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Resumo:

A generdizagdo do medo é definida como a transferéncia do medo experimentado durante um evento
traumético para condicbes seguras que se assemelham ou ndo ao evento traumatico, e tem sido
relacionada a vérios disturbios psicol 6gicos, como Transtorno do Estresse Pés-traumético (TEPT). Aqui,
0 objetivo foi investigar se a exposicdo de novidade pode ser eficaz para evitar a generalizacdo do medo.
Foi avaliado o efeito de uma exposicéo a novidade na generalizagdo da memoria de medo usando atarefa
de meméria aversiva, a esquiva inibitéria (El). Ratos Wistar machos foram treinados na El (dia 1) e 24h
apos (dia 2) foram expostos a uma esquiva inibitoria modificada (EIM), um ambiente inerte, com alguns
ratos sendo expostos a uma novidade pouco antes da exposi¢éo a EIM (grupo novidade), enquanto outros
ndo (grupo controle). No dia 3, foram realizados testes de retencdo na El ou na EIM. O grupo controle
generalizou a memoria, expressando comportamento aversivo em ambos 0s contextos, enguanto o grupo
novidade expressou apenas aversdo na El. O efeito da novidade evitando a generalizagdo foi bloqueado
guando os animais do grupo novidade receberam a infusdo intrahipocampal de anisomicina (inibidor da
sintese proteica ribossoma) ou rapamicina (inibidor da sintese proteica mediada por mTOR),
imediatamente ap0s a exposicao a novidade. Assim, concluiu-se que a exposicao a novidade evita a
generalizagcdo da memoria aversiva, efeito este que depende da sintese proteica do hipocampo.
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A EXPOSICAO A NOVIDADE EVITA GENERALIZACAO DA MEMORIA
AVERSIVA, EFEITO DEPENDENTE DE SINTESE PROTEICA HIPOCAMPAL

1 INTRODUCAO

Quando estamos expostos a uma situacdo aversiva, que pode ser fatal, o medo é a
resposta adaptativa normal e esperada, indispensdvel para prevenir situacdes prejudiciais
(SHALEV, LIBERZON et al.,, 2017). No entanto, o0 medo deve ser expresso apenas em
momentos especificos, caso contrdrio, pode ter um impacto negativo na vida didria.

O Transtorno de Estresse Pds-Traumatico (TEPT) € um transtorno psiquiétrico que
ocorre em condi¢des de medo intenso (REYNOLDS E BREWIN, 1998). No TEPT, respostas
de medo generalizadas intensas e persistentes sdo frequentemente evocadas por contextos nao
aversivos que, embora diferentes, se assemelham as condicdes do evento traumatico original
(HAYES, HAYES et al., 2012, PARSONS E RESSLER, 2013).

A generalizagdo € descrita como uma incapacidade de discriminar diferentes estimulos,
como por exemplo, um estimulo neutro e outro perigoso. Assim, dependendo da extensdo da
generalizacdo, ela pode levar a respostas fisiolégicas e comportamentais inadequadas. Com
isso, torna-se necessario o desenvolvimento ou aprimoramento de estratégias de tratamento,
uma vez que as terapias farmacoldgica e psicolégica disponiveis oferecem algum alivio, mas
tém varias limitagdes importantes (BERGER, MENDLOWICZ et al. 2009, POWERS,
HALPERN et al. 2010).

Estudos prévios demonstraram que a exposi¢do a novidade facilita a aprendizagem
(MYSKIW et al., 2013; MENEZES et al., 2015), através de mecanismos que induzem a sintese
proteinas no hipocampo (CASSINI, 2013). Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi investigar
se a exposicdo a novidade pode ser uma estratégia eficaz para modular ou impedir a
generalizagdo da memoria de medo.

2 METODOLOGIA

Para este estudo foram utilizados 120 ratos Wistar machos, obtidos do Biotério Central
da Universidade Federal de Santa Maria (RS/Brasil). Este estudo foi desenvolvido em duas
etapas, conforme descrito a seguir:

Etapa 1: Efeitos da novidade na generalizacdo da memoria: 40 ratos foram divididos
em 2 grupos: (1) Controle (n =20) e (2) Novidade (n =20). Os procedimentos foram conduzidos
durante trés dias: No dia 1 todos os animais foram treinados em Esquiva Inibitéria (EI); no dia
2 todos os animais foram submetidos a exposicao a Esquiva Inibitéria Modificada (EIM), sendo
permitida a exploracdo da mesma por 3 min, entretanto, o grupo novidade foi exposto a
novidade (um campo aberto desconhecido) para livre exploragdao durante 5 min, 30 min antes
da exposicdo a EIM; no dia 3 metade dos animais de cada grupo foram testados na El e a outra
metade na EIM.

Etapa 2: A sintese protéica hipocacampal é necessdria para o efeito da novidade na
generalizacdo da memoria: 80 ratos foram divididos em 4 grupos: (1) Controle (n = 20), (2)
Novidade + Veiculo (n = 20), (3) Novidade + Anisomicina (n =20), (4) Novidade + Rapamicina
(n = 20). Os procedimentos foram realizados em trés dias: No dia 1 todos os animais foram
treinados na EI; no dia 2 todos os animais foram submetidos a exploracdo da EIM por 3 minutos,
porém os grupos 2, 3 e 4 foram expostos a0 ambiente novo (um campo aberto desconhecido)
por 5 min, 30 min antes da EIM e, imediatamente apds foi realizada a infusao intrahipocampal
de veiculo (no grupo 2), anisomicina — inibidor da sintese protéica ribossomal (no grupo 3) e,
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rapamicina, inibitor da sintese proteica mediada por Mtor (no grupo 4); no dia 3 metade dos
animais de cada grupo foi submetida ao teste de reten¢do na EI e outra metade na EIM.

Protocolos:

Tarefa de Esquiva Inibitéria (EI): O aparato de EI consiste de uma caixa 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.
Durante a sessao de treino (dia 1), todos os animais foram individualmente colocados sobre a
plataforma elevada da EI. Ao descer da plataforma e colocar as quatro patas na grade de barras
de bronze eletrificdveis para explorar o ambiente, os animais receberam um estimulo elétrico
de 0,7 mA por 2s, sendo imediatamente recolocados em suas caixas de moradia. Este treino
serve como uma sessao de aprendizagem, para inducao da formag¢ao de uma memoria aversiva.

Exposicdo a novidade: Durante a exposi¢do a novidade (dia 2), os animais dos grupos
2, 3 e 4 foram colocados individualmente em um campo aberto. Basicamente, o rato foi
colocado em um ambiente novo, uma caixa de madeira aberta de 50 x 50 x 60 cm, pintada de
branco, com uma parede de vidro frontal. Os ratos foram movidos individualmente da gaiola
para o campo, onde foram deixados a explorar livremente por 5 minutos.

Tarefa de Esquiva Inibitoria Modificada (EIM): Posteriormente, todos os animais foram
submetidos a exploragdo da EIM durante 3 minutos. A EIM continha algumas diferencas em
relacdo a EI utilizada no treino: adicionou-se um assoalho preto, listras pretas nas paredes,
aroma e luz vermelha no ambiente; eliminou-se o estimulo elétrico. Este aparelho foi utilizado
para verificar a ocorréncia ou ndo de generalizacdo da memoria aversiva.

Teste de retencdo: O teste de retencdo (dia 3) foi realizado para verificar a retencao da
memoria da EI e da EIM. Consistiu em colocar o animal na EI ou na EIM e contabilizar a
laténcia de descida da plataforma.

Cirurgia estereotdxica: Para o segundo conjunto de experimentos implantaram-se
canulas na regido CAl do hipocampo dos animais sob anestesia profunda com cetamina e
xilazina (i.p., 75 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente). As canulas sdo tubos de aco inoxidavel
de calibre 27, estereotaxicamente direcionados para a regido CA1 do hipocampo dorsal (A, —
42;L,+3,0eV, 2,0 mm) [coordenadas de acordo com PAXINOS E WATSON (1986)]. As
canulas foram afixadas com cimento dentério. Os animais foram monitorados para recuperagao
da cirurgia por 4 dias antes de serem submetidos a qualquer outro procedimento.

Andlise Estatistica: O teste de Wilcoxon foi usado para comparar os resultados
intragrupo (treino na EI x teste de reten¢do). A ANOVA ndo paramétrica de Kruskal-Wallis,
seguida pelo post-hoc de Dunn, foi usada para a comparacdo dos resultados do teste entre os
grupos.

Aspectos éticos: Todos os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica para
Uso de Animais (protocolo 001/2017).

3 RESULTADOS e DISCUSSAO

Na etapa 1 deste estudo verificamos que a exposi¢do a novidade evita a generalizacio
da memoria aversiva. No teste na EI (dia 3) ambos os grupos tiveram tempos de laténcias alta
(P=10,004 e P= 0,04, grupo controle e novidade, respectivamente). Entretanto, quando testados
na EIM (dia 3) somente o grupo controle manteve a laténcia alta (P = 0,001), enquanto que o
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grupo novidade desceu rapidamente da plataforma (P = 0,47), portanto, os animais controle
apresentaram generalizacdo da memoria aversiva, enquanto a novidade evitou ageneralizacdo,
conforme pode ser visto na figura 1. * P < 0,05 no teste de Wilcoxon (treinamento vs. teste); #
P < 0,05 no teste U de Mann-Whitney (comparacdes entre 0s grupos).

Figura 1 — A exposi¢do a novidade evita a generalizacdo da memoria (n = 10/grupo).
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Fonte: do autor, 2018.

Na etapa 2 deste estudo verificamos que os efeitos da novidade na generalizacdo da
memoria dependem da sintese protéica no hipocampo. No teste realizado na EI, todos os grupos
apresentaram maior laténcia no teste em compara¢do com o treino (P=0,007 para o grupo
controle; P=0,01 para o grupo novidade; P=0,03 para o grupo novidade + Anisomicina (Ani);
P=0,03 para o grupo novidade + Rapamicina (Rapa) - Figura 2A). Quando testados na EIM,
somente o grupo novidade ndo mostrou diferencas entre o tempo de descida do treino e do teste
(P =0,33 ), demonstrando que a novidade evitou a generalizacdo. No entanto, quando estes
animais expostos a novidade receberam a infusdo de Anisomicina ou Rapamicina, inibidores
da sintese protéica, a generalizacdo da memoria ocorre, o que indica a necessidade de sintese
protéica hipocampal para o efeito da novidade (P =0,01 e P =0,01, grupo novidade + Ani e
novidade + Rapa, respectivamente); * P < 0,05 no teste de Wilcoxon (treinamento vs. teste); #P
<0,05 em ANOVA ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de post-hoc de Dunn.(Figura 2
B).

Figura 2 — O efeito da novidade na generalizacdo da memoria depende de sintese protéica
hipocampal. (n = 10/grupo)
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Fonte: do autor, 2018.

Nossos resultados demonstraram que os animais que nao foram expostos a novidade,
generalizaram a memdria aversiva, apresentando uma maior laténcia comparados com o0s
animais expostos ao ambiente novo. LOPRESTO E SCHIPPER, et al. (2016) afirmam que a
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generalizacdo das respostas de medo a contextos que podem ser semelhantes, mas nao
igualmente perigosos como aquele em que a memdria aversiva foi adquirida, pode levar a um
comportamento patolégico de medo e esquiva. Essas situacdes podem ocorrer em transtornos
que envolvem medo intenso (como TEPT), quando a memoria do medo € involuntéria evocada
por situagdes inespecificas ou contextos que se assemelham ao evento traumatico original
(LISSEK 2012, LOPRESTO, SCHIPPER et al. 2016).

Também foi apresentado nos nossos resultados que, a exposi¢do a um ambiente novo
(novidade), além de impedir a generalizacdo da memoria aversiva, depende da sintese protéica
do hipocampo, uma vez que a infusdo de inibidores de proteinas na regiao CA1 do hipocampo
bloqueou os efeitos da novidade. Assim, a novidade pode ser vista como uma possivel estratégia
terapéutica para transtornos de medo, e a sua dependéncia de sintese de proteinas € consistente
com estudos anteriores. Por exemplo, a infusdo de anisomicina na regido CA1 do hipocampo
dorsal impediu o efeito da novidade na melhoria da formacdo da memoria de longa duracao
(MONCADA E VIOLA, 2007). Da mesma forma, a facilitacio da extingao por novidade
requereu a sintese de proteinas, tanto no condicionamento do medo quanto nas tarefas de
esquiva inibitéria (DE CARVALHO MYSKIW, FURINI ET AL, 2014). A novidade parece
fornecer a expressdo de proteinas relacionadas a plasticidade (PRPs), proteinas estas que podem
estabilizar um traco de memoria fraca, neste caso a exposicdo a EIM (MORRIS, 2006),
permitindo que os animais consigam discriminar entre dois ambientes similares, porém com
niveis de perigo distintos.

4 CONSIDERA COES FINAIS

Nossos resultados demonstram que a exposicao a novidade evita a generalizacdo da
memoria e, que, notavelmente, o efeito da novidade mostrou depender da sintese de proteina
hipocampal. Assim, esse estudo pode ser relevante para a aplicabilidade terapéutica da
exposi¢cao a novidade em transtornos do medo.
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