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RESUMO

Existem diversos fatores capazes de modular a aquisi¢do, a consolidagdo e a persisténcia
da memoria, como por exemplo, experiéncias prévias, drogas e outros tratamentos, emogoes,
entre outros. Assim, estratégias para modular a memoria podem ser usadas para melhorar a
mesma em diversas situacgdes, tendo aplicabilidade em tratamentos de doengas relacionadas a
um trauma ou em doencas neurodegenerativas, por exemplo. Este trabalho teve como objetivo
investigar os efeitos de diferentes estratégias comportamentais na modulagdo da memoria, com
enfoque nos processos de generalizacdo e extingdo da memoria aversiva e na persisténcia da
memoria de reconhecimento de objetos, respectivamente. A tese é composta de trés estudos
principais que buscaram investigar: (i) o efeito da exposi¢cdo a uma novidade sobre o processo
de generalizacdo da memoria aversiva; (ii) o efeito da reativagdo no processo de extingdo da
memoria aversiva; e, (iii) o efeito de uma sess@o unica de exercicio fisico na persisténcia da
memoria de reconhecimento. Todos os experimentos foram realizados utilizando animais de
laboratorio (ratos Wistar machos) e tarefas de memoria padronizadas para este modelo. No
primeiro estudo demonstramos que a exposi¢do a novidade evita a generalizagdo da memoria
aversiva e que este efeito depende da sintese de proteinas no hipocampo. No segundo estudo
demonstramos que a reativacdo, realizada previamente as sessoes de extincdo, facilita o
processo de extingdo da memoria aversiva, e que este efeito depende do funcionamento das
regides infra e pré-limbica do cortex pré-frontal ventromedial. Por fim, no terceiro estudo
demonstramos que a ativacdo dopaminérgica ¢ necessaria para que haja a persisténcia da
memoria de reconhecimento e que uma sessao unica de exercicio fisico realizada logo apos a
aprendizagem ¢ capaz de promover a persisténcia deste tipo de memoria por meio da ativagao
do sistema dopaminérgico hipocampal. Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que
estratégias comportamentais como as aqui apresentadas podem ser utilizadas para modular os
processos mnemonicos. A novidade e a reativagdo, considerando o contexto no qual foram
estudadas (relacionado & memoria aversiva) apresentam-se como potenciais estratégias
auxiliares a serem empregadas no tratamento de doencas relacionadas a transtornos do medo,
enquanto que o exercicio agudo apresenta grande potencial para ser empregado como estratégia
tanto no tratamento de doencas cuja persisténcia esteja comprometida, assim como, como uma

estratégia comportamental auxiliar nos processos de aprendizagem.



Palavras-chave: Modulacdo da memoria; Estratégias comportamentais; Generalizacdo;

extingdo; persisténcia.



ABSTRACT

There are several factors that can modulate the acquisition, consolidation and persistence
of memory, such as previous experiences, drugs and other treatments, emotions, among others.
Thus, strategies to modulate memory can be used to improve memory in a variety of situations,
having applicability in treatments such as in diseases pathologies. The objective of this work
was to investigate the effects of different behavioral strategies in memory modulation, focusing
on the processes of generalization and extinction of aversive memory and the persistence of
object recognition memory, respectively. The thesis is composed of three main studies that
sought to investigate: (i) the effect of exposure to a novelty on the generalization process of
aversive memory; (ii) the effect of reactivation in the process of extinction of aversive memory;
and (iii) the effect of a single session of physical exercise on the persistence of object
recognition memory (RO) in rodents. In the first step, we demonstrated that the exposure to
novelty hinders aversive memory generalization and that this effect depends on the synthesis
of proteins in the hippocampus. In the second stage, we demonstrated that reactivation, before
to extinguishing sessions, facilitates the extinction process, and that this effect depends on the
functioning of the infra-and pre-limbic regions of the ventromedial prefrontal cortex. In the
third phase we demonstrated that dopaminergic activation is necessary for the RO memory
persistence and that a single session of physical exercise after learning is able to promote RO
memory persistence through the activation of the hippocampal dopaminergic system. Based on
the results obtained, we can conclude that behavioral strategies such as those presented here
can be used to modulate the mnemonic processes. Novelty and reactivation, considering the
context in which they were studied (related to aversive memory) are presented as potential
auxiliary strategies to be used in the treatment of diseases related to fear disorders, whereas
acute exercise presents great potential to be employed as a strategy both in the treatment of
diseases whose persistence is compromised, as well as as an auxiliary behavioral strategy in the

learning processes.

Keywords: Memory modulation; Behavioral strategies; Generalization; extinction;

persistence.
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APRESENTACAO

A presente tese ¢ composta por trés estudos principais, os quais buscaram investigar os
efeitos de diferentes estratégias comportamentais na modulagdo da memoria, com enfoque nos
processos de generalizacdo e extingdo da memoria aversiva e na persisténcia da memoria de
reconhecimento de objetos, respectivamente.

A tese ¢ organizada em quatro partes principais. Na primeira parte (introducdo) sdo
abordados os temas que fundamentam a presente tese, incluindo a revisdao de literatura e as
hipoteses de trabalho, bem como os objetivos do estudo. A segunda parte da tese ¢ composta
pelos métodos, onde estdo descritos detalhadamente o desenho experimental de cada estudo,
bem como os diferentes procedimentos realizados. A terceira parte ¢ composta pelos resultados,
com a descri¢cdo dos achados encontrados nos trés estudos. Por fim, a terceira parte da tese ¢
composta pelas sessoes de discussdo e conclusdo, nas quais apresentamos interpretacdes gerais
dos estudos. Ao final desta tese, encontram-se as referéncias bibliograficas utilizadas na tese e
em anexo os comprovantes de aprovagio da Comissdo de Etica para o Uso de Animais e o

artigo publicado e os manuscritos submetidos.
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I INTRODUCAO

1.1 Memdria

Entende-se por memoria a capacidade de adquirir, formar e conservar uma informagao,
para posterior recordacao (Squire 1986; Szapiro, Galante et al. 2002). Trata-se, portanto, de um
processo de armazenamento de informagdes provenientes das experiéncias vivenciadas, as
quais poderdo, ou ndo, ser relembradas a qualquer instante (Izquierdo 1989; Squire 2004).

A memoria pode ser dividida em tré€s fases. A primeira delas, chamada de aquisi¢ao,
refere-se a0 momento em que a informagao estd sendo adquirida, e também ¢é conhecida como
aprendizagem (Izquierdo 1989; McGaugh 2000; Squire 2004). A segunda fase corresponde a
consolidagdo, € nela que ha o desencadeamento de processos neurobiologicos complexos que
sd0 necessarios para que a informacdo seja armazenada e, portanto, requer um tempo maior
para acontecer (Izquierdo 1989; Cahill and McGaugh 1998; Squire 2004). A terceira e ultima
fase ¢ chamada de evocagdo, momento no qual a informag@o ¢ recordada, isto ¢, corresponde
ao momento em que relembramos de algo que foi previamente aprendido (Izquierdo 1989;
Squire 2004).

Uma vez consolidada, as memorias podem seguir diferentes caminhos. Algumas
memorias, passam pelo processo que chamamos de esquecimento natural, onde a informagao
original ndo estard mais disponivel para a recuperagdo. Trata-se de um esquecimento fisiologico
¢ necessario, proveniente de um mecanismo de saturacdo da memoria; a existéncia de certas
memorias pode nos impedir de adquirir outras mais importantes, por isso, € necessario esquecer
(Andersen 2015). Outro fator que leva ao esquecimento natural ¢ o “desuso”, ou seja, as
memorias ndo reativadas, ndo relembradas, desaparecem por falta de uso, como consequéncia
de uma atrofia sinaptica (Izquierdo 2018). Existem ainda, dois outros caminhos que as
memorias podem seguir, um deles corresponde ao processo de extingdo da memoria e ou outro
de reconsolidacdo. Na extincdo, diferentemente do que o nome sugere, a memoria original nao
¢ extinta, mas sim inibida por um novo aprendizado o qual se sobrepde ao original, ndo
permitindo a sua evocacdo desnecessaria (Thompson 1976; Bouton 1993). Ja a reconsolidagdo
corresponde a um fendmeno que permite a incorporagdo de novas informagdes a memoria
original, ou seja, uma memoria previamente consolidada sofre uma desestabilizacdo durante a
sua evocacdo seguida de posterior estabilizagdo permitindo uma atualizagdo da memoria

original (Dudai and Eisenberg 2004).
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Sabe-se que o processo de consolidagdo da memoria ocorre em uma janela temporal que
corresponde aos primeiros minutos ou horas apds a aquisi¢do, ¢ que diferentes fatores podem
influenciar nesse processo, tanto de forma positiva como negativa. Nesse sentido, as memorias
estdo sujeitas a interferéncia de alguns fatores que podem influenciar tanto na sua consolidagao,
como também na persisténcia da memoria, a citar: as experiéncias prévias, o uso de drogas e
outros tratamentos, as emocgdes € o estresse, etc., (Cahill and McGaugh 1998; Izquierdo and
McGaugh 2000; Vargas, Lara et al. 2014). A figura 1 ilustra as fases do processo de formacao
da memoria e os momentos nos quais a memoria pode sofrer interferéncias, bem como os

diferentes caminhos que a memoria podera seguir apos a sua evocacao.

~ - %

i 2 : A Esquecimento

Consolidagdo Persisténcla ~ Evocagdo ——  Extingdo
Tempo — Reconsolidagéo'

_ Fatores que podem modular a aquisicdo, a consolidacdo e a
i persisténcia da memodria: experiéncias prévias, drogas e outros
tratamentos, emogdes, entre outros,

Figura 1. Fases da memoria e os caminhos que a meméria pode seguir apos a sua formacio. Durante a
aquisi¢@o, bem como nos primeiros minutos ou horas apds a aquisi¢do, as memorias estdo sujeitas a interferéncia
de alguns fatores que podem influenciar sua consolidagdo e persisténcia. Apds a evocagdo, as memorias podem
seguir diferentes caminhos, como por exemplo, esquecimento, extingdo ou reconsolidacdo. Fonte: adaptada de

(Pamela Billig Mello-Carpes 2010).

De um modo geral a memoria pode ser classificada de acordo com a sua fung¢ao, contetido
ou com o tempo que dura, podendo, portanto, ser de diferentes tipos (Izquierdo 2018) (figura
2). De acordo com a sua fungdo, temos a memoria de trabalho (MT), também chamada de
memoria operacional, e a memoria propriamente dita, a qual ¢ abordada nas demais
classificagcdes. A memoria de trabalho ¢ extremamente breve e fugaz; é responsavel por manter,
durante a aquisi¢do e mais alguns segundos ou no maximo poucos minutos, a informagao que
estd sendo processada no momento, permitindo o que chamamos de “gerenciamento da
realidade”, ou seja, € ela que permite uma avaliagcdo do que esta acontecendo, se vale a pena ou

ndo formar uma nova memoria, ou entdo se esse tipo de informagdo ja consta nos nossos
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arquivos mnemonicos (Barros, Pereira et al. 2002). A principal caracteristica dessa memoria ¢

que ela ndo deixa tracos, ou seja, ndo deixa arquivos (Dash, Moore et al. 2007).

é Fungio Contetdo Tempo
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Trabaiho P Declarativs tongs
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Figura 2. Classificacdo da memoria de acordo com a funcio, contetido e tempo de duragio. Fonte: Adaptada

de (Izquierdo 2018).

De acordo com o conteudo, as memorias propriamente ditas (aquelas que sao adquiridas,
consolidadas e podem ser posteriormente evocadas) podem ser classificadas em declarativas ou
procedurais (figura 2). As memorias declarativas sdo aquelas memorias que podemos declarar
com facilidade e ¢ subdividida em duas: episodicas, que correspondem a memoria de fatos e
eventos dos quais assistimos ou participamos, um exemplo € um aniversario, uma formatura; e
as semanticas, que se referem as memorias de conhecimentos mais gerais, como um conceito
de biologia, histdria, entre outros (Izquierdo 2018). O outro tipo de memoria de acordo com o
conteudo ¢ a memoria procedural, também chamada de memoria de procedimento, a qual
necessita um aprendizado motor para que se forme, como por exemplo, andar de bicicleta, tocar
um instrumento musical (Andersen 2015).

De acordo com o tempo as memorias podem ser classificadas em memoria de curta e
longa duracdo e memoria remota (figura 2). A memoria de curta duragdao (MCD) ¢ a aquela que
dura entre 1 e 6 horas; ela ¢ responsavel por manter a informacdo disponivel enquanto a
memoria de longa duracdo (MLD) esta sendo formada (Unsworth and Engle 2007). Estes dois
tipos de memoria passam pela consolidagdo em células especializadas do hipocampo e de areas
corticais com as quais ele se conecta (Izquierdo 2018). A MCD ndo causa mudancas
permanentes, pois ndo necessita de mudancas na expressdo génica ou sintese proteica,
diferentemente do que acontece na formagdo da MLD, onde essas alteragdes sdo necessarias
para que se possa conservar estruturalmente a informacdo referente a elas em sinapses
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modificadas em diversas regides cerebrais (Izquierdo and Medina 1997; Izquierdo and
McGaugh 2000). A MLD pode durar horas, dias ou at¢ mesmo meses. J4 as memorias de longa
duracdo que permanecem por longos meses ou anos sdo chamadas de memorias remotas
(Andersen 2015).

Ainda, a memoéria pode ser classificada de acordo com a natureza, podendo ser de duas
formas: associativa e ndo associativa (Andersen 2015). A memoria associativa provém de
associacdes entre estimulos e respostas, ou entre dois estimulos. Em modelos animais, nas
tarefas de memoria associativa, o animal aprende a prever eventos futuros e expressar um
comportamento adequado e antecipatdrio, como por exemplo, no condicionamento classico
pavloviano, onde um estimulo previamente indcuo (luz, som) adquire funcdes de controle de
respostas que eram eliciadas apenas pelo estimulo incondicionado (choque) (Pavlov 2010), ou
entdo no condicionamento operante, onde organiza-se o ambiente de modo a permitir que
determinada resposta do animal seja necessaria para obter algum resultado, como por exemplo,
receber alimento (Skinner, 1937). J4 a memoria ndo associativa ¢ formada a partir de um tinico
estimulo, sendo este suficiente para promover um determinado comportamento, ndo havendo o
estabelecimento de relagdes funcionais programadas entre estimulos € comportamento (Lent
2010). Em modelos animais, a exploragdo ou habituacdo de um novo contexto, exemplo em
que o animal estd exposto somente a um estimulo, corresponde a este tipo de aprendizagem
(Andersen 2015).

Embora existam diferentes tipos de memorias, uma memoéria ndo ¢ adquirida
imediatamente na sua forma definitiva. No momento da aquisicdo, minutos ou horas depois, as
memorias estdo suscetiveis a interferéncia de outros fatores, como por exemplo, experiéncias
vivenciadas, substancias e outros tratamentos (Cahill and McGaugh 1998; Izquierdo and
McGaugh 2000; Vargas, Lara et al. 2014; Izquierdo 2018). Sabe-se também que o hipocampo
¢ a estrutura cerebral chave para a consolidacio das memorias, mas além da formacao
hipocampal (hipocampo, giro denteado e subiculo) (figura 3), a formag¢do da memorias
declarativas requer a participacdo de outras estruturas, como cortex parahipocampal e areas
conectadas ao hipocampo, como a amigdala, cortex entorrinal, cortex perirrinal, giro do

cingulo, area pré-frontal e cortex de associagdo parietal (Eric Kandel 2003) (Figura 4A).
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Figura 3. Formacdo hipocampal e suas principais conexdes intrinsecas e extrinsecas. Fonte: Adaptada de

(Izquierdo 2018).
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Figura 4. Mapa das principais regides cerebrais envolvidas no processamento das memorias declarativas
no cérebro humano. (A) Todas as regides envolvidas no processamento da memoria estdo conectadas entre si e
recebem inervacdo dos grandes sistemas moduladores: dopamina, noradrenalina, serotonina e acetilcolina. (B)

Localizacdo dos corpos celulares dos neur6nios dos sistemas moduladores. Fonte: Adaptada de (Izquierdo 2018).

A formagdo das memorias, no entanto, ndo depende somente da integridade funcional
anatomica e¢ bioquimica dessas estruturas. Se pensarmos que o processo de formacdo da
memoria de longa duragdo envolve uma série de processos metabolicos nas estruturas cerebrais
supracitadas, que compreendem diversas fases e que requerem um tempo entre 3 e 6 horas para
acontecer (Izquierdo and Medina 1997; Izquierdo, Bevilaqua et al. 2006), fica claro
imaginarmos o quanto este processo € labil, e portanto, pode sofrer interferéncia de fatores
diversos, ndo s6 no que diz respeito ao comportamento, como experiéncias prévias, uso de

substancias e medicamentos, mas também no que se refere a modulacdo que estes processos
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sofrem mediante vias que tem ligacdo com outras estruturas cerebrais (figura 4A), como por
exemplo, os diferentes sistemas de neurotransmissores, como sistema dopaminérgico,

serotoninérgico, colinérgico e noradrenérgico (figura 4B) (McGaugh 2000; Izquierdo 2018).

1.1.1 A memdria aversiva

A memoria aversiva € aquela proveniente de uma experiéncia ndo agradavel que envolve
aversao, e pode variar desde uma experiéncia mais branda a uma experiéncia traumatica, a qual
pode oferecer risco a vida. Uma vez consolidada, esse tipo de memdoria permite a capacidade
de discriminagdo entre uma situacdo neutra e uma situagao perigosa, oferecendo a possibilidade
da mesma ser evitada, capacidade esta importante para a sobrevivéncia (Costanzi, Cannas et al.
2011).

O estudo das bases biologicas da aprendizagem e memoria teve inicio com Ivan Pavlov,
o qual estabeleceu os preceitos do condicionamento associativo, também denominado
condicionamento classico ou Pavloviano (1927). Pavlov demonstrou que quando um estimulo
condicionado (EC), que ndo produz uma resposta comportamental significativa, ¢ pareado com
um estimulo incondicionado (EI), que produz invariavelmente uma resposta, 0 mesmo passa a
produzir uma resposta condicionada, dessa forma, se estabelece uma associagdo entre os dois
estimulos (Maren 2001). O condicionamento Pavloviano constitui a base dos paradigmas
comportamentais utilizados para o estudo dos processos relacionados a aprendizagem e
memoria e a tarefa de esquiva inibitdria esta entre os modelos mais utilizados.

Em roedores a memoria aversiva pode ser mensurada a partir da tarefa de esquiva
inibitéria (Izquierdo and Medina 1997). Neste teste, associa-se a experiéncia de um estimulo
neutro, mas que pode ser condicionado (estimulo condicionado - EC) a um estimulo aversivo,
também chamado de estimulo incondicionado (EI). Coloca-se o animal no aparato de esquiva
inibitoria (EC), que consiste em uma caixa, com uma plataforma a esquerda e um assoalho de
ferro eletrificavel (ver item 2.3.3.1). Ao colocar o animal na plataforma e ele descer com as
quatro patas na base, e entdo recebe um estimulo elétrico (EI), sendo imediatamente retirado do
aparato. No dia seguinte, o animal é colocado novamente no aparato e se observa quanto tempo
o animal levard para descer da plataforma. O animal entdo associa o EC (plataforma da esquiva
inibitéria) ao EI (choque), evitando descer da plataforma em nova exposicdo a esquiva

inibitoria.
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1.1.2 A memoria de reconhecimento

A memoria de reconhecimento € representada pela capacidade de discriminar entre
pessoas ou objetos familiares e novos. Este tipo de memoria exige que as caracteristicas
especificas de um determinado evento sejam identificadas, discriminadas e comparadas com as
caracteristicas de memorias previamente adquiridas (Steckler, Drinkenburg et al. 1998), sendo
de extrema importancia, pois esta proporciona uma vantagem adaptativa da experiéncia prévia
para a solug@o de questdes inerentes a sobrevivéncia.

Em roedores este tipo de memoria pode ser avaliada por meio de tarefas de
reconhecimento, como o teste de reconhecimento de objetos (Ennaceur and Delacour 1988).
Existem diferentes protocolos para realizagdo deste teste, mas o principio basico ¢ o mesmo.
Nesta tarefa o animal ¢ primeiramente habituado ao aparato, que consiste em uma caixa,
geralmente de madeira (ver item 2.3.3.2). No dia do treino ele ¢ colocado na mesma caixa
contendo dois objetos novos, iguais ou diferentes entre si (A e B), e se observa o tempo de
exploragdo dos dois objetos. No dia do teste, o animal ¢ colocado na mesma caixa, contendo
dois objetos, porém um deles € novo (A e C), observa-se novamente o tempo que o animal gasta
explorando os dois objetos. Espera-se que no dia do treino o animal gaste tempo similares
explorando os dois objetos, ja que os dois sd@o novos para ele, mas que no teste o animal
dispenda um tempo maior explorando o objeto novo do que o familiar (visto no dia anterior)

(Ennaceur and Delacour 1988).

1.2 Generalizaciao da memoria aversiva

A generalizagdo da memoria aversiva ¢ definida como a transferéncia de medo de uma
experiéncia traumadtica para condi¢des que se assemelham ao contexto anteriormente
vivenciado (Onat and Buchel 2015; Luyten, Schroyens et al. 2016). Generalizar faz parte do
cotidiano, muitas vezes atribuimos a um certo grupo de coisas ou eventos algo que ja sabemos,
partindo de conhecimentos ou vivéncias prévias, o que importante para o cotidiano. No entanto,
quando falamos de generalizagdo de uma memoria aversiva, essa habilidade deve ser
conscientemente controlada, € 0 comportamento aversivo deve ser ressaltado somente quando
necessario, pois, quando este for desenfreado, diferentes eventos podem ser percebidos como
mais perigosos do que realmente sdo, levando o individuo a alteragdes do controle do medo,
que, por sua vez, podem associar-se a fisiopatologia de doengas como o transtorno de estresse
p6s-traumatico (TEPT) e a sindrome do panico (Onat and Buchel 2015; Lopresto, Schipper et
al. 2016).
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Apesar da generalizagdo do medo ndo ser um fendmeno novo, ¢ recente a maior atencao
ao estudo de seus mecanismos neurais. A partir da literatura existente, sabe-se que o hipocampo
¢ uma das areas que desempenha papel fundamental nos tracos de memoria que envolva
informacdes contextuais especificas para este fenomeno (Jasnow, Lynch et al. 2017).
Entretanto, ainda sdo relativamente pouco investigadas as influéncias comportamentais e
sensoriais sobre a generalizagdo, bem como mecanismos que possam minimizar seus efeitos
(Jasnow, Lynch et al. 2017). Neste contexto se tem pensando em estratégias para o tratamento
de doengas como o TEPT e seus sintomas e, sugere-se a diferenciagdo de situagoes semelhantes,
mas nao iguais, como fundamental, pois embora a generalizacdo seja importante para o nosso

dia a dia, ela precisa ser controlada.

1.3 Extin¢ao da memoria

O processo de extingdo da memoria ¢ uma estratégia que tem sido utilizada na terapia
comportamental para o tratamento do transtorno do estresse pos-traumatico em humanos (Heim
and Nemeroff 2009; Davis 2011). O objetivo da extingdo como processo terapéutico ndo ¢
apagar uma memoria aversiva, uma vez que esta pode ser util e até essencial para a
sobrevivéncia. Seu objetivo € inibir a evocagdo desnecessaria deste tipo de memoria, permitindo
ao individuo uma vida normal (Groblewski and Stafford 2010). Evidéncias clinicas, tais como
a recuperacgdo espontanea, demonstram que a extin¢do ¢ uma forma de novo aprendizado que
inibe a expressdo da resposta condicionada (Milad, Rauch et al. 2006).

Na extingdo o estimulo condicionado (EC) ¢ apresentado na auséncia do estimulo
incondicionado (EI), fazendo com que a resposta ao EC diminua (figura 5), este tipo de
condicionamento foi demonstrado pela primeira vez em 1927 pelo cientista russo Ivan Pavlov.
Ele demonstrou que, apds o condicionamento classico, onde o EC, que incialmente ¢
considerado sem funcdo para uma resposta de medo (como um som) quando pareado com um
EI (como um choque) passa a estabelecer relacdo de contingéncia entre os estimulos, tornando
o EC previamente indcuo aversivo. No entanto, se o EC for apresentado repetidamente sem o
El, o animal tendera a produzir uma nova associac¢do, diminuindo a resposta condicionada, o
que se nomeia extingdo. Apesar de utilizada clinicamente, os processos celulares e moleculares
envolvidos na extingdo mnemonica ainda ndo sdo totalmente entendidos (Berman, Hazvi et al.
2003). Protocolos de extingdo de memorias de medo em animais sdo bastante similares a terapia

utilizada no tratamento das desordens de medo em humanos e nos provém modelos validos para
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o estudo da inibigdo das respostas aversivas (Corcoran and Maren 2004; Hermans, Craske et al.

2006; Menezes, Alves et al. 2015).

Condicionamento Teste
(A) 8)

Estimulo condicionade (EC)

& =f —

= o~
- - : - Estimulo incondicionado (E1)
| - | SR W - t

Extingdo

(C) (D)

Figura 5. Modelo de condicionamento para memorias aversivas em roedores. (A) condicionamento: na sua
apresentagdo, um estimulo neutro (caixa da esquiva inibitoria) associa-se um estimulo incondicionado nocivo
(estimulo elétrico nas patas), o qual gera uma resposta inata de defesa. Desta forma ambos os estimulos ficam
associados na memoria. (B) Apés essa associacdo, o estimulo neutro passa a ser um estimulo condicionado,
provocando uma reagdo aversiva, como comportamentos de congelamento, quando o animal é reexposto a0 mesmo
contexto, mesmo na auséncia do estimulo incondicionado (C). Apds sessoes de extingdo (C), o animal pode
aprender que nem sempre que ele for exposto ao ambiente condicionado ele recebera o estimulo aversivo,

comportando-se sem a expressdo do medo (D). Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

Ja é consenso que varias regides do cérebro estdo notavelmente envolvidas no processo
de consolidagdo da memoria, tais como o hipocampo, a amigdala e o cortex pré-frontal. As duas
primeiras estruturas tém sido amplamente estudadas (Furini, Myskiw et al. 2014), enquanto
menor atencao tém sido dada a compreensdo do papel do cortex pré-frontal na extingdo da
memoria. O cortex pré-frontal esta localizado na parte anterior do lobo frontal, anteriormente
ao cortex motor primario e ao cortex pré-motor e esta envolvido em processos cognitivos de
alta ordem, tais como memoria de trabalho, tomada de decisdo, atengdo, planejamento de
comportamentos e pensamentos complexos, expressdo da personalidade, modulagdo de
comportamento social, entre outros (Squire 2004; Yang and Raine 2009) (figura 6). Sabe-se
que o cortex pré-frontal ventromedial (cPFvm) (Figura 6) tem extensa conex@o com o sistema

limbico e hipocampo, sendo sua fun¢do relacionada a processos emocionais, cognitivos e
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mnemonicos, enquanto o cortex pré-frontal dorsomedial (cPFdm) (figura 6) estd mais
relacionado com as fungdes motoras (Heidbreder and Groenewegen 2003; Vertes 2000).
Estudos anteriores também mostram que a inativacdo temporaria do cPFvm reduz a expressao
do medo condicionado em camundongos (Sierra-Mercado, Corcoran et al. 2006). Mais
recentemente foi demonstrado que diferentes regides do cPFvm podem exercer fungdes
diferenciadas neste processo: Sierra-Mercado e cols. (2011) demonstraram que a inativacao da
regido infra-limbica (IL) e da regido supra-limbica (SL) pode ter efeitos opostos na expressao
e extingdo do medo condicionado, sendo que, no seu estudo, a inativacdo da primeira nio
prejudicou a expressd@o da memoria de medo, mas sim a sua extingdo; o oposto foi verificado

para a inativacdo da regido SL (Sierra-Mercado, Padilla-Coreano et al. 2011).

1<) Dorss medial

(&) Carras
ord-hontal

19} Varro madia

Figura 6. Esquema ilustrando as regides do cortex pré-frontal no cérebro humano. (A) cortex pré-frontal, (B)

ventro medial e (C) dorso medial. Fonte: Adaptado de imagui.cu (2018).

O funcionamento do cortex pré-frontal humano estd comprometido em doengas como a
esquizofrenia, Alzheimer e deméncia fronto temporal, doengas que tém, na maioria das vezes,
consequéncias devastadoras, pois afetam as caracteristicas e habilidades de aprendizado
complexo e respostas executivas tipicamente humanas (Albuquerque 2002), dai a importancia
do estudo da neurofisiologia desta regido cerebral. Além disso, estudos em humanos

demonstram que, em sujeitos saudaveis, ocorre ativagdo do cortex pré-frontal e amigdala
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durante a extingdo da memoria de medo, ja em sujeitos com desordens de ansiedade, como no

estresse pos-traumatico, parece que esta ativacdo estad diminuida (Milad, Wright et al. 2007).

1.4 Persisténcia da memdria

Quando se fala em memoria a primeira coisa que vem a mente da maioria das pessoas ¢é
“como posso melhorar a memoria?” ou “tenho andado muito esquecida (0)”; isto €, todos nds
queremos lembrar do que aprendemos por mais tempo. O fato é que, uma vez consolidada, a
memoria de longa duragdo (MLD) podera persistir por horas, dias, meses, anos ou até mesmo
uma vida inteira. A persisténcia € o principal atributo da MLD, entretanto, esta persisténcia nao
¢ fixa ou igual para cada memoria (McGaugh 2000; Izquierdo, Bevilaqua et al. 2006).

Em condigoes fisiologicas, a persisténcia de uma memoria ird depender de diferentes
fatores, tais como a idade, o nivel do estimulo emocional no momento da consolidacdo, o estado
de alerta, entre outros (Cahill and McGaugh 1998; Medina, Bekinschtein et al. 2008). Sabe-se
que acontecimentos que estejam relacionados com um forte grau de alerta emocional sdo
recordados por mais tempo e com maiores detalhes do que acontecimentos neutros (Rubin and
Friendly 1986; Bradley, Greenwald et al. 1992; Palomba, Angrilli et al. 1997; Ochsner 2000).
Por outro lado, ndo ¢ incomum lembrarmos, também por anos, alguns fatos que ndo envolveram
nenhum grau de alerta emocional, como as formulas de matematica aprendidas no colégio ou
as letras de musicas das quais ndo gostamos muito (Izquierdo 2018). A persisténcia da memoria
muitas vezes se encontra prejudicada em condig¢des patologicas, como no caso da doenca de
Alzheimer e também da doenca de Parkinson. Em ambas condic¢des, ocorrem alteragoes em
sistemas de neurotransmissores moduladores dos processos mnemonicos, €, em detrimento
disso, a persisténcia de memorias fica comprometida (Xu, Yan et al. 2012).

Sdo diversas as possibilidades de mecanismos responsaveis por modular a persisténcia da
memoria. O sistema noradrenérgico ¢ um deles, o qual foi identificado como um mediador na
melhora da memoria em diferentes paradigmas de aprendizagem, a citar: o medo condicionado
ao contexto, a tarefa de reconhecimento de objetos e extingdo do medo condicionado ao
contexto (LalLumiere, Buen et al. 2003; Berlau and McGaugh 2006; Roozendaal, Okuda et al.
2006; Mello-Carpes and Izquierdo 2013). Da mesma forma, foi demonstrado que a
noradrenalina influencia a persisténcia da memoria. Chai et al. (2014) mostraram que o aumento
da atividade noradrenérgica hipocampal durante a fase tardia da extingdo promove a
persisténcia da extingdo, efeito este que ¢ bloqueado pelo propranolol (antagonista [-

adrenérgico), pelo Rp-cAMPS (inibidor da PKA) e pela anisomicina e emetina (inibidores de
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sintese proteica) (Chai, Liu et al. 2014). Outro estudo revelou uma melhora na persisténcia
causada pelo estresse promovido 12 horas ap6s o treino na esquiva inibitoria, da mesma forma,
este efeito foi revertido com a administragdo de um antagonista -adrenérgico previamente ao
estresse, indicando que os receptores -adrenérgicos estdo envolvidos no efeito da persisténcia
da MLD promovida pelo estresse (Parfitt, Barbosa et al. 2012). Ainda, recentemente nosso
grupo demonstrou que o aumento da liberagdo de noradrenalina no hipocampo promove a
persisténcia da memoria de reconhecimento de objetos, este efeito também se perde quando
infundimos um antagonista noradrenérgico na regido CA1l do hipocampo (da Silva de Vargas,
Neves et al. 2017).

Evidéncias mais recentes demonstram que, apds a consolidacdo celular da memoria,
existem mecanismos hipocampais que explicam a persisténcia da MLD por poucos ou muitos
dias, os quais iniciam cerca de 12 horas apos a aquisi¢do (Izquierdo 2018). Um destes
mecanismos envolve a ativagdo de neuronios dopaminérgicos da area tegumentar ventral (VTA,
do inglés ventral tegmental area), cujos axonios inervam a regido CAl do hipocampo,
estimulando receptores D1 de dopamina nessa estrutura, resultando em uma rapida sintese e
liberagdo imediata do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF, do inglés brain-derived
neurotrophic factor) no hipocampo; a ativacao desse sistema culmina com o fortalecimento de
sinapses hipocampais que participam na consolidacdo e persisténcia da memoria por pelo
menos duas ou trés semanas a mais (Medina, Bekinschtein et al. 2008; Rossato, Bevilaqua et
al. 2009). E importante destacar que estes acontecimentos tardios que ocorrem apds o
aprendizado dependem da prévia consolidacdo da memoria, dessa forma, mecanismos que
melhoram a consolidagdo também estdo associados a melhora da persisténcia da memoria
(McGaugh 2000) e, por isso, ndo somente intervencdes 12h apds a aprendizagem, como
também intervencdes na janela temporal de consolidacdo, podem interferir na persisténcia da

MLD.

1.5 Estratégias comportamentais que modulam a memoria

Como observamos anteriormente (figura 1), existem diversos fatores que podem modular
a aquisicdo, a consolidacdo e a persisténcia da memoria (Cahill and McGaugh 1998; Izquierdo
and McGaugh 2000; Izquierdo 2018). Tais fatores, podem promover a melhora ou o prejuizo
da memoria. Utilizar este tipo de estratégia para melhorar a memoria pode ser importante em
diferentes condigdes, patoldgicas ou ndo. Quando referimo-nos a recursos farmacoldgicos para

melhorar a memoria, estudos mostram que a eficacia de alguns farmacos depende em grande
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parte do seu uso continuo, portanto, a descontinuagcdo farmacologica resultaria no cessamento
do seu efeito (Etten 1998; Andrade 2018), além disso, o uso de farmacos pode causar efeitos
colaterais, fornecendo riscos a saude. Portanto, a busca por estratégias alternativas no
tratamento de disfun¢des cognitivas tem sido bastante relevante nesse contexto.

Estudos prévios demonstraram que a exposi¢cdo a uma novidade facilita a aprendizagem,
melhorando a consolidacdo da memoria (Moncada and Viola 2007; de Carvalho Myskiw,
Benetti et al. 2013; Menezes, Alves et al. 2015). Este fenomeno, baseia-se na hipotese de
marcagdo e captura sinaptica ou STC (do inglés Synaptic Tagging and Capture), que prediz que
uma experiéncia fraca, que inicialmente formaria apenas uma memoria de curta duragdo, pode
captar proteinas relacionadas a plasticidade (PRPs) quando uma experiéncia forte for a ela
associada (Moncada and Viola 2007), formando uma memoria de longa duracdo. Neste
contexto, ja estd estabelecido na literatura que a exposi¢do a um ambiente novo durante uma
janela de tempo critica é capaz de induzir a sintese de proteinas e promover a formagao de uma
memoria de longa duragdo a partir de um aprendizado fraco (Moncada and Viola 2007; de
Carvalho Myskiw, Benetti et al. 2013).

Existem diversos trabalhos demonstrando a novidade facilita o processo de extin¢do
(Schiller, Monfils et al. 2010; de Carvalho Myskiw, Furini et al. 2014; Menezes, Alves et al.
2015). Nosso grupo, por exemplo, ja demonstrou a aplicabilidade dessa estratégia na facilitacdo
da formacdo da memoria de extingdo da memoria aversiva adquirida no teste de esquiva
inibitoria, e o envolvimento de receptores D1; neste estudo ratos treinados na esquiva inibitoria
passaram por um protocolo fraco de extincdo da memoria aversiva, que por si s6 nao foi capaz
de promover a extingdo; no entanto quando associado a novidade, a extingdo a partir do
protocolo proposto ocorreu (Menezes, Alves et al. 2015).

Outra estratégia comportamental que pode modular o processo de extingao € a reativacdo
da memoria aversiva, a qual resulta em uma memoria de extingdo mais forte e capaz de resistir
ao retorno da memoria original do medo em ratos e humanos (Monfils, Cowansage et al. 2009;
Schiller, Monfils et al. 2010). A reativacao corresponde a evocagao da memoria original, a qual
induz a desestabilizagdo da memoria previamente consolidada, tornando-a 1abil novamente,
para posterior estabilizagdo (Lewis 1979; Milton and Everitt 2010), ou seja, a memoria passa
de um estado latente para um estado no qual ela pode ser recuperada e modificada (Gisquet-
Verrier and Riccio 2012); ela resulta da reexposicao a informagdes relevantes relacionadas ao

contexto original.

29



Monfils e colaboradores (2009) demonstraram que quando a reativagdo da memoria de
condicionamento ¢é aplicada previamente as sessdes de extingdo, dentro da janela de
reconsolidagdo, ndo ha recuperacdo da memoria de medo, diferentemente de quando a mesma
¢ aplicada fora dessa janela, demonstrando que a reativagdo evita a recuperacdo espontanea
apos a extingdo (Monfils, Cowansage et al. 2009). Esses achados também foram reproduzidos
quando aplicados em humanos (Schiller, Monfils et al. 2010). Assim, estes estudos demonstram
que tanto a reativacdo da memoria aversiva, quanto a exposicdo a um ambiente novo
previamente ao protocolo de extingdo, promovem uma facilitacdo desse processo, no entanto
os mecanismos envolvidos nesse efeito facilitatorio, além da STC, ainda sdo pouco claros,
assim como a possibilidade de seu uso para modular diferentes processos mnemdnicos ainda
foi pouco estudado.

Como mencionado anteriormente, a formacdo da memoria também é modulada pelos
diferentes sistemas de neurotransmissores, condi¢do esta que ira influenciar os processos
subjacentes a persisténcia da memoria (McGaugh 2000). Em um estudo prévio, demonstramos
que uma unica sessdo de exercicio fisico aerodbico é capaz de promover a persisténcia da
memoria de reconhecimento de objetos (RO) e que este efeito é dependente da ativacdo do
sistema noradrenérgico (da Silva de Vargas, Neves et al. 2017). Outros estudos também tém
apontado que o exercicio agudo traz beneficios para a memoria (Chang, Labban et al. 2012;
Hotting, Schickert et al. 2016), assim, fica claro que ndo so6 a pratica regular de exercicio fisico
faz bem para a saude do cérebro, como também o exercicio agudo pode ser utilizado como uma
estratégia comportamental modulatoria dos processo de aprendizagem. Uma vantagem, se
compararmos com o uso de farmacos, € que estes Ultimos podem trazer efeitos colaterais,
enquanto o exercicio pode ser recomendado de acordo com as condigdes do sujeito de forma
mais segura. No entanto, ainda € preciso elucidar outros possiveis mecanismos envolvidos nos

efeitos do exercicio fisico sobre a melhora da consolidacao e persisténcia da memoria.

1.6 Justificativa

As memorias envolvem diferentes fases e processos bioquimicos que ocorrem em
diferentes estruturas cerebrais (Izquierdo, Bevilaqua et al. 2006). Estes processos sao altamente
influenciaveis por variacdes nas condi¢cdes do meio interno e externo, de tal forma que
diferentes eventos podem modular os processos mnemodnicos (Cahill and McGaugh 1998;

McGaugh 2000; Izquierdo 2018). Neste sentido, estudar estratégias que possam ser
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manipuladas de forma a melhorar processos de memoria e, portanto, utilizadas na terapéutica
de doencas que envolvem déficits de memoria, ¢ importante.

Sabe-se que tanto a extin¢ao quanto a generalizacdo da memoria sdo processos complexos
de aprendizagem e estdo dentro de um mesmo contexto, o das desordens de origem psiquiatrica
que envolvem a memoria medo ou aversiva, como por exemplo, fobias, transtorno de ansiedade
e transtorno do estresse pos-traumatico. Buscar estratégias tanto para evitar a generalizag@o das
memorias de medo, quanto para facilitar a sua extingdo, ¢ importante para o futuro
desenvolvimento de tratamentos para pacientes que sofrem deste tipo de desordem psiquidtrica.
Ainda, entender os mecanismos fisiologicos envolvidos nestas possiveis terapias ¢ fundamental
para sua possivel aplicacdo terapéutica de forma segura. Desta forma, nos primeiros dois
estudos desta tese utilizamos uma tarefa aversiva para estudar a modulagdo da generalizagdo e
da extingdo deste tipo de memoria.

Embora a generalizagdo ndo seja um fenomeno novo, € recente o direcionamento de
estudos sobre os seus mecanismos neurais (Jasnow, Lynch et al. 2017). Atualmente se sabe que
o hipocampo ¢ uma das areas que desempenha papel fundamental nos tracos de memoria que
envolvem informagdes contextuais especificas para este fendmeno (Jasnow, Lynch et al. 2017),
mas a influéncia de aspectos comportamentais sobre a generaliza¢do, bem como os mecanismos
que possam minimizar seus efeitos ainda sdo pouco investigadas (Huckleberry, Ferguson et al.
2016; Jasnow, Lynch et al. 2017). Neste contexto, torna-se importante investigar estratégias
que busquem evitar ou tornar menos intensas as respostas exacerbadas de medo e atenuar a
generalizacdo, pois embora a mesma seja importante para o nosso dia a dia, ela precisa ser
comedida.

Conforme mencionado anteriormente, varias regides do cérebro estdo notavelmente
envolvidas no processo de consolidacdo da memoria, como o hipocampo, a amigdala e o cortex
pré-frontal. As duas primeiras estruturas tém sido amplamente estudadas (Furini, Myskiw et al.
2014), enquanto menos atenc¢do tém sido dada a compreensdo do papel do cortex pré-frontal na
extingdo da memoria. Nesse sentido, considerando o envolvimento do cortex pré-frontal nos
processos cognitivos, especialmente na extingdo das memorias, ¢ considerando que a extingéo
da memoria tem sido amplamente utilizada na terapia comportamental para o tratamento do
estresse pOs-traumatico, torna-se importante investigar a participacdo do cortex pré-frontal na
extingdo da memoria aversiva, proporcionando maior compreensao acerca do envolvimento da
regido nos processos mnemonicos e, consequentemente, fornecendo base cientifica para o

desenvolvimento de terapias de tratamento de patologias que afetam esta funcao.
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Por fim, o terceiro estudo desta tese tem por objetivo estudar o possivel envolvimento do
sistema dopaminérgico no efeito modulatério de uma sessdo unica de exercicio sobre a
persisténcia da memoria. Tendo clara a importancia da memoria no dia a dia de cada individuo,
sendo ela responsavel pela constru¢do da personalidade de cada individuo e também da
manutengdo das nossas agodes, torna-se necessario ¢ indispensavel que haja a persisténcia de
algumas memorias. Sabe-se que o processo de persisténcia de uma memoria ¢ dependente de
uma série de mecanismos, que por sua vez, sofrem interferéncia de fatores externos, os quais
podem tanto colaborar, quanto prejudicar a persisténcia da memoria (Cahill and McGaugh
1998; Izquierdo and McGaugh 2000; Vargas, Lara et al. 2014; Izquierdo 2018). Sabendo que a
melhora na persisténcia da memoria pode se dar como resultado da melhora na consolidagao
desta (McGaugh 2000), intervengdes no periodo de consolidagdo da memoria podem, portanto,
favorecer a persisténcia.

O exercicio fisico ¢ uma pratica comportamental ndo invasiva que favorece a liberagao
de importantes neurotransmissores envolvidos no processo de consolidagdo e persisténcia da
memoria (Rossato, Bevilaqua et al. 2009; Mello-Carpes and Izquierdo 2013). No entanto, as
pesquisas relacionadas ao exercicio e seus efeitos sobre a memoria referem-se, em sua maioria,
aos efeitos provenientes da sua pratica regular e por um longo periodo (Flores, Martins et al.
2014; Schimidt, Vieira et al. 2014; Neves, Menezes et al. 2015), o que nem sempre ¢ simples
de promover e ter o engajamento das pessoas. Assim, salienta-se a importancia e a necessidade
de pesquisar os efeitos de uma sessdo de exercicio como uma estratégia para modular a

consolidagdo e a persisténcia memoria, entendendo os mecanismos envolvidos nestes efeitos.

1.7 Objetivos

O objetivo geral dessa pesquisa foi investigar estratégias comportamentais para modular
processos mnemonicos distintos.

Esta tese possui 3 estudos, cujos objetivos especificos foram:

Estudo 1:

- Verificar se a exposi¢do a uma novidade facilita a distingdo entre dois ambientes
(original e similar ao original), evitando a generalizagdo da memdoria aversiva;

- Investigar o envolvimento da sintese proteica hipocampal no efeito da novidade sobre a
generalizagdo da memoria aversiva.

Estudo 2:

32



- Verificar a participacdo da regido infra-limbica do cortex pré-frontal ventromedial na
extingdo da memoria aversiva;

- Verificar a participagdo da regido pré-limbica do cortex pré-frontal ventromedial na
extincdo da memoria aversiva.

- Verificar o efeito da reativag@o na extingdo da memoria aversiva;

- Verificar a participag¢do da regido pré-limbica do cortex pré-frontal ventromedial na
facilitacdo da extingdo da memoria aversiva pela reativagio;

- Verificar a participacdo da regido infra-limbica do cortex pré-frontal ventromedial na
facilitagdo da extingdo da memoria aversiva pela reativagao.

Estudo 3:

- Verificar os efeitos de uma tUnica sessdo de exercicio apds a aprendizagem na
consolidagdo da memoria de reconhecimento de objetos (RO);

- Verificar os efeitos de uma tUnica sessdo de exercicio apos a aprendizagem na
persisténcia da memoria de RO;

- Verificar o envolvimento do sistema dopaminérgico no efeito do exercicio agudo sobre

a persisténcia da memoria de RO.

1.8 Hipoteses

A hipétese geral do estudo € que diferentes estratégias comportamentais (a citar a
exposicdo a novidade, a reativagdo da memoria e a pratica de uma sessao de exercicio fisico)
podem modular diferentes processos mnemdonicos.

Considerando cada um dos estudos que compdem esta tese, destacamos as respectivas
hipoteses:

Estudo 1: Estudos prévios mostraram que a exposi¢do a novidade facilita a aprendizagem
e o processo de extingdo da memoria aversiva, mediante o fendmeno de marcacdo e captura
sinaptica (Moncada and Viola 2007; Schiller, Monfils et al. 2010; de Carvalho Myskiw, Benetti
et al. 2013; de Carvalho Myskiw, Furini et al. 2014; Menezes, Alves et al. 2015) e,
considerando que a tanto a extingdo quanto a generaliza¢do envolvem a consolidacdo de uma
memoria aversiva, nossa hipotese de trabalho ¢ que a novidade também possa atuar no processo
de generalizacdo, permitindo um aprendizado com um traco mais forte, o qual possibilite a
discriminacdo entre dois ambientes semelhantes, i.e., evite a generalizagdo da memoria
aversiva. Hipotetizamos que este efeito modulatorio esteja relacionado com a hipétese da STC,

envolvendo, portanto, a sintese de proteinas no hipocampo.
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Estudo 2: Estudos prévios demonstraram que o cortex pré-frontal estd envolvido em
processos cognitivos de alta ordem, incluindo os processos mnemodnicos (Squire 2004; Yang
and Raine 2009). No entanto, o papel das diferentes regides do cPFvm na extingdo da memoria
ainda carece de melhor compreensdo. Sierra-Mercado e cols. (2011) demonstraram que a
inativagdo da regido infra-limbica (IL) e supra-limbica (SL) pode ter efeitos opostos na
expressdo e extingdo do medo condicionado, sendo que, no seu estudo, a inativagdo da primeira
ndo prejudicou a expressdo da memoéria de medo, mas sim a sua extingdo; o oposto foi
verificado para a inativagdo da regido SL (Sierra-Mercado, Padilla-Coreano et al. 2011). No6s
hipotetizamos que esta € uma estrutura ndo s6 importante para a extingdo da memoria aversiva,
mas também fundamental para permitir que ocorram os efeitos facilitatorios observados no uso
de estratégias comportamentais previamente a extingdo, como o caso da reativacdo, cujos
efeitos modulatorios foram previamente demonstrados (Monfils, Cowansage et al. 2009;
Schiller, Monfils et al. 2010).

Estudo 3: Considerando que o exercicio fisico ¢ uma pratica comportamental nao
invasiva que favorece a liberacdo de noradrenalina e dopamina (Meeusen and De Meirleir
1995), importantes neurotransmissores envolvidos na modulacdo dos processos de
consolidagdo e persisténcia da memoria (Rossato, Bevilaqua et al. 2009) e que nossos achados
recentes, que mostraram que uma Unica sessdo de exercicio aerodbico é capaz de promover a
persisténcia da memoria de RO, mecanismo dependente da ativagdo do sistema noradrenérgico
(da Silva de Vargas, Neves et al. 2017), nossa hipotese ¢ de que a ativagdo do sistema
dopaminérgico também esteja envolvida e seja necessaria para os efeitos do exercicio agudo na

persisténcia da memoria.
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II MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostra

Para os experimentos dos trés estudos que compdem esta tese utilizamos ratos adultos
machos da linhagem Wistar (3 meses de idade, 300-400g), proveniente do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Considerando ser um estudo com animais experimentais, o tamanho amostral (nimero de
animais por grupo) foi definido com base nos estudos da area publicados em revistas cientificas
com classificacdo Qualis A/CAPES, totalizando 250 animais, sendo cerca de 10 animais por
grupo para os experimentos comportamentais e farmacoldgicos-comportamentais e 5 animais
por grupo para os experimentos bioquimicos.

Durante todos os procedimentos os animais foram mantidos em caixas plasticas especiais
com capacidade para 4 animais, forradas com maravalha, sendo submetidos a um ciclo
claro/escuro de 12h (luz a partir das 7h e escuro a partir das 19h), com 4gua e racdo a vontade
e uma temperatura ambiente constante de aproximadamente 23°C. As caixas foram trocadas e
limpas a cada 2 dias e o maximo de precaucdo foi tomado com o intuito de minimizar o
sofrimento dos animais e de reduzir o nimero de animais utilizados. Todos os experimentos
estdo de acordo com as normas dos “Principles of laboratory animal care” (NIH publication

N° 85-23, revised 1996).

2.2 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo randomizado cego, o qual teve o objetivo geral de investigar
mecanismos fisiologicos envolvidos no efeito de diferentes estratégias utilizadas na modulacgao
da memoria, sendo subdividido em trés estudos principais, envolvendo os processos de
generalizagdo, extingdo, e persisténcia da memoria, respectivamente. O desenho de cada estudo

¢ detalhado a seguir e os protocolos experimentais sdo descritos na sessdo 2.3.3.

2.2.1 Estudo 1: A exposiciao a novidade evita a generalizacio da meméria aversiva, efeito
que é dependente da sintese de proteinas no hipocampo

Este estudo foi dividido em duas etapas: (i) Efeito da novidade no processo de
generalizacdo das memoria aversiva; e, (ii)) Envolvimento da sintese proteica himpocampal no
efeito da novidade sobre o processo de generalizacdo da memoria aversiva. Na primeira etapa,

quarenta ratos wistar machos foram divididos em 2 grupos: Grupo controle, cujos animais
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foram treinados na esquiva inibitoria (EI) no dia 1, e no dia 2 foram expostos a esquiva inibitoria
modificada (EIM) durante 3 minutos; e, Grupo novidade, no qual os animais foram submetidos
aos mesmos procedimentos do grupo controle, porém 30 minutos antes da exposi¢do a EIM
foram expostos a uma novidade (ambiente novo; campo aberto) durante 5 minutos. No dia 3,

metade dos animais de cada grupo foi testada na EI e outra metade na EIM (figura 7).
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Figura 7. Desenho esquematico dos experimentos comportamentais da etapa 1 do estudo 1. No dia 1 todos
os animais foram treinados em esquiva inibitoria normal (EI). No dia 2 todos os animais foram expostos a esquiva
inibitoria modificada (EIM) por 3 minutos, mas metade foi submetida a uma exposig¢do de novidade por 5 min, 30
minutos antes da exposi¢do a EIM. No dia 3, metade dos animais em cada grupo foram testados na EI e outra

metade na EIM. Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

Na segunda etapa, oitenta ratos wistar machos foram divididos em 4 grupos: (i) controle,
cujos ratos foram treinados em esquiva inibitéria normal (EI) no dia 1, no dia 2 eles foram
expostos a esquiva inibitoria modificada (EIM) por 3 minutos; (ii) novidade: os animais foram
submetidos aos mesmos procedimentos do grupo (i), mas 30 minutos antes da exposicdo a EIM
foram expostos a uma novidade (campo aberto) por 5 minutos; (iii) novidade + Ani, cujos ratos
foram submetidos aos mesmos procedimentos do grupo (ii), mas imediatamente apds a
exposi¢do a novidade, receberam uma infusdo intrahipocampal de anisomicina (Ani), um
inibidor da traducdo ribossomal; e, (iv) novidade + Rapa, cujos ratos foram submetidos aos
mesmos procedimentos do grupo (ii), mas imediatamente apds a exposi¢do a novidade,

receberam uma infusdo intrahipocampal de rapamicina (Rapa) um inibidor da sintese proteica



mediada por mTOR. No dia 3, metade dos animais em cada grupo foi testada na EI e a outra

metade na EIM (figura 8).
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Figura 8. Desenho esquematico dos experimentos comportamentais da etapa 2 do estudo 1. No dia 1 todos
os animais foram treinados em esquiva inibitoria normal (EI). No dia 2 todos os animais foram expostos a esquiva
inibitéria modificada (EIM) por 3 minutos, mas alguns animais foram submetidos a uma exposi¢ao de novidade
por 5 min, 30 minutos antes da exposi¢ao a EIM e alguns animais receberam a infusdo de salina, anisomicina ou
rapamicina na regido CAl, imediatamente ap6s a novidade. No dia 3, metade dos animais em cada grupo foram

testados na EI e a outra metade na EIM. Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

2.2.2 Estudo 2: Participacio das regides infra-limbica (IL) e pré-limbica (PL) do cértex
pré-frontal ventro medial (CPFvm) no efeito facilitatério da reativacido sobre a extin¢cio
da memoria aversiva

Este estudo foi dividido em duas etapas: (i) Ratificagcdo do efeito da reativagdo sobre a
extingdo da memoria aversiva, e (i) Estudo da participagdo de diferentes regides do cortex pré-
frontal (regides infra e pré-limbica) no efeito da reativacdo na extingdo da memoria aversiva.

Para a primeira etapa, vinte ratos Wistar machos adultos foram subdivididos em dois
grupos: grupo controle, o qual foi submetido ao protocolo de extingdo, e 0 grupo experimental,
que foi submetido a reativacao da memoria previamente ao protocolo de extingdo. Ambos foram
treinados na tarefa de Esquiva Inibitoria (EI). Vinte e quatro horas apos o treino os animais
passaram por trés sessdes de extingdo, no entanto parte dos animais foi submetida a reativacéo
da memoria aversiva 10 minutos antes do protocolo de exting¢do, enquanto que o restante dos

animais foi submetido diretamente as sessdes de extin¢do. Quarenta e oito horas apds o treino,
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os animais de ambos os grupos foram testados na EI para verificacdo da retengdo da memoria,

conforme figura 9A.
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Figura 9. Esquema ilustrativo dos experimentos do estudo 2. (A) Ratificacdo do efeito da reativagdo sobre a
extingdo da memoria aversiva, e; (B) Estudo da participagdo de diferentes regides do cortex pré-frontal (regides
infra e pré-limbica) no efeito da reativacdo na extingdo da memoria aversiva. Fonte: Elaborado pelo proprio autor

(2019).

Para a segunda etapa deste estudo, quarenta ratos Wistar machos adultos foram
subdivididos aleatoriamente em 4 grupos: (i) grupo IL + salina, o qual foi submetido a
implantacdo de canulas na regido IL e recebeu a infusdo de salina imediatamente antes da
reativagdo; (ii) grupo IL + muscimol, o qual foi submetido a implantacdo de canulas na regido
IL e recebeu a infusdo de muscimol imediatamente antes da reativagao; (iii) grupo PL + salina,
o qual foi submetido a implantagdo de cénulas na regido PL e recebeu a infusdo de salina
imediatamente antes da reativacdo; e, (iv) o grupo PL + muscimol, o qual foi submetido a
implantacdo de canulas na regido PL e recebeu a infusdo de muscimol imediatamente antes da
reativagdo. Todos foram submetidos a0 mesmo protocolo do grupo experimental da fase 1,
porém receberam a infusdo de muscimol (0,01pg/pl), (0,25 pLl/lado) ou salina (0,25 pL/lado)
nas regides IL ou PL, imediatamente apos a reativacdo da memoria (figura 9B). Quarenta e oito
horas apds o treino, os animais de todos os grupos foram colocados novamente na EI para

verificacdo da retencdo da memoria.
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2.2.3 Estudo 3: A ativacdo dopaminérgica hipocampal é necessaria para modulacio da
persisténcia da memoria de reconhecimento de objetos por uma sessio de exercicio fisico

Para os experimentos comportamentais do terceiro estudo 50 ratos Wistar machos foram
divididos em 5 grupos, com 10 animais cada: (i) controle, cujos animais foram treinados na
tarefa de RO; (ii) familiarizagdo na esteira, cujos ratos foram familiarizados na esteira e
treinados na tarefa de RO; (iii) exercicio fisico, cujos ratos foram familiarizados na esteira,
treinados na tarefa de RO e submetidos a uma tinica sessdo de exercicio fisico em esteira, por
30 minutos, ap6s o treino de RO; (iv) Exercicio + SCH 23390, cujos animais passaram pela
familiarizacdo na esteira, pela tarefa de RO, foram submetidos ao exercicio fisico e,
imediatamente apos, receberam a infusdo intrahipocampal de um antagonista de receptores D1
(SCH 23390); e, (v) dopamina, cujos animais passaram pela tarefa de RO e imediatamente apos
receberam a infusdo intrahipocampal de dopamina. Todos os grupos foram testados 24 horas,
7, 14 e 21 dias apos o treino, para avaliacdo da consolidacdo e persisténcia da memoria (da

Silva de Vargas, Neves et al. 2017) (figura 10).

Experimentos biogwimicos M0 |

Tarefa de Reconhecimento de Objetos (dia 7-33)

Familiarizagdo na esteira (dio 1-6)  Hahituagso (dia 7-10) fremno {dia 11) Testes (dia 12,19, 26 33)

{20 min (5 men)

Grpo ensreios + SCH2IIN | 1 _)

(30 minj

HPLC: nives de dopsmina
Figura 10. Desenho experimental das etapas desse estudo e resumos dos procedimentos a serem realizados.
RO: Reconhecimento de Objetos; @: sem exercicio fisico; DA: dopamina. Fonte: Elaborado pelo proprio autor

(2019).

Para os experimentos bioquimicos 20 ratos Wistar machos, foram divididos em 4 grupos,

com 5 animais cada: (i) naive, cujos animais foram utilizados apenas para mensuracdo dos
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niveis basais dos neurotransmissores; (ii) controle, cujos animais foram treinados na tarefa de
RO; (iii) familiarizacdo na esteira, cujos ratos foram habituados na esteira e treinados na tarefa
de RO; e, (iv) exercicio fisico, cujos ratos foram familiarizados na esteira, treinados na tarefa
de RO e submetidos a uma tnica sessdo de exercicio fisico em esteira, por 30 minutos, ap6és o
treino de RO. Todos os animais, passados 30 minutos o treino da tarefa de RO (exceto grupo
naive) foram eutanasiados e tiveram seus hipocampos rapidamente dissecados para mensuragao

dos niveis de dopamina por HPLC (High Performance Liquid Chromatography) (figura 10).

2.3 Procedimentos experimentais
Nesta sess@o sdo descritos os diferentes experimentos utilizados nos estudos que

compdem esta tese.

2.3.1 Cirurgia estereotaxica

Parte dos animais foi submetido a cirurgia estereotaxica para implantagao de canulas guia
de 0,2 mm de calibre nas regides infra e pré limbica do cortex pré-frontal ventro medial ou na
regido CA1 do hipocampo dorsal, seguindo as coordenadas do atlas de Paxinos e Watson (1986)
de AP +3.0; LL+0.7;DV—-2.0mm; AP+ 3.2; LL+0.7, DV -2.0 mm; e AP -4,2, LL + 3,0,
DV - 2,0 mm!, respectivamente (Figura 11). As canulas foram fixadas com cimento dental e os

animais ficaram sob observacgdo para recuperagdo pos-operatoria por 4 dias.

! Para a colocagdo das cinulas-guia foi considerada uma coordenada DV padrio de 2,0 mm para minimizar das danos teciduais.
No momento de microinjecdo, no entanto, foi utilizada uma microagulha de inje¢do com tamanho adequado, considerando as
coordenadas da regido de interesse.
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Figura 11. Localizacdo das regides de implantac¢iio das cinulas via cirurgia estereotixica no encéfalo do rato
(corte coronal). (A) Regido Infra-limbica do cortex pré-frontal ventro medial, (B) regido pré-limbica do cortex

pré-frontal ventro medial, em (C) regido CA1 do hipocampo. Fonte: (Paxinos and Watson 1986).

Todo o procedimento cirurgico foi realizado com os animais previamente anestesiados
com cetamina e xilazina, administrados intra-peritonealmente (i.p.) nas doses de 75mg/kg e
10mg/kg, respectivamente. Confirmado o plano anestésico do animal, o0 mesmo foi fixado no
aparelho estereotaxico, onde foi feita a assepsia do escalpo com etanol 70% e PVPI e o processo

de implantacdo de canulas (Figura 12).

Figura 12. Foto do aparato e do animal submetido a cirurgia estereotaxica. Fonte: Foto do proprio autor

(2019).
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2.3.2 Manipulacio dos animais

Quatro dias apos o periodo de recuperagdo pds cirurgia, os animais passaram por duas
sessdes de manipulacdo, onde os mesmos foram levados até a sala de experimentagdo, foram
retirados de suas gaiolas e manuseados durante 5 minutos, para familiarizagdo com o
pesquisador, seu contato e seus cheiros. Mesmo aqueles animais ndo submetidos & cirurgia

foram submetidos as sessdes de manipulacao.

2.3.3 Protocolos comportamentais e farmacoldgicos

2.3.3.1 Tarefa na Esquiva Inibitéria (EI) — consolidacdo da memoria aversiva

O aparato utilizado para a tarefa da EI consiste de uma caixa de metal de 50,0 x 25,0 x
50,0 cm, com a parte frontal feita de acrilico, assoalho formado por barras de bronze paralelas,
contendo ao lado esquerdo da caixa uma plataforma de 5,0 cm de altura por 7,0 cm de largura
(Rossato, Bevilaqua et al. 2009) (Figura 13). A tarefa basica consiste em um dia de treino e
outro de teste. No dia do treino, o animal € colocado na plataforma e ao descer desta e colocar
as quatro patas na grade de barras de bronze eletrificaveis, recebe um estimulo elétrico de 0,7
mA por 2s, sendo imediatamente recolocado em sua caixa de moradia. No dia do teste, o animal
¢ colocado novamente na plataforma do aparato e se contabiliza o tempo de descida da
plataforma (laténcia). O teste ¢ realizado 24 horas ap6s o dia de treino, ou entdo, em casos de
intervengdes, ¢ adaptado e realizado 48 horas apos. Este procedimento resulta em uma
associacao do contexto com o choque elétrico, resultando em aumento da laténcia de descida
da plataforma no dia do teste em comparacgdo ao dia do treino. O teste de EI foi utilizado nos

estudos 1 e 2 desta tese.
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(dia 1) o animal ¢ colocado na plataforma e ao descer e colocar as 4 patas na barra de ferro ele recebe um estimulo
elétrico. No dia do teste (dia 2) o animal ¢ novamente colocado no aparato e avalia-se o seu comportamento. Em
ambos os dias é contabilizado o tempo que o animal demora para descer da plataforma. O que se espera, € que no
dia do teste o animal demore a descer, visto que lembra do evento aversivo no dia anterior. Fonte: Elaborado pelo

proprio autor (2019).

2.3.3.1.1 Exposicao a esquiva modificada

A esquiva modificada foi utilizada no estudo 1 desta tese, e remete a um ambiente
similar ao original (EI utilizada no treino), tendo as mesmas caracteristicas citadas no item
3.3.3.1, e, adicionalmente, (a) um assoalho preto, (b) duas listras pretas horizontais na parede
frontal de acrilico, (¢) aroma citrico, e (d) luz vermelha projetada sob o aparato, conforme figura
14. Os animais foram colocados na EI modificada e ao descer da plataforma e colocar as quatro
patas no assoalho, os animais ndo receberam o estimulo elétrico e puderam explorar o aparato
por 3 minutos (Vargas et al, 2019). A exposicdo a este aparato ¢ utilizada para posterior
verificacdo da capacidade de diferenciar os dois ambientes, i.e., da generalizacdo da memoria

aversiva.

Esquiva inibitoria Esquiva inibitéria modificada

Figura 14. Ilustracio da esquiva inibitéria e esquiva inibitéria modificada. A esquiva modificada apresenta
(a) um assoalho preto, (b) duas listras pretas horizontais na parede frontal de acrilico, (c) aroma citrico, e (d) luz
vermelha projetada sob o aparato e ¢é utilizada para verificar a generalizagdo da memoria aversiva. Fonte:

Elaborado pelo proprio autor (2019).
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2.3.3.1.2 Exposicao a novidade
A exposicao a novidade, utilizada no estudo 1 desta tese, refere-se a um momento no
qual os animais sdo expostos a algo novo por um determinado tempo. Neste trabalho adotamos
um ambiente novo (novidade), sendo este um campo aberto, i.e., uma caixa de madeira com
dimensoes de 60 x 40 x 50 cm (comprimento x profundidade x altura) com a parede frontal de
vidro transparente (figura 15) (de Carvalho Myskiw, Benetti et al. 2013; de Carvalho Myskiw,
Furini et al. 2014). Os grupos expostos a novidade, foram submetidos a exploragdo da caixa 30

minutos antes da exposi¢do a EI modificada, durante 5 minutos.

—
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- Durante 5 minutos

Figura 15. Tlustracio da exposicio a novidade previamente a exposi¢io a Esquiva Inibitéria Modificada
(EIM). Os animais foram expostos a novidade (campo aberto) 30 minutos antes de serem submetidos a exposigao

a EIM, podendo explorar o ambiente novo por 5 minutos. Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

2.3.3.1.3 Extin¢ao da memoria aversiva

Para extinguir a memoria aversiva, os animais envolvidos nos experimentos de extingao
(estudo 2) foram submetidos a sessdes de testes sem refor¢o (sem estimulo elétrico) em
diferentes tempos apds o treino: 24 horas, 25 horas e 30 minutos e 27 horas apds o treino
(Cammarota, Bevilaqua et al. 2005) (figura 16). Com este proposito, em cada sessdo os animais
foram colocados na plataforma da caixa de treino até que eles descessem com as quatro patas
na grade. Nenhum choque foi dado e os animais puderam explorar livremente o aparato de EI
por 30 segundos antes de serem devolvidos as suas caixas moradia. Foi imposto um teto
temporal de 300 segundos como laténcia de descida da plataforma durante os testes sem reforco
(24h, 25h30min e 27h). Desta forma, caso os animais ndo descessem nesse tempo, 0s mesmos

eram gentilmente conduzidos até a base do aparato e permitida a livre exploracdo do mesmo
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por 30 segundos. Com as sessdes de extingdo, espera-se os animais aprendam que descer da

plataforma ndo resulta mais em estimulo elétrico/aversivo.

24k - 35,50 - 270 24k
=
—

s e X X (X SoXm as

} : } i e
Treino 3 Sessdes de extingio Teste

Figura 16. Ilustracdo do aparato e sessoes de extin¢do. No dia do treino (dia 1) o animal é colocado na
plataforma e ao descer e colocar as 4 patas na barra de ferro ele recebe um estimulo elétrico. No dia das sessdes
de extingdo (dia 2), o animal é colocado no aparato em trés momentos, 24 horas, 25 horas ¢ 30 minutos e 27 horas
apos o treino, e ao descer da plataforma ele ndo recebe o estimulo elétrico e € permitido explorar o ambiente
durante 30 segundos. No dia do teste (dia 3), o animal ¢ novamente colocado no aparato e avalia-se o seu
comportamento. Em cada sess@o ¢ contabilizado o tempo que o animal demora para descer da plataforma. O que
se espera ¢ que, se o animal foi capaz de aprender nas sessdes de extingdo, no dia do teste ele ndo demore a descer

da plataforma, visto que ele extinguiu a memoria aversiva. Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

2.3.3.1.4 Reativa¢do da memédria aversiva
A reativagdo da memoria aversiva, que foi realizada em alguns grupos de animais do
estudo 2, ¢ feita mediante a exposicdo do animal ao ambiente aversivo no qual foi previamente
condicionado, com o refor¢o do estimulo elétrico. Nessa pesquisa nds avaliamos o efeito da
reativagdo sobre o processo de extincdo da memoria. Para isso, os animais passaram pelo
mesmo protocolo de extingdo previamente descrito (item 3.3.3.1.1), porém parte dos animais
foi submetido a reativacdo da memoria 10 minutos antes da primeira sessdo de extingdo,

conforme a figura 17.
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Figura 17. Ilustracio do aparato e reativacio da memoria aversiva. No dia do treino (dia 1) o animal é
colocado na plataforma e ao descer e colocar as 4 patas na barra de ferro ele recebe um estimulo elétrico. No dia
das sessoes de extingdo (dia 2), 10 minutos antes da primeira sessdo, o animal é colocado no aparato de El e a
reativacdo da memoria € feita por meio do estimulo elétrico, apos isso, o animal é colocado no aparato em trés
momentos: 24 horas, 25 horas e 30 minutos e 27 horas apds o treino, ¢ ao descer da plataforma ele ndo recebe o
estimulo elétrico e ¢ permitido explorar o ambiente durante 30 segundos. No dia do teste (dia 3), o animal ¢
novamente colocado no aparato e avalia-se o seu comportamento. Em ambos os dias é contabilizado o tempo que
o animal demora para descer da plataforma. O que se espera, ¢ que no dia do teste os animais que passaram pela
reativagdo da memoria demorem menos a descer do que o grupo sem a reativacdo, visto que a reativagdo deve

facilitar o processo de extingdo. Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

2.3.3.2 Tarefa de Reconhecimento de Objetos (RO)

A tarefa de RO foi utilizada no terceiro estudo que compde esta tese. Ela ¢ realizada em
uma caixa de madeira com dimensdes de 60 x 40 x 50 cm (comprimento x profundidade x
altura) com a parede frontal de vidro transparente conforme descrito por (Ennaceur and
Delacour 1988) e consiste em trés etapas: habituagdo ao aparato, treino e teste(s) (Figura 18).
Na habituacdo os animais foram colocados durante 4 dias consecutivos no aparato para livre
exploracdo, durante 20 minutos. Posteriormente a isso, no dia de treino, dois objetos (A e B)
foram colocados dentro do aparato, e os animais sdo autorizados a explora-los por 5 minutos.
A exploragdo ¢ definida como cheirar ou tocar os objetos com o nariz e/ou patas dianteiras.
Sentar sobre ou ficar girando os objetos sem interagir com eles ndo ¢ considerado
comportamento exploratorio. Vinte e quatro horas, 7, 14 e 21 dias mais tarde, na fase de teste,
um dos objetos foi substituido aleatoriamente por um objeto novo (denominado C, D, E ou F,
respectivamente) e os ratos foram reintroduzidos no aparato durante um periodo adicional de 5
minutos de exploragdo livre. Para evitar confusdes por estimulos olfatérios persistentes e

preferéncias, os objetos e o aparato foram limpos com etanol a 70% apds testar cada animal.
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Figura 18. Ilustracdo da tarefa de Reconhecimento de Objetos (RO). Durante quatro dias consecutivos os
animais passaram pela fase de habituacdo, quando foram colocados no aparato com permissdo para livre
exploragdo durante 20 minutos para se familiarizar com ele. No dia do treino, os animais foram colocados no
mesmo aparato, no entanto nele continha dois objetos novos (A e B) para livre explorag@o durante 5 minutos. Nos
dias de testes, os animais foram colocados no mesmo aparato contendo sempre um objeto familiar (A) e um objeto
novo (C, D, E ou F, 24 horas, 7, 14 ou 21 dias ap6s o treino, respectivamente) para avaliar a consolidagéo e a
persisténcia da memoria, tendo os mesmos 5 minutos para livre exploragdo. No teste do RO espera-se que o animal
explore mais o objeto novo do que o objeto familiar, denotando capacidade de reconhecer o objeto familiar. Fonte:

Elaborado pelo préprio autor (2019).

2.3.3.3 Protocolo de exercicio fisico

No estudo 3, uma sessdo de exercicio fisico individual foi realizada imediatamente apos
o treino na tarefa de RO, usando uma esteira motorizada construida para roedores (Insight Ltda,
Sao Paulo, Brasil). O protocolo utilizado foi adaptado de (Malek, Huttemann et al. 2013), em
que o exercicio de corrida foi realizado na intensidade de 60—70% de consumo maximo de
oxigénio (VOz) (velocidade da esteira entre 9 m/min e 13 m/min) em uma Unica sessdo de
exercicio fisico, com durac¢do de 30 minutos, realizada imediatamente apos a aprendizagem na
tarefa de RO.

Anteriormente as tarefas de memoria, os ratos foram familiarizados a esteira para evitar
efeitos de novidade e/ou estresse no momento da sessao de exercicio. Para isso, a familiarizacao
foi conduzida uma semana antes do inicio da tarefa de memoria. Inicialmente, os ratos foram
familiarizados a esteira por dois dias (velocidade da esteira 2 a 5 m/min por 10 min). Depois,
eles foram submetidos ao “protocolo do bom corredor”, o qual consiste em colocar os animais
em esteira sem inclinagdo durante trés dias consecutivos com uma velocidade de 8 m/min por
10 min, e, em seguida, avaliar o nivel de treinabilidade em um intervalo de 1 a 5 pontos de

acordo com a tabela 1. Ao final, os animais que mantiveram uma média de trés ou mais pontos
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sdo incluidos no grupo de exercicio (Arida, Scorza et al. 2011). Alguns ratos passaram somente
pelo processo de familiarizagdo, mas no dia de treino do RO ndo realizaram a sessdo de
exercicio fisico (da Silva de Vargas, Neves et al. 2017); este grupo foi incluido a fim de isolar
possiveis efeitos do contato com a esteira (familiarizacdo) per se, pois poderia se argumentar

que os dias de familiarizacdo ao aparato representariam um certo nivel de treinamento fisico.

Tabela 1. Escala de avaliacdo do nivel de treinabilidade dos ratos durante o protocolo do bom corredor.

Fonte: Adaptada de (Arida, Scorza et al. 2011).

Pontuacio Caracteristica durante a corrida

1 Recusa-se a correr

2 Abaixo da média dos corredores - executa e para ou corre na diregdo errada
3 Corredor médio

4 Acima da média - corre bem, com paradas esporadicas

5 Bom corredor - sempre fica na frente

No dia seguinte (ultimo dia da familiarizag@o), os ratos selecionados como “bons
corredores” passaram por um teste indireto de VO, maximo, para determinarmos a intensidade
individual de cada animal no dia do exercicio fisico. O teste indireto de VO; méaximo foi
conduzido na esteira rolante, inicialmente com uma baixa velocidade, que foi aumentada em 5
m/min a cada 3 min, até que o rato fosse incapaz de continuar correndo. O tempo para fadiga
(min) e o volume de trabalho (m/min) foram considerados como uma medida indireta de VO»
(Brooks and White 1978; Cechetti, Worm et al. 2012). Na sessao de exercicio fisico individual
cada animal do grupo exercicio foi submetido a uma corrida apds o treino do RO a uma
intensidade de 60-70% do VO, maximo indireto, durante 30 minutos.

No6s nomeamos os dois dias de familiarizacao a esteira mais os trés dias do protocolo bom
corredor e o dia do teste da medida indireta do VO, maximo como “Familiarizac¢do a esteira”.

A figura 19 ilustra o esquema da sequéncia do protocolo de exercicio fisico e sua execucao.
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Tarefa de Reconhecimento de Objetos (dia 7-33)

Familiarizag@o na esteira (dio 1-6)  Habituacio (dia 7-10) Trewno (dia 11) Testes (dia 12, 19, 26 33)
3 . .
L 8 —_— c/D
A B A E/F

{10 min

20 min) |5 rven) 1 3 min)

(30 min)

Figura 19. Ilustracio do protocolo de exercicio fisico e sua execucdo. Previamente a tarefa de reconhecimento
de objetos (RO) os animais passaram pela familiarizagao a esteira (dias 1-6). Posteriormente, deu-se inicio a tarefa
de RO, a qual consiste em trés fases: habituagdo (dias 7-1-), treino (dia 11) e testes (24 horas, 7, 14 ¢ 21 dias apds
o treino; dias 12, 19, 26 e 33). Os animais do grupo exercicio foram submetidos a uma tnica sessdo de exercicio
fisico, durante 30 minutos, realizada imediatamente apds o treino de RO. Fonte: Elaborado pelo proprio autor
(2019).

3.3.3.4 Tratamento farmacolégico

Os diferentes estudos incluiram grupos que receberam microinfusdo de farmacos em
regides cerebrais especificas. Os compostos farmacologicos utilizados ou o seu veiculo foram
infundidos bilateralmente na regido de interesse, em diferentes tempos, conforme o estudo, com
o auxilio de uma bomba de infus@o e micro seringas Hamilton.

O volume administrado foi de 1 pl/lado para a regido CA1 do hipocampo e 0,25 pl/lado
para as regides infra e pré-limbica do cortex pré-frontal, que t€m menor tamanho (figura 20).
As micro agulhas de infusdo tinham tamanhos especificos de acordo com as coordenadas da
regido de interesse, e foram mantidas dentro das canulas-guia por pelo menos 60s apds o fim

da administracdo da droga, a fim de evitar o refluxo de liquido.
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Figura 20. Localizacio das regides de infusio das drogas e veiculo de acordo com o estudo realizado. CAl:
Regido CA1 do hipocampo dorsal, do latim Cornu ammonis (Corno de Ammon); GD: giro denteado; CA3 Regido
CA3 do hipocampo dorsal, do latim Cornu ammonis (Corno de Ammon); PL: Regido Pré-limbica do cortex pré-

frontal; IL: Regido Infra-limbica do cortex pré-frontal. Fonte: Adaptada de (Izquierdo, Furini et al. 2016).

Todas as drogas utilizadas foram obtidas da Sigma-Aldrich Brasil e dissolvidas
individualmente em DMSO 2% ou em solug¢@o salina 0,9% e guardadas protegidas da luz a -
20°C até o uso. A infusdo do composto foi realizada a temperatura ambiente e em uma sala com
baixa luminosidade. As doses utilizadas foram determinadas com base em experimentos pilotos
e em estudos prévios que mostraram o efeito destes farmacos sobre o aprendizado e a memoria
de ratos, e em outras variaveis comportamentais e fisiologicas.

As drogas que utilizadas neste estudo foram as seguintes:

- Rapamicina: Inibidor da sintese proteica mediada por mTOR. Foi utilizada no estudo
1, em dose definida com base em (de Carvalho Myskiw, Furini et al. 2015).

- Anisomicina: Inibidor da traducdo da proteina ribossomal. Foi utilizada no estudo 1, em
dose definida com base em (de Carvalho Myskiw, Furini et al. 2015).

- Muscimol: Ligante do sitio GABA dos receptores gabaérgicos tipo A, portanto,
mimético daquele, o principal neurotransmissor inibitorio do cérebro. Foi utilizada no estudo
2, em dose definida com base em (de Carvalho Myskiw, Furini et al. 2015).

- SCH23390: Antagonista dopaminérgico (receptores D1). Foi utilizada no estudo 3, em
dose definida com base em (Furini, Myskiw et al. 2014).

50



- Dopamina: Agonista dopaminérgico. Foi utilizada no estudo 3, em dose definida com
base em (Furini, Myskiw et al. 2014).

Ao final dos experimentos foi feito o controle histologico da regido estudada, por meio
da analise post mortem do posicionamento anatdmico das canulas implantadas. Para isso, os
animais receberam a infusdo de azul de metileno no mesmo volume de droga usado em cada
uma das estruturas mencionadas anteriormente através das mesmas canulas. Passados 15
minutos da infusdo os animais foram eutanasiados por decapitagdo e seus encéfalos foram
retirados e colocados em uma solugdo de formol 4% por um periodo de 4 dias. Apos, foi
realizada a andlise histologica da area, sendo a difus@o do corante tomada como uma indicag@o
da difusdo presumivel do veiculo ou droga anteriormente administrada a cada animal in vivo.
Apenas os dados de animais com implantes corretos e sem propagacao significativa do corante

aos tecidos das estruturas adjacentes foram analisados.

2.3.3.5 Testes de controle comportamental

Nos diferentes estudos foram empregados testes de controle comportamental. Este tipo
de teste ¢ importante pois nos permite avaliar se as intervengdes adotadas causam alteracdes
em parametros do comportamento que poderiam afetar a expressdo da memoria nas tarefas de

memoria, a citar: ansiedade, comportamento locomotor, e sensibilidade algica.

2.3.3.5.1 Campo Aberto

Para avaliar se a administracdo dos farmacos e/ou as estratégias comportamentais
influenciaram a atividade locomotora e o comportamento exploratorio dos animais no dia do
teste, comprometendo a avaliagdo dos nossos resultados, utilizamos a analise do
comportamento de locomocgdo/exploragdo no esquema conhecido como “campo aberto”
(Bonini, Bevilaqua et al. 2006). Utilizou-se a mesma caixa utilizada para o estudo dos efeitos
da novidade (ver acima). O assoalho da caixa foi dividido em 12 quadrantes com igual area de
superficie. No dia seguinte a infusdo da droga na regido especifica e/ou estratégia
comportamental, o animal foi gentilmente colocado na arena do campo aberto, a qual ele pode
explorar livremente por 5 min. Durante este tempo registrou-se o nimero de linhas cruzadas e
o numero de elevagdes sobre as patas traseiras, comportamentos que nos roedores denotam

locomogao e exploragdo (Bonini, Bevilaqua et al. 2006) (figura 21).
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Figura 21. Ilustracio da tarefa no campo aberto. O animal ¢ colocado na arena da caixa e se contabilizam

quantos cruzamentos e elevagdes ele realiza durante 5 minutos. Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

2.3.3.5.2 Labirinto em cruz elevado

Para avaliar se a administragdo dos farmacos e/ou as estratégias comportamentais
influenciaram o estado de ansiedade dos animais no dia do teste, utilizou-se a tarefa do labirinto
em cruz elevado. Este labirinto consiste em uma plataforma em cruz com 40 centimetros de
comprimento em cada brago, posicionada a 1 metro de altura; dois bragos contralaterais do
labirinto possuem paredes elevadas, sendo denominados fechados, e os outros dois ndo
possuem paredes, sendo denominados abertos. No dia seguinte a infusdo da droga na regido
especifica e/ou estratégias comportamentais, o animal foi colocado no centro do labirinto e
deixado livre para explora-lo por 5 minutos. Registrou-se o tempo de permanéncia e o numero
de entradas nos bragos abertos e fechados. Quanto mais ansioso estiver o animal, maior o tempo
de permanéncia nos bracos fechados e o nimero de entradas nestes bragos (Pellow, Chopin et

al. 1985) (figura 22).

. Brago fechado

Brago aberto

Figura 22. Ilustracéiio da tarefa no Labirinto em Cruz Elevado. No dia do teste o animal é colocado no centro
do aparato e se avalia a permanéncia do mesmo nos bragos abertos e fechados, bem como o numero de entrada

neles, durante 5 minutos. Fonte: Adaptado de commons.wikimedia.org (2018).
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2.3.3.5.3 Hot Plate
Para avaliar a integridade da resposta nociceptora e sensibilidade das patas dos animais
foi utilizado o teste de Hot Plate. O procedimento consiste na coloca¢do do animal em um
aparato que possui uma chapa metalica aquecida (55 £+ 0,5°C) e avaliar o tempo de permanéncia
do animal até o mesmo reagir ao estimulo térmico levantando ou lambendo as patas (Tita,
Abdel-Haq et al. 2001). O tempo maximo permitido para a permanéncia dos animais na

superficie quente foi de 30 segundos, afim de evitar lesdes nas patas.

2.3.4 Protocolo bioquimico para determinacio dos niveis de dopamina

A determinacdo dos niveis de dopamina no hipocampo, realizada no estudo 3, foi feita
por meio de HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Performance, do inglés High Performance
Liquid Chromatography) em homogenatos preparados a partir do hipocampo usando um
sistema de HPLC de fase reversa (YL9100, Young Lin). O cérebro dos ratos foi removido e os
hipocampos foram rapidamente dissecados em uma superficie gelada, e entdo homogeneizados
em TrisHCI 50 mM, pH 7,4 (1/10, p/v). Depois disso, as amostras foram centrifugado a 2400g
durante 20 min; os sobrenadantes foram filtrados e armazenado a -80 °C até o uso (Nirogi,
Abraham et al. 2012; Menezes, Alves et al. 2015). O sistema de HPLC consistiu de um
desgaseificador a vacuo (YL9101) e bomba quaternaria (YL9110) conectada coluna de fase
inversa (SYNERGI 41 FUSION-RP 80 A 250 x 4,60 mm; Fenomenex) em um compartimento
de coluna (YL9131) acoplado a um detector de matriz de diodo (YL9160). A fase movel
consistiu em metanol e agua (12/88, v/v) ajustado para pH 3 com 4acido fosforico. Para separar
a dopamina, usamos a programacao isocratica com um caudal de 0,8 ml/min. A amostra foi
filtrada com filtros de seringa de 0,22 um. Nés injetamos 20 amostras de mL no sistema de
HPLC por um dispositivo de amostragem automatica (YL9150). A detecgdo foi em 198 nm por
DAD. Os cromatogramas foram gravados e integrados por software (YLClarity). Todas as
analises foram realizadas em triplicatas. Os parametros analisados foram os seguintes: intervalo
linear, 0,1-10,0 pg/ml; determinagdo coeficiente 0,999; e equagao de calibragdo y = 628,12 x =
34,342. A dopamina para HPLC foi fornecida pela Sigma-Aldrich Brasil. Outros reagentes

analiticos usados neste experimento foram obtidos a partir de fornecedores comerciais padrao.

3.4 Analises estatisticas
As andlises estatisticas foram conduzidas com o auxilio do programa Excel for

Windows® e Prism version 5 (GraphPad Software®, San Diego, CA). Em cada estudo,
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inicialmente foi testada a normalidade dos dados e, posteriormente a essa analise, foi adotado
um teste estatistico paramétrico ou ndo-paramétrico.

Para a tarefa da EI, utilizada nos estudos 1 e 2, um teto de 300 segundos foi imposto as
laténcias durante os testes de retencdo (laténcias iguais ou superiores a 300 segundos foram
calculadas como 300 segundos). Esta variavel ndo seguiu uma distribui¢do normal ¢ foi
analisada pelo teste U de Mann-Whitney (comparacdes entre dois grupos) ou ANOVA nao-
paramétrica de Kruskal-Wallis (comparacdes entre mais de dois grupos), seguida pelo teste
post-hoc de Dunn. O teste de Wilcoxon foi utilizado para comparar as diferencas de laténcia de
descida da plataforma entre o treino e o teste em cada grupo (intragrupo). Os dados da EI foram
expressos por mediana + intervalo interquartil.

Para a analise dos resultados da tarefa de RO, utilizada no estudo 3, o tempo de
exploracdo de cada objeto na tarefa RO foi convertido em porcentagem do total tempo de
exploragdo e utilizamos o Teste t de uma amostra para comparar a porcentagem do tempo total
de exploragdo gasto em cada objeto com uma média tedrica de 50%. Adicionalmente, o indice
de discriminacao (ID) nos testes de 24 h, 7, 14 e 21 dias foi calculado pela diferenca de tempo
gasto explorando o novo (T novo) e os objetos familiares (T familiar): ID = [(T novo - T
familiar) / (T novo + T familiar) x 100 (%)], e usado como parametro de memoria (Flores,
Martins et al. 2014). Os dados do ID foram comparados entre os grupos usando ANOVA de
uma via seguido por testes-t. Utilizamos o teste de medidas repetidas de Friedman para avaliar
o ID de cada grupo ao longo dos dias de teste. Os dados foram expressos como média + DP.

Para a analise dos testes de controle comportamental utilizou-se ANOVA de uma via.

Para os resultados do HPLC, realizado no estudo 3, utilizamos ANOVA de uma via
seguido do post hoc de Tukey. Os dados foram expressos como média + DP.

O tamanho da amostra (n, nimero de animais em cada grupo) para cada experimento
estd descrito nas legendas das figuras. Em todas as andlises as diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas quando P < 0,05.

3.5 Aspectos éticos

Todos os experimentos de cada um dos 3 estudos que compdem esta tese foram aprovados
pela Comissdo de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Pampa,
sob os numeros 027/2013, 001/2017 e 020/2017 (ANEXO L, II e III).
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III RESULTADOS

Nesta sessdo sao apresentados os resultados em cada um dos estudos que compdem esta

tese, separadamente.

3.1 Estudo 1: A exposicdo a novidade evita a generalizacio da memoria aversiva, efeito

que é dependente da sintese de proteinas no hipocampo

3.1.1 A exposi¢ao a novidade evita generalizagdo da memoria aversiva

Nesta etapa nos testamos o efeito da exposi¢do a um ambiente novo na generalizagdo da
memoria aversiva. Para isso, os animais foram divididos em dois grupos: (i) controle: ratos
submetidos a tarefa de EI (dia 1) e exploragdo da EIM (dia 2); e, (ii) novidade: ratos submetidos
a tarefa de EI (dial), exposicdo a novidade e explora¢do da EIM (dia 2). Ambos os grupos
passaram pelas sessoes de testes no dia seguinte (dia 3). De um modo geral podemos observar
na figura 23, que os animais expostos a novidade antes da EIM no dia 2 ndo apresentaram
generalizacdo da memoria aversiva, enquanto os outros foram incapazes de diferenciar os dois
contextos utilizados no primeiro conjunto de experimentos (figura 23). Nao houve diferenca
entre os grupos no dia do treino na EI (U = 144, P = 0,58, Fig. 23 — Treino EI, Dia 1; n =
20/grupo). Dentro os animais testados na EI, ambos os grupos apresentaram a memoria
aversiva, demonstrando que todos aprenderam a tarefa. Nao houve diferencas entre os grupos
neste teste (U = 31, P > 0,99, Fig. 23 - teste EI Dia 3; n = 10/grupo); ainda, ambos os grupos
apresentaram maior laténcia no dia do teste em comparag@o com o dia de treino (W =24, P =
0,04 para o grupo controle; W = 34; P = 0,04 para o grupo novidade; Figura 23 - teste EI Dia
3; n =10/ grupo). Ja no dia do teste realizado na EIM foram observadas diferencas entre os
grupos (U = 9,00, P = 0,01, Fig. 23 - Teste EIM Dia 3; n = 10/grupo). Além disso, o grupo
controle apresentou uma laténcia de descida significativamente maior que no dia do treino
quando testado na EIM, enquanto o grupo exposto a novidade ndo (W = 28, P = 0,01 para o
grupo controle; W = 13; P = 0,47 para o grupo novidade; Fig. 23 - Dia do teste EIM Dia 3;n =
10/grupo).
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Figura 23. A exposi¢do a novidade evita a generalizacio da memoria aversiva. No dia 1, todos os ratos foram
treinados na EI. No dia 2 todos os ratos foram submetidos a EIM, explorando-a por 3 min; os ratos do grupo
novidade foram expostos a uma novidade por 5 min, 30 min antes da explora¢do da EIM. No dia 3, metade dos
ratos de cada grupo foi testada na EI e a outra metade na EIM. Os dados representam a laténcia de descida em EI
ou EIM, expressa como mediana + intervalo interquartil (n = 10 animais por grupo). * P < 0,05 no teste de
Wilcoxon (treino vs. teste); * P < 0,05 no teste U de Mann-Whitney (comparagdes dos grupos em cada dia de

experimento). Fonte: produzida pelo proprio autor (2019).

3.1.2 Os efeitos da novidade na generalizagdo da memoria aversiva dependem da sintese
proteica no hipocampo

Nesta etapa nds testamos o envolvimento da sintese proteica hipocampal no efeito da
novidade sobre a generalizacdo da memoria aversiva. Para isso, os animais foram divididos em
4 grupos: (i) controle: ratos submetidos a tarefa de EI (dia 1) e exploracdo da EIM (dia 2); (ii)
novidade: ratos submetidos a tarefa de EI (dia 1), exposicdo a novidade e exploracdo da EIM
(dia 2); (iii) novidade + Ani: ratos submetidos a tarefa de EI (dia 1), exposi¢do a novidade com
subsequente infusdo de Anisomicina (um inibidor da tradug¢ao ribossomal, 80 pg/lado) na regido
CAL1 do hipocampo e exploracio da EIM (dia 2); e, (iv) novidade + Rapa: ratos submetidos a
tarefa de EI (dia 1), exposicao a novidade com subsequente infus@o de Rapamicina (um inibidor
da sintese de proteinas mediada por mTOR, 5 pg /lado) na regido CA1l do hipocampo e
exploragdo da EIM (2). Todos os grupos passaram pelas sessdes de testes no dia seguinte (dia
3).

De um modo geral, podemos observar na figura 24 que os ratos expostos a novidade antes
da EIM nfo apresentaram generalizagdo da memoria aversiva, como observado no grupo
controle. No entanto, quando os ratos expostos a novidade recebem a infus@o intrahipocampal
de Anisomicina ou Rapamicina imediatamente apds a exposicdo da novidade, eles apresentam
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generalizacdo, o que indica que o efeito da novidade depende da sintese proteica do hipocampo.
Nao houve diferencas entre os grupos no dia do treino na EI (Hug) = 3,4, P = 0,33, Fig. 24A -
treino/teste na EI; H4) = 5,33, P =0,14, Fig. 24B - treino/teste na EIM). No dia de teste realizado
na EI, todos os grupos apresentaram memoria aversiva preservada, ndo havendo diferencas
entre os grupos (Hw@ = 1,61, P = 0,65, Fig. 24A - teste na EIl); ainda, todos os grupos
apresentaram maior laténcia no dia do teste em comparagdo com o treino (W = 36, P = 0,007
para o grupo controle; W =28; P = 0,01 para o grupo novidade; W = 21; P = 0,03 para o grupo
novidade + Ani; W = 21, P = 0,03 para o grupo novidade + Rapa, Fig. 24A - teste na EI). No
teste realizado na EIM observaram-se diferencas entre os grupos (Hw) = 14,57, P = 0,002, Fig.
24B - teste na EIM), sendo a laténcia de descida do grupo novidade menor que as demais.
Apenas o grupo de novidade ndo mostrou diferencas entre na comparacdo entre a laténcia de
descida da plataforma no dia do teste na EIM e o dia de treino na EI (W = 21, P = 0,03 para o
grupo controle; W = -2,0; P = 0,75 para o grupo novidade; W = 21; P = 0,03 para o grupo
novidade + Ani; W =21, P = (.03 para o grupo novidade + Rapa, Fig. 24B - teste na EIM).
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B Novidade + rapa
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Laténcia de descida (s)

Treino £1 Trewno £l Treino EY Treino EIM
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Dia 2 Dia 2
D43 2: Exposic30 A EIM (sem chogque) por Smir

Grupo novidade: Exposiclo 3 novidade 30 minutos antes ds exposiclo 3 FIM

Figura 24. A infusio de anisomicina e rapamicina na regido CA1 do hipocampo apés a exposicio a novidade
impedem o efeito da novidade na prevencio de generalizacio de memoria. No dia 1, todos os ratos foram
treinados na EI. No dia 2 todos os ratos foram submetidos a explora¢do da EIM por 3 min; os grupos novidade,
novidade + ani e novidade + rapa foram expostos a uma novidade por 5 min, 30 min antes da exploragdo da EIM;
os grupos novidade, novidade + ani e novidade + rapa receberam infusdo de veiculo, anisomicina ou rapamicina
imediatamente apos a exposicdo a novidade. No dia 3, metade dos ratos de cada grupo foram testados na EI (A) e
a outra metade na EIM (B). Os dados representam a laténcia de descida na EI (teste A) ou EIM (teste B) expresso
como mediana + intervalo interquartil (n = 10 animais por grupo). * P<0,05 no teste de Wilcoxon (treino vs. teste);
# P<0,05 em ANOVA néo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de post-hoc de Dunn. Fonte: produzida pelo
proprio autor (2019).
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3.1.3 As drogas e veiculo infundidos no hipocampo e a exposi¢@o a novidade ndo aumentam a
ansiedade nem alteram o comportamento locomotor e exploratorio, ou a percepgao nociceptora
dos animais

Os ratos foram testados nos testes de CA, LCE e HP apo6s infusdes de salina, anisomicina
e rapamicina e a exposi¢ao a novidade para verificar se as atividades exploratdria e locomotora,
ansiedade e limiares de dor, respectivamente, foram afetados pelas infusdes de drogas ou
veiculo ou pela estratégia comportamental (novidade). A realizacdo dos testes de controle
comportamental foi feita no dia 3, apos a realizagdo dos testes na EI ou EIM. Nao houve
diferenca estatistica quando comparados os grupos quanto ao nimero de cruzamentos e
elevagdes em campo aberto, nimero de entradas e permanéncia nos bragos abertos do LCE e
laténcia de retirada da pata em HP (Tabela 2; P = 0,58, P = 0,48, P =0,56, P =0,88 ¢ P = 0,98,

respectivamente).

Tabela 2. Nem a droga ou o veiculo nem a novidade afetaram o desempenho no CA LCE e HP. Os dados sao
expressos como média £ DP do niimero de cruzamentos e levantamentos (CA), o tempo gasto ¢ o niimero de
entradas nos bragos abertos (LCE) e o tempo de laténcia para levantar ou lamber as patas (HP). Ndo houve

diferengas entre os grupos (P > 0,05; ANOVA; n= 10 por grupo para todos os testes). ANI: Anisomicina; RAPA:

Rapamicina.
Grupos
Testes comportamentais Controle Novidade + Novidade + Novidade + P
salina ANI RAPA

CA  Cruzamentos, n 66,2+ 14,6 60,1 £13,8 66,6 + 12,7 65,6 94 0,58
Elevagdes, n 18,3+6,3 17,2+5,6 16,3+5,1 17,3+3,7 0,48

LCE Total de entradas nos 55+1,9 51+14 59+14 59+14 0,56
bragos abertos, n
Tempo nos bragos 139 +43,7 149,1+50,6 153,9+40,2 149,3+37,9 0,88
abertos, s

HP  Laténcia, s 84+22 82+23 8,1+2,1 8,4+2,2 0,98
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keyworde Fear g lization is defined as the ing of fear experienced during a ic event 1o safe conditions

Fear genenalzation bling or not the ic event. It has been related to several psychological disorders. Here we set out to

Noved coatest d i heth 1 7 can be effective to avoid fear gi lization. We eval d the effect of a

Hippocampus mveltvﬂ;nnntonfmmauary generalization usingannemvtmmtymk the inhibitory avoidance (IA).

ey Male Wistar rats were trained in IA (day 1) and 24 b after (day 2) they were expased to a new context similar to

g o the original (madified 1A - MIA), with same rats being exposed 1o a novelty just befare the exposisre to the MIA,
while others were not { is). On day 3, tests for IA and MIA contexts were performed, The control
rats generalized the memory, expressing aversive behavioral In both contexts whereas mx cspoudtonvvehy
only P d lon on [A. Furth both anisomyein, an inhibitor of rib synth and

yein, an inhibitor of mTOR-medlated p ynthesi: IMecwdlnlheCAIlulonolduulhlpmummn

uoclmd the y effect, pr ing memory g | We conclude that novelty exposure hinders
aversive memory mrnnuuon depandin; on hippocampal proteln synthesis,

1. Introduction substantial disability that extends to occupational and interpersonal

When we are exposed to an aversive situation, which may be life-
threatening. fear is the normal adaptive respanse, indispensable to
prevent harmful situations [1]. However, fear should be expressed only
at specific moments, otherwise it can have negative impact on daily life.
Events involving a strong degree of emotional alertness are often re-
membered for a longer time and in more detall, due to the persistence
of an emotional memory [2-7]. The hippocampus is the crucial struc-
ture involved in the p of long-term memory formation [5], and
is also involved in the processes that determine the memory persistence.
Both processes involve a series of molecular events that culminate in
protein synthesis, such as brain-derived neutorotopic factor [9-17),

When memories arise from traumatic events and lead to in aversive
memaory generalized to different contexts it can become a problem
[12,13], Post-traumatic stress disorder (PTSD) is a psychiatric disorder
that occurs in conditions of intense fear [14]. It can lead to serious and

domains [15,16], Tn PTSD, intense and persistent generalized fear re.
sponses are often evoked by contexts that resemble the conditions of the
original traumatic event [12,11]. Generalization is often described as
an inability to discriminate different stimuli [17,18], but it often in-
volves situations and stimuli that would normally be easily dis-
tinguished [17]. Stress disorders can lead to fear overgeneralization,
which means that triggers that are not actually linked to the original
traumatic event evoke maladaptive fear [19,20]. Therefore, depending
on the extend of the generalization, it may Jead to inadequate physio-
logical and behavioral responses that affect daily life. There remains a
need for new or improved treatment strategies, since the available
pharmacological and psychological therapies offer already significant
relief, but have several important limitations, as the such as the non-
response 1o pharmacological treatment (about 40%), or limitations re-
lated to the rate of patients that reach the remission of the disease,
which is still very low {only 20 to 30%) [21,22).
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Extinction of fear ies th h herapy is an ac- aversive memary.

cepted strategy in the treatment of PTSD [23-25]. Extinction can be
understood as a new learning that overlaps with the initial traumatic
learning. Thus, the individual is exposed to situations similar to the
traumatic ones, and is promoted to remember the traumanic event and
experience that the situation is not always a source of risk or danger.
This learning overlaps with the one from the traumatic event, inhibiting
the unnecessary evocation of original fear memory [26,27]. However,
also the use of exti on PTSD has limitations. With the
passage of tme, & re-exposure to the raumatic environment, can re-
activate the extinct response, & phenomenon called spontancous re-
covery |24).

The exposure to novelty during a critical time window before or
after extinction leaming induces protei 5, and the concomitant
formation of long-lasting ies involves poorly und d mole.
cular processes such as synaptic tagging and capture of plasticity-re-
lated proteins (PRPs) [29-52]. This synaptic tagging and capture (5TC)

d the i R Ll

To evaluate the aversive memory. all animals were submitted to the
inhibitory avoidance task (IA), which consists in an aversive training
(day 1) and a later test (day 3). In arder to evaluate the generalization
of aversive memory, in day 2 all animals were exposed to an environ-
ment similar to the original (but no identical): they were placed in the
modified inhibitory avoidance (MIA), which is a non.aversive. To test
the novelty effect, some of the animals were exposed to a new en-
vironment before being exposed to the MIA. The experimental steps
with the respective groups and the details about the apparatus and tasks
are described below,

221, Stage 1: effects of novelty on memory generalization
For these experiments, 40 animals were divided into two groups:

(1) Control group (n = 20) : rats were trained in inhibitory avoidance
(IA) on day 1, and, on day 2 they were exposed to a modified in-

hanism has effectively explat
neous memories of novelty and fear acquisition [29,73], and novelty
and fear extinction [37,722,34], Here, we hypothesize that novelty ex-
posure, by Induction of STC, could facilitate the process of differ-
entiation of similar, but not equal contexts, by avoiding the general-
ization of an aversive y. We d d that Ity exp .,
prior to exposure to a similar environment to the aversive one, could
avoid aversive memory generalization. Furthermore, we show that the
effect af Ity d ds on pal protein synthesis.

i
V¥

2. Material and methods

2.1. Animals

One hundred and twenty male Wistar rats (3 months old,
300-350 g) purchased from the Federal University of Santa Maria
Central Vivarium (RS/Brazil) were housed four per cage and main.
tained under lled light and amental conditions (12 h light/
12h dark cycle at a temperature of 23 £ 2°C and 50 = 10% ho-
midity), with food and water ad libitum. All experiments were con.
ducted In accordance with the Principles of Laboratory Animal Care of
the National Institutes of Health and were approved by the Institutional
Animal Care and Use Committee from the local University (Institutional
Review Board 001,/2017).

2.2 Experimental design

The experiments were conducted in two stages, in the first stage we
investigated the effect of novelty on the generalization of aversive
¥ in the d stage we § igated the possible favoh
of protein synthesis in the effect of novelty on the generalization of

¥ (MIA) for 3 min;
(1) Novelty-exposed group (n = 20): rats were submirted to the same
procedures of the group (i), but 30 min before MIA they were ex-
posed to a novelty (an unfamiliar open field) for 5 min.

On day 3, half of the animals from each group were tested in IA
(n = 10/group) and another half in MIA (n = 10/group) to determine
the step-down latency and the ability of discriminate the environments
{memary differentiation or generalization) (see Fig 1), It was expected
that the rats that were able to discriminate 1A and MIA presented a high
step-down latency in the IA test (aversive response) and a low one in
the MIA test (non-aversive behavior).

222 Swage 2: need of hippocampal protein synthesis to mediate novelty
effects on memory generalization
For these experiments, 80 animals were divided into four groups;

(i) Control group (n = 20): rats were trained in inhibitory avoidance
(IA) on day 1, and, on day 2 they were exposed to modified in-
hibitory avoidance (MIA) for 3 min;

() Novelty-exposed group (n = 20): rats were submitted to the same
procedures of the group (i), but 30 min before the exposure to MIA
they were exposed to a novelty (an un familiar open field) for
Smin, and immediately after novelty exposure, they recelved an
intrahippocampal infusion of drug vehicle;

(iif) Novelty + Ani group (n = 20): rats were submitted to the same
procedures of the group (1), but immediately after exposure to
novelty exposure they received an intrahippocampal infusion of
anisomycin (Ani), an inhibitor of ribosomal protein translation.

(iv) Novelty + Rapa group (n = 20): rats were submitted to the same
procedures of the group (i), but immediately after novelty
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@ @ in inhibitory avosdance (TA). On day 2 they were
e 3 $ib S exposed to the modified inhibiwry avoidance
a0) o e —_e0) | (MIA) for 3 min; some animals were submitted
R to the pavelty exposure for 5 min, 30 min before
3 i) MIA exposure and then received an anisomycin
or o rapamycin or a drug vehicle mfusion nto
Novelty CAl region of the hippocampus immediately
*Veh el after novelty exploration. On day 3 half of the
(=20 Q oot anlmals from each group was tested oa IA and
;;.:; 21 the other half in MIA.
= —
L O | \a-@: 1 capuem
Novely + Cmin) Ant(z=10)
Rapapop - Hapaia=ll)
{o=20)
« 30 mrmastes
Exposuw s sovelty {3 mia)
{x=20) - Veltscle
Trmen b iady afhen { Procadioy
A ::-l--

exposure they received an intrahippocampal Infusion of rapamycin
(Rapa) an inhibitor of mTOR-mediated protein synthesis.

On day 3, half of the animals from each group were tested in IA
(1 = 10/group) and the other half in MIA (0 = 10/group) (Fig 2).

2.3 Behavioral tests protocols

2.3.1, Aversive memovy training

Rats were trained in a one-trial step-down inhibitory avoidance task
(IA), The training apparatus was a 50cm x 25cm x 25cm Plexiglas
box 5em high, Bem wide, and 25 em long acrylic platform on the leht
end of bronze bars that made up the floor of the box [Y]. For training,
rats were gently placed on the platform facing the left rear corner of the
training box. When they stepped down and placed the four paws on the
grid a 25, 0.5mA bled footshock was d and then they
were withdrew from the apparatus immediately and returned to the

cage.

Auali

2.3.2. Exposure to the modified context

The modified inhibitory avoidance (MIA) refers to an environment
similar to the original (i.e,, IA used in the training previously de-
scribed), with the fullamng mxdifications: (a) a black floor replacing
the b impossible the of the animaol's Jegs with
thehusmdwithoutﬂnpmpmxmorthefoouhock(b)molm-
izontal black bands on the frontal wall, (¢} a citric aroma and (d) a red
light projected under the app (Fig. 3). The animals were gently
placed on the platform of MIA facing the left rear corner of the training
box. Whmmeymeppeddownmcydldnolmectvtmydxmcnlm
mulus, and were allowed to the app: during 3 min, This
-ppanmhmadtoveﬂ?ylhediﬁenuuwmurgmnlmumuf

aversive memaory.

2.3.3. Novelty exposure

Exp to the Ity was for some animals 30 min be-
fore the exposure to the MIA [31,34]. It consisted in placing the rat in a
novel environment, an unfamiliar 50 x 50 x 60 cm wooden open field
box painted in white with a frontal glass wall. The rats were in-
dividually moved from the home cage to the field, where they were left
o explore freely for 5 min, after which they were retumed to the home

cage.

1

()
Inhibitory Avoidance Modified Inhibitary Avoidance
Fig. 3. 1l ion of the inhihitory avoids (IA) and the similar environmemn

(modified inhibitory avoidance - MIA) used in the experiments. In the MIA: (a)
black floor replacing the bronze bars; (b) two horizoatal black bands on the
frontal wall; (¢) & cltrie aroma and (d) o red light projected under the uppagatus,
(For interp ion of the refi to colour in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article).

2.3.4. Retention test

Forty-eight hours after IA training, half of the animals were tested in
IA and the other half in MIA, The rats were gently placed on the plat-
form facing the left rear corner of the 1A or MIA. When they stepped
down and placed thelr four paws on the grid the test was finalized and
step-down latency of the platform was recorded.

24. Surgery

For the second set of experiments, Indwelling cannulae were m-
planted in the animals CAl region of the hippocampus under deep
anesthesia with ketamine and xylazine (i.p., 75 mp/kg and 10 mg/kg,

pectively). The were 27-gauge stainless steel tubes ste-
reotaxically aimed at the CA1 region of the dorsal hippocampus (A,
4.2, L, = 3.0; and V, 2.0 mm) - coordinates according to Paxines and
Watson [35). The cannulae were affixed with dental cement. Animals
were allowed 1o recover from surgery for 4 days before submitting them
to any other procedure,

2.5 Drugs and drugs’ administration

All drugs used were purchased from Sigma-Aldrich Beazil and dis-
solved in 2% (vol/vol) DMSO in saline (VEH) to a total infusion volume
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of 1 pl. per side. Infusions were performed into the dorsal CA1 region of
the hippocampus on both sides. At the time of drug delivery, 30-gauge
infusion cannulas were tightly fitted into the guides. Infusions of drug
or VEH (1 yL per side in the CAl region of the dorsal hippocampus)
were carried out over 605 with an infusion pump, and the cannulas
were left in place for additional 60 s 1o minimize backflow. Drugs and
doses used were as follow: 1) the inhibitor of mTOR-mediated protein
synthesis, rapamycin (5 pg per side), and 2) the inhibitor of ribosomal
protein translation anisomycin, (80 g per side). These doses were
found to be effective previously [16]. The placement of cannulas was
verified postmortem: 2-4 h after the last behavioral test, a 4% methy-
lene-blue solution was infused in the same volume used in each of the
mentioned places as described earlier, and the extension of the dye
30 min thereafter was taken as an indication of the presumable diffu-
sion of the vehicle or drug previously given to each animal. Only data
from animals with correct implants and no significant adjacent struc-
ture tissue spread were analyzed.

26. Control behavioral tasks

To analyze exploratory and locomotor activities and ensure that the
drug infusion did not impair such behaviors, which could alter results of
the memory tests, after drug or vehicle infusion rts were placed in the
left quadrant of a 50 x 50 x 39cm of an open field (OF) made with
wood painted white with a frontal glass wall. Black lines were drawn on
Unﬂmlod‘mdeilinmlzuanlmudum Crossing and rearing, as
measures for § pl 'y activities, respectively, were
mwuredomsmu[rll Toevllnlt:nnxktymmdmmnﬂu
drug or vehicle infusion did not impair such behavior, 24 h after drug of
vehicle infusion rats were placed in an elevated plus maze (EPM) as
described elsewhere [38). The number of entries and time spent into
the open arms were recorded over & S-min session. To evaluare the
nociceptive response and sensitivity of the paws of the animals and
ensure that the drug or vehicle infusion did not impair these functions
that are important for IA learning, the Hot Plate (HP) test was used
[19]). The rat was placed in an apparstus with a heated metal sheet
(55 = 0.5°C) and time until the animal reacts to the thermal stimulus
by raising or licking the paws was determined.

2.7, Statistical analysis

A celling of 300 s was imposed to step-down latencies during the
retention tests (latencies equal or higher than 300 s were counted as
300%). mskuedwmfdhmnmmldm’buumadwa
analyzed by Mann-Whitney U test (compari WO groups
in the fiest set of experiments) or Kruskal-Wallis nonparametric ANOVA
(comparisons between more than two groups, in the second set of ex-
perimansl Wilcoxon test wn used to compare the step-down latency

the g and test in each group. IA data were
aprmeduuudhn-lnmquunlgunge The OF, EPM and HP data
were analyzed using parametric ANOVA and were expressed as
mean = SD. The sample size (n, number of animals in each group) for
each experiment is stated in the figure captions. The differences were
considered statistically significant at P < 0.05.

3. Results

3.1, Expasure to a novelty avoids aversive memory generalization

The animals exposed to the novelty before MIA on day 2 did not
present aversive memory generalization, while the others were unable
to differentiate the two contexts used in the first set of experiments
(Figs. 1 and 3). Groups did not differ In IA training (U = 144, P = 0.58,
Fig. 4 < 1A training Day 1; n = 20/group). In the IA testing session both
groups showed preserved aversive memory (U = 31, P > 0.99, Fig 4~
IA test Day 3; n = 10/group); both groups showed higher step-down

Behavioura! Bratn Research 359 (2019) 89-94

3 Control
B3 Novalty

1A trsrwrg 1A tast A et
Day 1 Duy 3 Doy 3

Qay 2 Exposure 1o MA (o shack) for 3 min
Grupo nov: noveky exposun for § min 30 min before exposure 1o MIA
Fig. 4. Navelty hind memoey geaeralization, On day 1 all
mmﬂdﬁhmmmzmnhmmhwudmmmhr
3 min; rats from the Y group were expased 1o a y for 5min, 30 min
bedore MIA exploration. Onmshnﬂulmmﬁanuthgmww-mdm
Mldthcoﬂml\ulﬂnm Data repeesent the step-down latency in 1A ar MIA,
as medi ile range (n = 10 animals per group).
‘PsﬂMwWﬂmlﬂ(mvmu) “P < 0.05 in Mann-Whitney U
test (groups’ compari in each experi | day)

fatency in testing compared to training session (W = 24, P = 0.04 for
the control group; W = 34; P = 0.04 for the novelty group; Fig 4 - 1A
test Day 3; n = 10/group). In the test performed in the MIA differences
between groups were observed (U = 9.00, P = 0,01, Fig 4 - MIA test
Day 3. n = 10/group); additionally, enly the control group showed a
high step-down latency when tested in the MIA (W « 28, P « 0.01 for
the control group; W = 13; P = 0.47 for the novelty group; Fig 4 - MIA
test Day 3; n = 10/group).

3.2 Novelty effects an memory generalization depends on hippocampal
protein synthesis

The rats exposed to the novelty before MIA did not present aversive
memory generalization, as observed In the control group. However,
when the rats exposed to the novelty received an intrahippocampal
infusion of Anisomycin or Rapamycin immediately after the novelty
exposure, they present generalization, which indicate that the effect of
novelty depends on hippocampal protein synthesis,

There were no differences between the groups in A training
(Hyy =34, P=033, Fig 5A - training/rats after tested in A
Hygy = 5.33, P = 0.14, Fig. 5B - training/rats after tested in MIA). In the
test performed in the A all groups showed preserved aversive memory;
there were no differences between the groups (He, = 1.61, P = 0,65,
Pl 5A = test in the IA); all groups showed higher step-down latency in
the testing compared to the training session (W = 36, P = 0,007 for the
control group; W = 28; P = 0.01 for the novelty group; W = 21;
P = 0.03 for the novelty + Ani group; W = 21, P = 0.03 for the no-
velty + Rapa group, Fig 5A — test in the IA). In the test performed in
MIA differences  between  groups were  observed  (Heq, = 14,57,
P = 0.002, Fig 5B - test in the MIA), being the step-down latency of
novelty group shorter than the others. Only the novelty group showed
no differences between the MIA test step-down latency and the IA
training session (W = 21, P = 0,03 for the control group; W = -2.0;
P = 0.75 for the novelty group; W = 21; P = 0.03 for the novelty + Ani
group; W = 21, P = 0.03 for the novelty + Rapa group, Fig 5B - test in
the MIA),

3.3. Hippocampal drug infusions do npt impair anxiety, pain threshold, and
locomotor and exploratory behaviors
Rats were tested in the OF, EPM, and HP tests after the VEH, RAPA

and ANI infusions and novelty exposure to verify whether exploratory
and locomotor activities, anxiety, and pain thresholds, respectively,
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Fig. 5. Ani in and R in infisi

mmchulnmndmhlowmu
the novelty expasure hinder the effect of no-
velty in memory generalization prevention. On
day 1 oll rats were trained in 1A, On duy 2 all
rats were submitted w0 MIA exp for
3min; the oovelty, novelty + ani and no.
velty + rapa groups were exposed 10 a novelty
for 5min, 30 min before MIA exploration; the
novelty, novelty = ani and novelty + rapa

= | = |
Duy2 Day2
Duy 2: Expossre 19 MIA o shock] bor 3 mn

Grapo 1ow. nareoity aspowme 1or 5 v 30 0 Defom aRpomre 1 MA

(n = 10 animsals per groug), *P = 0.05 in Wilcoxon test (training vs. test); *P < 0,05 in

Table 1

Neither the drugs or vehicle nor the novelty affected perfe

mtpu received hhnion of  vehicle,
or dintely after
tbwv:kymﬁud-yﬁwnﬁhm
of each group were tested n 1A (A) and the
other half in the MIA (B), Data represent the
n:pd:wnlllmyinMWwMMﬂ test)
A an dian =+ riile
ANOVA foll Ivynllm‘tpou.ho:_

skal-Wallis

L

in the OF, PM, and HP. Data are expressed as mean = SD of the number of crossings and

rearings (OF), mum.pmmmmuemmmwmtru).mmmmmmmwmmmum There were no differences

between the groups (P > 0.05; ANOVA; n = 10 per group for all tests).

Cirmups
Behavicrntasks Comtral Nowvelty + VEH Novelty « ANI Novelty «
RAPA
oF Crussings, n 662 = 140 601 = 138 666 = 127 656 = 94
Nearings, n 183 = 63 172 = 56 163 = 51 173 = 37
L Total entries in open arms, n 55 =219 51214 59 = 14 59 2 14
Time in open arms, v 139 = 437 1491 = 506 1509 = 402 1493 = 20
HP Latency, a 84 = 22 82 =23 81 =21 B4 222

were affected by the drug or vehicle infusions. Nalbenbedmpor
vehicle, nor the exposure to novelty, affected the eval

they express aversive behaviors, This phenomenon resembles fear

{Tahle 1),

4. Discussion

We demonstrated that novelty exposure pr
gmnhnﬂmmhmwelhowdthnuueﬂemdmnky
exposure on memory discrimination depend on hippocampal protein
synthesis, Previous studies by our group and others illustrated the ef
fects of novelty on modulation of memory [29,51,120]. These studies
show that the exposure to a new environment/a novelty, close to the
time of a weak learning, is able to favor the learning, |e., make possible
that both experiences (weak learning and novelty) promote long-term
memaories (LTM) [29]. Novelty exposure can improve fear memory
extinction [12], and a weak IA extinction protocol, that previously did
not promote extinction, could promote it when preceded by novelty
exposure [11]. Exposure therapies are used in PTSD treatment in hu-
mans, and researches on strategies that improve memory extinction are
of interest to researchers and mental health professionals,

Apart from memory extinction and its relation with exposure
therapies, we also want to refer to processes of memory discrimination
and generalization. Generalizatlon of fear responses to contexts that
may be similar, but not equally dangerous as the one in which the
aversive memory was aoquired, can lead to pathological fear and
avoldance behavior [19,20). These situatlons can oceur (n disorders
that involve intense fear (such as PTSD), when the fear memories in-
voluntary evoked by nonspecific situations or contexts that resemble
the original raumatie event [19,40). As mentioned, the ability 1o dis-
criminate between new and familiar individuals or objects, or a neutral
and a hazardous environment, for example, allows an animal to benefit
from prior experience and avoid life-threatening conditions [41,42].

We found that when rats were exposed to an environment similar,
but not equal, to the one where the aversive stimulus was delivered,

y generalization. On the other hand, when the rats were exposed
to novelty prior to thelr exposure to the similar context, they appear 10
recognize the specificity of the context, showing memory precision (i.e.,
novelty exg sded v generalization). Notably, this no.
velty effect was shown to depend on hippocampal protein synthesis,
since the infusion of protein inhibitors in hippocampal CAl region
blocked the effects of novelty, This dependence of the novelty effect on
protein synthesis is consistent with previous studies. For example, In-
fusion of anisomycin in CA1 region of dorsal hippocampus blocks the
effect of Ity on LTM fi [29]. Similarly, facilitation of ex-
tinction by novelty required protein synthests, both in fear conditioning
umlnhibmry-voodmlnnl m:dlngmthcsrchypod:edl

y provides expression of plastici | proteins (PRPs) that
anmulheaweakmmorym(u] The idea Is that a novel ex-
perience is a behivioural event that is strong enough to induce protein
synthesis and an LTM [43]. If it is associated with a leaming experience
that was able to promote only short-term memory (STM), Le., 8 weak
leamning, it would be possible that they share the PRPs whose produc-
tion was induced be novelty, so, both experi could p LT™,
In our study, these PRPs strengthened MIA leaming, enabling rats to
discriminate between two related environments (similar/safe and ori-
ginal/aversive).

Importantly, our present results indicate that novelty exposure may
not only facilitate the extinction process, as previously demonstrated
(11,52, but also facilitate the discrimination of an aversive context of a
similar  but non-aversive context, [mproving discrimination and
-vddmgdumorymaﬂuuion In other words, novelty exposure

lization, which might be relevant to the ther
apenﬂ:npplknﬂlhyu!wvekyupmuhfe«dhum‘ since it can
be adopted as a behavioral strategy, which does not involve the use of
drugs. It is an important application, duce.uwwimlymmiwd.
the actual reatments for fear disorders p
the response and efficacy of the treatment [21].
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The phenomenon of generalization may involve other brain regions
besides Hippocampus (s sssumed to be the main region
involved in the generalization process [44], and it appears to be es-
sential to ensure disambiguation of sensory Inputs (Le.,
pattern separation [45,46];). Accordingly, reduced hippocampal vo-
lume was associated with generalization of negative contexts in FTSD
patients [47], However, other brain regions may be involved as well. In

circuitry), where as insular hyperactivity reduced prefrontal control on
generalization [19].
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