 145.0 + 25.68 125.1 £28.11 p: 0,14
abertos (s)
LCE Total de entradas (n) 10.0+1.41 10.29 +1.38 10.71+1.38 10.4 3+ 1.27 10.43 £1.27 p: 0,87
21° dia
Tempo nos bragos 130.7 £13.28 1441 + 28.29 1451 +23.81 138.6 + 21.69 136.1 +15.18 p: 0,17
abertos (s)
Placa quente Laténcia (s) 6.77 £1.78 6.85+1.34 6.00 +2.16 6.57 £ 2.57 6.85+2.11 p: 0,92
1°dia
Placa quente Laténcia (s) 7.00+2.12 6.28 +1.70 7.42+1.90 7.00+191 8.14+2.03 p: 0,50
3°dia
Placa quente Laténcia (s) 5.66 + 1.00 7.28+1.49 6.71+1.79 6.57 £1.39 6.57+1.81 p: 0,32
7° dia
Placa quente Laténcia (s) 10.6 £ 2.60 9.85+2.03 1157 +£2.57 9.00 +£1.52 10.86 + 2.85 p: 0,33
14° dia
Placa quente Laténcia (s) 8.88+2.71 9.71+197 10.0+£2.0 8.85+1.95 10.57 £1.71 p: 0,48
21°dia
Campo Aberto Cruzamentos (n) 50.33 £ 13,37 43.71+851 40.14 +9.11 53.29 + 10.69 53.86 + 10.40 p: 0,08
1°dia Elevagdes (n) 19.67 + 4.66 18.29 +4.49 17.86 + 3.07 19.29 £ 2.62 16.29 +£3.40 p: 0,46
Campo Aberto Cruzamentos (n) 39.890+5.34 36.00 +5.56 33.57+4.15 40.71+7.58 4257+7091 p: 0,06
3° dia Elevacdes (n) 16.67 £ 1.73 13.43+1.61 14.29 +2.43 15.00 £ 3.51 13.57+£1.98 p: 0,05
Campo Aberto Cruzamentos (n) 31.33+7.33 35.29+9.05 3471+ 3.63 36.71+6.18 37.14+7.40 p: 0,05
7°dia Elevacdes (n) 15.00 + 2.06 15.14+1.06 13.86 + 1.06 1457 £1.27 14.00 £1.41 p: 0,36
Campo Aberto Cruzamentos (n) 31.33+7.33 35.29+9.05 34.71 £ 3.63 36.71+£6.18 37.14£7.40 p: 0,47
14° dia Elevagdes (n) 13.11+1.45 13.14+£1.57 13.00 + 1.00 12.86 + 1.34 12.00 £ 0.81 p: 0,43
Campo Aberto Cruzamentos (n) 26.11 £ 5.27 30.00 £ 7.89 32.57 £5.09 35.57 £8.63 31.00 £5.29 p: 0,08
21°dia Elevagdes (n) 11.67 £ 1.50 1357+1.71 12.71+1.79 12.71+£1.89 12.71+£1.38 p: 0,27
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6. DISCUSSAO

Neste estudo confirmamos que a exposicao a novidade facilita a extingdo das memorias
aversivas, e demonstramos pela primeira vez que este efeito modulatorio € persistente (por pelo
menos 21 dias). Adicionalmente, demonstramos que a infuséo de dopamina na regido CAl do
hipocampo mimetiza os efeitos da exposi¢do a novidade, facilitando a exting&o.

Vaérios estudos j& apontaram o papel facilitador da exposi¢do a novidade na modulagéo
das memorias; dentre estes, estudos em animais tém demonstrado que a exploracdo de um novo
ambiente promove a potencia¢do de longo prazo (LTP) no hipocampo, melhorando assim a
codificacdo da memdria (DAVIS et al., 2004; LI et al., 2003; SAJIKUMAR & FREY, 2004).
Stroube e colaboradores (2003) mostraram que a LTP precoce (independente de sintese de
proteinas) pode ser transformada em LTP tardia (dependente de sintese de proteinas) no
hipocampo (principalmente no giro denteado) pela exploracéo precedente de um novo ambiente,
e que, contrariamente, a exposicdo a um ambiente familiar ndo apresenta este efeito, isto €, apenas
a exploracdo a um ambiente novo modula a manutencdo da LTP. Evidéncias acerca dos efeitos
da novidade também foram observadas em humanos, quando a exposi¢do a novidade (cenas
novas) no tempo de 5 minutos antecedentes a uma tarefa de recordagéo de palavras melhorou a
aprendizagem (FENKER et al., 2008).

Recentemente, os efeitos da novidade também foram estudados na generalizacdo do
medo em estudo publicado por nosso grupo de pesquisa. Na generalizagdo da memaria o sujeito
transfere 0 medo experimentado para condi¢bes seguras e semelhantes apds um evento
traumatico; o referido trabalho mostrou que a exposicéo a novidade dificulta a generalizacdo da
memoria aversiva e que este mecanismo é dependente da sintese proteica no hipocampo
(VARGAS et al., 2018). De fato, o efeito novidade parece ser altamente dependente do sistema
hipocampal, uma vez que em pacientes com lesbes extensas no lobo temporal a novidade ndo
apresenta efeitos (KISHI'YAMA et al., 2004).

Sabe-se que alteracbes observadas no processo de aprendizagem e memaria ocorrem
devido a plasticidade neural, ou seja, & reorganizacao duradoura que ocorre no cérebro maduro
diante da aprendizagem (RAMON Y CAJAL, 1911). Dito isto, modular respostas aversivas
através do processo de extingdo quando as mesmas ja ndo sdo essenciais a sobrevivéncia é
extremamente importante (JEFFREY & JAY, 1998). Atualmente evidéncia indicam que a

exposicao a novidade pode atuar como metodo facilitador no processo de extin¢do de memorias
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aversivas, especialmente em condigdes de trauma (LUCAS et al., 2018). Wang e colaboradores
(2016) demostraram que a exposicao a novidade por 5 minutos, 1 hora antes do treinamento de
extincao pode facilitar a extin¢cdo do medo contextual. No entanto, apesar dos efeitos da novidade
na modulacdo da memdria terem sido amplamente demonstrados (MENEZES et al., 2015;
WANG et al., 2016; MYSKIW et al., 2013; BALLARINI et al., 2009), a maioria dos estudos se
limita a testar os efeitos da novidade em um teste Unico de retencdo, geralmente realizado 24h
apos as sessoes de extingdo. No presente estudo nds demonstramos que este efeito é persistente
(realizamos testes até 21 dias apos a Ultima sessdo de extingéo), portanto, a novidade tem efeitos

a longo prazo na facilitacdo da extingdo das memorias aversivas.

Acredita-se que a novidade promove um “refor¢o” na memoria de extingao, mecanismo
que pode ser sustentado pela "hipotese da marcacéo e captura sindptica™ (STC), segundo a qual
o treino de extingdo produz um tag (marcacgao) nas sinapses apropriadas, enquanto a exposicao a
novidade, além da tag, promove a sintese de proteinas relacionadas a plasticidade que sdo
capturadas por ambas as tags, fortalecendo as sinapses, promovendo a LTP e a plasticidade
sinaptica (MY SKIW et al., 2013). Esse processo ocorre porgque exposicdo a novidade promove a
ativacdo de neurdnios dopaminérgicos da area tegmentar ventral (ATV) e substancia negra (SN),
0 que, por sua vez, resulta na liberagdo de dopamina (DA) no hipocampo; este aumento na
concentracdo de DA no hipocampo aumenta a plasticidade neural, aumentando a LTP (LI et al.,
2003). De fato, nds verificamos em estudo anterior do nosso grupo que a novidade promove
aumento dos niveis hipocampais de dopamina e que seus efeitos sdo dependentes da ativacdo dos
receptores D1 e seus segundos mensageiros (MENEZES et al., 2015), e aqui demonstramos que

a infusdo de dopamina no hipocampo mimetiza os efeitos da novidade.

Cabe destacar, também, a atuacdo do sistema noradrenérgico, que parece também estar
envolvido nos efeitos relacionados a exposicdo a novidade (MONCADA, 2016) na medida em
que a exploracdo a novos ambientes causa liberacdo de adrenalina e noradrenalina, principais
neurotransmissores responsaveis pela atencdo e vigilia, resultando na estimulacdo e,
consequentemente, no aumento da atividade do sistema noradrenérgico (MOSER et al.,
1994 ; SARA et al., 1994 ; VANKOV et al., 1995; STRAUBE et al., 2003; STARKE, 2001).
Além disso, a ativacdo elétrica promovida por neurdnios vindos do ATV e LC na regido
hipocampal induz a formacdo de MLDs que dependem da atividade tanto de receptores [-
adrenérgicos como os dopaminérgicos do tipo D1/D5 (MONCADA, 2016).
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Neste estudo destacamos o papel do sistema dopaminérgico, demonstrando que a
infusdo de dopamina no hipocampo dos animais experimentais mimetiza os efeitos da exposic¢ao
a novidade, inclusive promovendo a persisténcia da extin¢do das memdrias aversivas. O efeito
persistente se da através do controle da sintese das PRPs que desencadeiam diversos processos
moleculares que resultardo na transcricdo génica e eventual processo de transdugéo proteica,
resultando no fortalecimento do trago mneménico (MONCADA; BALLARINI; VIOLA, 2015;
MONCADA, 2016). Experimentos em fatias do hipocampo mostram que a LTP na regido CAl
é fortemente dependente de dopamina (LISMAN & GRACE, 2005).

A DA liberada no hipocampo tem sido o foco central em vérias teorias que estudam os
mecanismos cerebrais envolvidos no processamento da novidade (LISMAN & GRACE, 2005;
SURI et al., 2001; DUZEL et al., 2010). Alguns estudos observaram gue a medida em que o0
estimulo se torna familiar os neurdnios dopaminérgicos ndo respondem tdo rapidamente quanto
responderiam a novos estimulos (LYNDERBERG et al., 1992; STEINFELS et al., 1983), o que
fortalece a hipotese do importante papel deste neurotransmissor para os efeitos da novidade. O
envolvimento do sistema dopaminérgico na modulacdo da novidade também foi confirmado a
partir de estudos em que se realizou o bloqueio de antagonistas dos receptores dopaminérgicos
D1 e D5, através de infusdes de SCH23390, ocasionando o bloqueio da memoria de longa
duracdo (WANG et al., 2010). No presente estudo, corroborando com nossos trabalhos prévios e
com a literatura citada, verificamos que a infusdo hipocampal de dopamina € capaz de promover

0s mesmos efeitos da exposicdo a um ambiente novo, e que um ambiente familiar ndo o €.

Em seus estudos, Bethus e colaboradores (2010) investigaram o papel da dopamina no
processamento da MLD na regido do hipocampo. Seus achados estabelecem que a infusédo
intrahipocampal de um antagonista dopaminérgico (SCH23390) afeta o traco mnemdnico,
diminuindo a persisténcia da meméria de longa duracdo e que esse processamento é mediado
pelo hipocampo e requer a ativacao de receptores dopaminérgicos (D1 e D5) durante ou em torno
da aprendizagem. Resultados semelhantes s&o observados em outros estudos que utilizam
diferentes tarefas de aprendizagem, como reconhecimento de objetos, condicionamento de medo
contextual, memoria gustativa e memoria espacial (WANG et al., 2010; Merhav & Rosenblum,
2008; BALLARINI et al., 2009).

Ainda que os tratamentos atuais para transtornos de fobias, como o TEPT, sejam

eficientes na reducdo de seus efeitos danosos, a reincidéncia da fobia/memoria aversiva apos o
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tratamento bem-sucedido ainda é comum, 0 que destaca a necessidade de intervencdes que
tenham um resultado mais persistente (LUCAS et al., 2018). Nesse sentido, a busca por
estratégias comportamentais para melhorar a extincao e fornecer aplicacfes clinicas poderosas
para maximizar ainda mais a eficacia dos tratamentos baseados na exposicdo a fim de evitar a
recuperacdo espontanea séo de suma importancia (PITTIG et al., 2015; RESCORLA, 2004).
Nossos achados contribuem para direcionar as pesquisas relacionadas aos mecanismos
mnemonicos pertinentes aos transtornos relacionados ao medo, uma vez que demonstramos que
tanto a exposicdo a novidade quanto a administracdo de dopamina modulam a extin¢ao

mnemonica, facilitando-a.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem-nos afirmar que a exposicdo a novidade facilita a
extincdo das memorias aversivas, efeito modulatorio que é persistente (por pelo menos 21 dias).
Adicionalmente, o sistema dopaminérgico estd envolvido nos efeitos da novidade, j& que a
infusdo de dopamina na regido CA1 do hipocampo mimetiza os efeitos da exposi¢do a novidade,

facilitando a extincao e sua persisténcia.

Ainda, o efeito facilitador da exposicdo a novidade sobre a extingdo das memorias
aversivas ndo foi observado em animais expostos a um ambiente familiar, o que fortalece ainda

mais nossos achados sobre o efeito facilitador da exposicdo a um ambiente novo (novidade).
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante dos resultados encontrados neste estudo, que trazem importantes evidéncias com
implicacdes significativas para a préatica clinica, e da escassez na literatura acerca de tratamentos
que tenham efeito persistente sobre a extingdo das memarias aversivas relacionadas ao TEPT,
para entender mais profundamente os mecanismos envolvidos no papel do sistema
dopaminérgico na extincdo da memoria identificamos a necessidade de dar continuidade as

nossas pesquisas neste tema. Desta forma, pretendemos verificar:

e Como a estimulagdo ou a inibicdo de nudcleos dopaminérgicos que culminam no
hipocampo (VTA, por exemplo) influenciaria a processo de extingéo;

e Se 0s niveis hipocampais de BDNF (principal proteina envolvida na ativacdo génica
requerida na persisténcia das memorias) se alteram diante da exposi¢do a novidade;

e Se outras intervencdes com potencial para estimular o sistema dopaminérgico (exercicio
fisico, por exemplo), poderiam modular o processo de extin¢do da memodria, facilitando-

0.

Estes estudos poderdo ser continuados em parceria com o Grupo de Pesquisa em
Fisiologia, junto ao qual este trabalho foi desenvolvido.
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