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RESUMO GERAL

O cortex pré-frontal medial (CPFm) e o hipocampo (HPC) apresentam papéis bem
estabelecidos no processamento de memorias. A por¢ao ventral do HPC (HPCv) e cortex
pré-frontal medial (CPFm) possuem conexdes reciprocas envolvidas com o processo de
aquisi¢ao de memorias recentes (no HPC) e consolidagdo em memorias remotas corticais.
Descobertas recentes demonstram a existéncia de lateralizag@o funcional do CPFm para
comportamentos que envolvem ansiedade e tomada de decisdo. Entretanto, pouco se sabe
sobre a possivel lateralizagdo do CPFm e HPC como moduladora da memoria. Nesse
contexto, a presente trabalho buscou avaliar o envolvimento do circuito HPC-CPFm no
processamento de paradigmas de memoria, bem como verificar a possivel lateralizagcdo
funcional de suas partes. Para tanto, foram realizados experimentos com lesdes bilateral,
direita ou esquerda do HPCv (experimento I), CPFm (experimento II) e circuito HPC-
CPFm (experimento III) em ratos submetidos ao Labirinto Aquatico de Morris (LAM),
reconhecimento de objetos e labirinto em T, para avaliagdo da memoria recente e remota.
Nossos dados revelaram que nenhum dos grupos experimentais apresentou locomogao
comprometida, assim como a memoria de reconhecimento mostrou-se intacta
independente da manipulagdo experimental. Lesdes no HPCv ndo afetaram o
desempenho dos animais nos treinos espaciais no LAM e nem a capacidade de evocar
memdrias recentes; entretanto animais com lesdo bilateral do HPCv tiveram a evocagao
de memorias remotas prejudicada. Nenhum comprometimento de desempenho foi
observado no labirinto em T, independente da lesdo no HPCv. Quanto ao experimento II;
nenhum prejuizo foi evidenciado para a aquisi¢do do LAM, assim como evocaram
memorias recentes sem qualquer dano, independente da lesdo. Qualquer lesdo (direita,
esquerda ou bilateral) do CPFm comprometeu marcadamente a capacidade de evocacao
de memorias remotas no LAM, enquanto as memorias recém adquiridas foram evocadas
sem qualquer prejuizo. As lesdes no CPFm (uni ou bilaterais) comprometeram o
desempenho dos animais no labirinto em T. Por fim, os resultados do experimento III
indicaram que lesdes ipsalterais direita ou esquerda do circuito HPC-CPFm prejudicaram
o desempenho dos animais ainda na fase de aquisicdo do LAM e comprometeu a
capacidade de evocagdo de memorias recém e remotamente adquiridas no mesmo para;
assim como afetou a performance dos animais na aquisi¢ao do labirinto em T. Nenhuma
evidéncia de lateralizacdo foi observada em nenhum dos experimentos. Assim, o circuito
HPC-CPFm parece ser essencial para o processamento de memorias espaciais. Ainda, o
HPC mostrou-se predominantemente envolvido com a evocagdo de memorias remotas;
ao passo que aquisi¢do de novas memorias e evocacdo de memorias recém-adquiridas
ndo foram afetada enquanto o CPFm estava preservado. O CPFm por sua vez, apresentou
o mesmo perfil de respostas que o HPC quando avaliada memoria espacial no LAM;
entretanto parece ser estrutura chave em tarefas que envolvam tomada de decisdo e
comportamentos refor¢ados; uma vez que lesdes apenas nessa regido levou a prejuizo de
desempenho dos animais no labirinto em T.

Palavras-chave: memoria episodica, memdria recente, memoria remota, hipocampo
ventral, cortex pré-frontal medial, lateralizagdo funcional



GENERAL ABSTRACT

The medial prefrontal cortex (mPFC) and the hippocampus (HPC) have well-established
roles in processing memories. Ventral portion of the HPC (VHPC) and mPFC have
reciprocal connections and seems to be involved with processing recent memories (HPC)
and consolidating into remote cortical memories. Recent discoveries demonstrate the
existence of functional lateralization of the mPFC associated with modulation of
anxiogenic states and decision making. Yet, little is known about the possible
lateralization of the mPFC and HPC as memory modulator. So, present work aimed to
evaluate the involvement of the HPC-mPFC circuit in processing memory in behavioral
paradigms, and to verify the possible functional lateralization of its individual parts and
the circuit. Therefore, experiments with bilateral, right or left HPCv (experiment I),
CPFm (experiment II) and HPC-CPFm circuit (experiment III) were carried out in rats
submitted to the Morris Water Maze (MWM), object recognition and T-maze, to assess
recent and remote memory. Data revealed that none of the experimental groups showed
impaired locomotion, and recognition memory was intact regardless of experimental
manipulation. vHPC injuries did not affect the animals' performance in spatial trainings
in the MWM or the ability to recall recent memories; however, animals with bilateral
vHPC lesion had impaired remote memory recall. No deficit was observed in T-maze,
regardless of vHPC lesion. In experiment II; animals acquired spatial navigation in MWM
and recalled recent memories, regardless of the injury. Any lesion in mPFC compromised
animal’s ability to recall remote memories in MWM, whereas still evoked newly acquired
memories. mPFC lesions (uni or bilateral) impaired animal’s performance in T maze.
Finally, results from experiment III indicated that ipsilateral lesion (right or left) of HPC-
mPFC circuit impaired the animals' performance even during acquisition phase in MWM
and the recall of recently and remotely acquired memories in the same paradigm. Also,
acquisition of spatial information in T maze were impaired. No evidence of lateralization
was shown. Thus, HPC-CPFm pathway seems to be essential for processing spatial
memories. Still, HPC showed involvement in recalling remote memories; whereas
acquisition of new memories and recall of newly acquired memories were not affected
when CPFm was preserved. CPFm presented the same responses pattern as HPC when
assessing spatial memory in LAM; however, it seems to be a key structure in tasks
involving decision making and reinforced behaviors; since lesion only in this region led
to impairments in T maze.

Keywords: episodic memory, recent memory, remote memory, ventral hippocampus,

medial pre-frontal cortex, functional lateralization
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1. INTRODUCAO GERAL

Nossas memorias de nossa vida cotidiana, como pessoas, lugares e eventos, nos
definem (SQUIRE E KANDEL, 1999). Memdria trata-se de uma funcionalidade medular
para o desenvolvimento de comportamentos adaptativos. Somente se as experiéncias
anteriores puderem ser armazenadas e usadas para influenciar e alterar o comportamento
futuro, a adaptagdo com relagdo ao meio ambiente e as mudangas ambientais sera passivel
de ocorréncia. Assim, a capacidade de armazenar memorias existe na grande maioria dos
organismos vivos, comecando desde simples formas celulares até organismos altamente
complexos, incluindo animais e seres humanos. E como a capacidade de armazenar
memorias também € o pré-requisito para desenvolver consciéncia, autoconsciéncia e
personalidade, a memoria e seus mecanismos subjacentes fascinam os pesquisadores
desde entao.

Atualmente, ja estd bem estabelecido que o conceito de memoria ndo ¢ um fendémeno
unico, e sim uma fung¢ao cognitiva com caracteristicas distintas de acordo com o sistema
anatomico do encéfalo ao qual se encontra associada (FRANKLAND E BONTEMPI,
2005). Pesquisadores tém descrito nas ultimas décadas que lesdes em regides especificas
do encéfalo estdo associadas a diferentes tipos de deficiéncias de memorias, o que indica
a existéncia de sistemas multiplos de memodria anatomicamente distintos entre si
(GRAFFAN, 1974; SQUIRE, 1992; FRANKLAND E BONTEMPI, 2005).

Dentre os diversos sistemas de classificacdo atualmente empregados, a memoria pode
ser classificada quanto ao seu periodo de duracao e/ou capacidade de armazenagem (curto
ou longo prazo), a idade de aquisi¢do (recente ou remota) e conteido armazenado
(declarativa, ndo declarativa) (BEAR et al., 2008). A memoria de curto prazo tem
capacidade limitada de armazenamento e pode durar apenas alguns segundos, ao passo
que a memoria de longo prazo armazena muitas informagdes por tempo virtualmente
ilimitado (SHARMA et al., 2010), e ainda pode ser dividida em memoria declarativa
(explicita) e memoria ndo-declarativa (implicita) (ANDERSON, 1976).

Memodria declarativa fornece respostas as perguntas “O que?”, inclui conhecimento de
fatos tais como lugares, coisas, pessoas e o significado destes fatos. Pode ainda ser
subdividida em memoria episodica, que se trata de eventos vividos pessoalmente pelo
individuo e ¢ especifica a contextos particulares, tais como lugares e tempo; e em
memoria semantica que envolve o conhecimento desses fatos ocorridos independente do

contexto em que foram aprendidos (MILLER, 1956; TULVING, 1972; SHARMA et al.,
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2010). A principal estrutura cerebral envolvida com memoria declarativa ¢ o hipocampo
(HPC) entre outras estruturas do lobo temporal medial (LTm) (SQUIRE; ZOLA-
MORGAN, 1991).

Outro conceito de memdria surgiu com Miller e colaboradores (MILLER et al., 1960);
denominada memoria de trabalho, e foi desenvolvido para resolver falhas existentes no
modelo proposto de memoéria de curto prazo. A memoria de trabalho possui capacidade
limitada para reter informagdes por um curto periodo, e ¢ utilizada para planejar e realizar
determinadas agcdes/comportamentos (GAZZANIGA et al., 2006; COWAN, 2008).

Como mencionado, a memoria também pode ser classificada em relagdo ao periodo de
tempo em que foi adquirida; memorias adquiridas hd pouco tempo (minutos até poucos
dias) sdo denominadas memdria recente, enquanto memorias adquiridas hd um periodo
de tempo maior (varios dias, meses, anos) sdo classificadas como memoria remota
(FRANKLAND E BONTEMPI, 2005). As memorias recém-adquiridas sdo gradualmente
transformadas de um estado inicialmente 1abil (mais sensivel a perda) para um estado
mais permanente (mais resistente a perda) (FRANKLAND E BONTEMPI, 2005). O
psicélogo francés Ribot, foi o primeiro pesquisador a sugerir que as memorias podem ser
gradualmente reorganizadas ao longo do tempo (RIBOT, 1882). Ele descreveu como a
perda de memorias ap6s uma lesdo cerebral estava frequentemente relacionada a idade da
memoria: o efeito de perda sobre as memorias recentes era tipicamente maior do que
sobre as memorias adquiridas remotamente. Essa dissociacdo observada sugere que exista
um processo de reorganizacdo mnemonica dependente do tempo, o que hoje é conhecido
como: a lei de Ribot.

Foi apenas a partir da segunda metade do século XX que se tragou uma relacdo mais
precisa entre o local da lesdo cerebral e os tipos de memoria que se mostravam mais
suscetiveis a perda (FRANKLAND E BONTEMPI, 2005). Uma das regides encefalicas
que ganhou atencdo dos pesquisadores foi o LTm. Pessoas com lesdes nessa regido
apresentavam grande dificuldade de formar novas memorias de longa duracdo, enquanto
suas memorias remotas geralmente permaneciam intactas (SCOVILLE E MILNER,
1957; PENFIELD E MILNER, 1958; CORKIN, 1984). Essas constatacdes sugerem que
o LTm, especialmente o HPC, ¢ essencial para a aquisi¢do inicial e evoca¢do de novas
memorias declarativas, mas que essa estrutura deixa de fazer parte desse processo com
passar do tempo (SQUIRE, 1992). Além do LTm, uma segunda regido encefalica se
mostra bastante relacionada ao processamento da memoria: o cortex pré-frontal medial

(CPFm) (FRANKLAND E BONTEMPI, 2005). Pesquisadores descreveram que, quando
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essa regido ¢ acometida por alguma patologia encefalica, a memoria remota do paciente
geralmente ¢ prejudicada (GRAHAM E HODGES, 1997; SQUIRE et al., 2001;
BAYLEY et al., 2003). Essa constatagdo sugere que regioes do CPFm atuem como sitios
de armazenamento de memorias remotas e que, apesar de novas memorias serem
incialmente dependentes do HPC, elas gradualmente se consolidam em circuitos
neocorticais (ALVAREZ E SQUIRE, 1994). Mas, por que o encéfalo precisa de dois
sistemas de memoria complementares para promover a consolidagdo mnemonica a longo
prazo?

A partir dos trabalhos de Marr (1970 e 1971), McClelland e colaboradores (1995)
sugeriram que a intercalacdo gradual de memorias no neocdrtex ¢ essencial para o
desenvolvimento de generalidades e eventual formacao de sistemas de conhecimento. Por
meio de modelos conexionistas, os autores demostraram que a incorporagao rapida de
novas memorias em um sistema de conhecimento j& consolidado poderia causar
interferéncias catastroficas. Uma vez que a nova informacao poderia dominar ou apagar
informagdes previamente adquiridas. Dessa forma, os autores sugerem que esse € o
motivo pelo qual a consolidacdo cortical € um processo lento e extenso; e porque o HPC
¢ necessario como um link temporario entre as memorias recentes e remotas. Memorias
novas precisam ser incorporadas em sistemas de conhecimento ja consolidados no cortex
por meio de um processo lento para evitar a perda de novas informagdes.

Em contrapartida, o HPC ¢ projetado para realizar exatamente o oposto: codificar
novas informacgdes rapidamente (WILTGEN et al., 2004). Essas novas informacdes
podem ser perdidas posteriormente via decaimento espontaneo e/ou via interferéncias
causadas por novas aprendizagens (MCCLELLAND et al., 1995; SHIMIZU et al., 2000).
Alternativamente, um estudo mais recente sugere que o processo de neurogénese no giro
dentado (GD) pode contribuir com a remog¢ao peridodica de memorias do HPC (FENG et
al., 2001). Além desse papel de codificar temporariamente novas memorias com potencial
para consolida¢do cortical, acredita-se que o HPC também desempenhe papel importante
na reativacao dessas futuras memorias consolidadas. A reativagdo das mesmas pelo HPC
serve para fortalecer gradualmente as conexdes fracas entre os sitios neocorticais
(WILTGEN et al., 2004).

Dessa forma, essas duas regides, HPC e CPFm sdo essenciais para a codificagdo e
evocacao de memorias episddicas (KENNEDY, 2004; HASSELMO et al., 2005; DIANA
et al., 2010; PRESTON E EICHENBAUM, 2013) ¢ estabelecem entre si aferéncias ¢

eferéncias, diretas e/ou indiretas de maneira a formar um circuito crucial para sistemas
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mnemonicos: circuito hipocampo — cértex pré-frontal medial (circuito HPC — CPFm).
Diversos trabalhos recentes tém demonstrado a existéncia de lateralizagao funcional do
CPFm no labirinto em cruz elevado (SULLIVAN E GRATTON, 2002; CERQUEIRA et
al., 2008; COSTA et al., 2016) tarefas de aversao ao sabor (SULLIVAN E GRATTON,
2002) e tomada de decisdo (CROXSON et al., 2014).

Até algumas décadas atrds, pesquisadores acreditavam que a lateralizagdo de
comportamentos e de estruturas encefalicas era uma caracteristica exclusiva dos seres
humanos, associada superioridade cognitiva (BISAZZA et al., 1998; VALLORTIGARA
et al., 1999; FRASNELLI, 2013). Entretanto, nas ultimas décadas tem se acumulado
diversas evidéncias de que outros animais também apresentam funcdes cerebrais
lateralizadas (BISAZZA et al., 1998; VALLORTIGARA et al., 1999). Atualmente ja se
tem descrito lateralizacdo funcional para todo subfilo dos vertebrados (ANDREW, 1991;
WARD E HOPKINNS, 1993; FRASNELLI, 2013). Ainda ndo esta claro se essa
lateralizacdo funcional deve ser interpretada como uma homologia basica, ou como um
evento evolutivo paralelo, porém independente entre os grupos (BISAZZA et al., 1998).

Possuir um sistema nervoso lateralizado pode conferir algumas vantagens ao individuo
(FRASNELLI, 2013). Animais com lateralizagdo funcional do encéfalo apresentaram
desempenho superior ao de animais nao lateralizados: pombos com lateralizagdo visual
tiveram mais sucesso na discriminacdo de alimentos do que animais sem lateralizagdo
visual (GUNTURKUN et al., 2000), chimpanzés destros ou sinistros conseguiram
capturar mais alimento do que individuos que utilizavam igualmente as duas maos
(MCGREW E MARCHANT, 1999), galinhas com lateraliza¢do cerebral tiveram mais
éxito ao executar duas tarefas simultaneas (encontrar alimento e vigiar ambiente contra
predadores) do que animais ndo lateralizados (ROGERS et al., 2004), e por fim, drosoéfilas
com assimetria encefalica tiveram sucesso na formacao e retengdo de memoria de longo
prazo, o que nao foi observado em individuos sem lateralizagdo do encéfalo (PASCUAL
et al., 2004).

Esses dados indicam que a lateralizacdo contribui de maneira significante para a
aptidao biologica (FRASNELLI, 2013). A lateralizacdo encefélica pode evitar que duas
regides sejam recrutadas a0 mesmo tempo para emitir uma resposta frente a um mesmo
estimulo/situagdo, impedindo que haja duplicagdo de fungdes nos dois hemisférios
(LEVY, 1977) e processamento de informagdes em paralelo (OLTON et al., 1979)
(RODGERS, 2002; ROGERS et al., 2004); e prevenir a evocagao simultdnea de respostas

incompativeis através do controle de um dos hemisférios sobre todas as agdes do outro
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(especialmente em animais com Orgdos sensoriais posicionados lateralmente,
(ANDREW, 1991; VALLORTIGARA, 2000).

Além disso, Rogers (2000) sugeriu que o aumento da capacidade cognitiva ¢ um dos
beneficios potenciais de ser ter um encéfalo lateralizado, pois animais com encéfalos
fortemente lateralizados podem ter a capacidade de agir diretamente sobre muitas fontes
de informagdo ao mesmo tempo. O que nos leva a questionar a possivel existéncia de
lateralizacdo funcional em estruturas sabidamente associadas ao processo de aquisi¢ao,
formag¢do e consolidacio de memorias em mamiferos, conferindo, possivelmente,
vantagens na execu¢ao dessas func¢des cognitivas.

Diante das evidéncias apresentadas, o presente trabalho buscou: (i) avaliar a
contribui¢do do circuito HPC-CPF-m; bem como de suas regides separadamente (HPCv
e CPFm) nos processos de aquisi¢ao, consolidagdo e evocacdo de memorias espaciais
recentes ¢ remotas ¢ de memoria de reconhecimento; (ii) investigar a presenca de
lateralizacao funcional do HPC-CPF-m; bem como de suas regides separadamente (HPCv
e CPFm) no processamento de memorias episoddicas (de reconhecimento e espacial

recentes e remotas).
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O papel do hipocampo ventral na modulag¢do de memorias episodicas recentes e
remotas e avaliagdo de lateraliza¢do funcional



Periddico alvo: Hippocampus

RESUMO

Apesar de ser alvo de intensas pesquisas ha mais de seis décadas, o hipocampo (HPC)
ainda ¢ uma estrutura que atrai ateng¢ao, sendo alvo de muitos debates atuais. Trata-se de
uma regido essencial para a aquisi¢do e consolidacdo de memoria episoddicas, em especial
das memorias espaciais per se. E, em conjunto com outras regides, tais como o cortex
pré-frontal medial (CPFm), atua como substrato para circuitos importantissimos para a
modulacdo temporal de memorias (circuito hipocampo — cortex pré-frontal medial). Mais
recentemente, pesquisadores da area de neurociéncia t€ém voltado sua aten¢do para
possiveis lateralizagdes do sistema nervoso central. Entretanto, dentre os estudos que se
dedicam ao HPC, nota-se uma esmagadora falta de consideracdo pelas diferengas
existentes entre os hemisférios dessa estrutura. Objetivando acrescer o conhecimento a
respeito da funcionalidade do HPC na modulagao temporal de memoria episddicas, assim
como possiveis lateralizagdes funcionais dessa estrutura, o presente estudo (experimento
I) investigou os efeitos de lesdes por acido iboténico (IBO) na por¢do ventral do HPC
(HPCv) durante a execucdo de paradigmas de memoria: labirinto aquatico de Morris
(LAM), teste de reconhecimento de objetos (TRO) e labirinto em T for¢ado. Os animais
foram distribuidos em quatro grupos experimentais: (i) grupo veiculo, que receberam
injecdes bilaterais do veiculo farmacologico (tampao salina fosfato — PBS) em ambos
HPCyv; (i1) grupo HPCv esquerdo, animais receberam uma inje¢do de PBS no HPCv
direito e uma inje¢do do lesionador IBO (10pg/pl) no HPCv esquerdo; (iii) grupo HPCv
direito, animais receberam uma injecao de PBS no HPCv esquerdo e uma inje¢ao de IBO
no HPCyv direito; (iv) e grupo HPCyv bilateral, animais receberam inje¢ao bilateral de IBO
em ambos HPCv. Os dados do LAM, indicaram que independente da lesdo no HPCv
(esquerda, direita ou bilateral) os animais aprenderam a tarefa espacial e evocaram
memorias espaciais recentemente adquiridas. Entretanto, animais com lesdo bilateral do
HPCv tiveram prejuizo para evocar memorias espaciasi remotamente adquiridas.
Nenhum prejuizo foi observado em comportamentos locomotores e exploratdrios para
nenhum grupo com manipulacdo farmacolégica; bem como a memoria de
reconhecimento mostrou-se inalterada independente da lesdo em questdo. No labirinto
em T forgado, nenhum prejuizo no desempenho dos animais foi observado para nenhum
dos grupos experimentais. Apesar das crescentes evidéncias, nenhum indicativo de
lateralizacao funcional do HPCyv foi observado nesse estudo para modulagdo de memorias
episddicas. Assim, a integridade de ambos hemisférios do HPCv parece ser essencial para
evocacdo de memorias espaciais remotas; enquanto a aquisi¢cao e evocacao de memorias
espaciais recentes aparenta independer desse sitio; assim como a memoria de
reconhecimento e tarefas espaciais que dependem de comportamento motivado e tomada
de decisoes (labirinto em T forgado).

Palavras-chave: HPCv, lateralizacdo funcional, memoria recente, memoria remota,
consolidagao.



ABSTRACT

Despite being the object of intense research for more than six decades, the hippocampus
(HPC) still is a structure that attracts attention, being the subject of many current debates.
It is an essential region for the acquisition and consolidation of episodic memories,
especially space memories per se. And, together with other regions, such as the medial
prefrontal cortex (mPFC), forms substrate for pathways very important for temporal
modulation of memories (such as hippocampal - medial prefrontal cortex pathway).
Recently, neuroscientists have turned their attention to possible lateralizations of the
central nervous system. However, among the studies dedicated to HPC, there is an
overwhelming lack of consideration for the existing differences between the hippocampal
hemispheres. Aiming to increase knowledge about the functionality of HPC in the
temporal modulation of episodic memory, as well as its possible functional lateralization,
the present study (experiment I) investigated the effects of lesions with ibotenic acid
(IBO) in the ventral portion of HPC (HPCv ) during the execution of memory paradigms:
Morris water maze (MWM), object recognition test (ORT) and forced T maze. Animals
were divided into four experimental groups: (i) vehicle group, which received bilateral
injections of the pharmacological vehicle (saline phosphate buffer - PBS) in both HPCv;
(i1) left HPCv group, animals received an injection of PBS in the right HPCv and an
injection of the IBO (10 pg /ul) in the left HPCy; (iii) right HPCv group, animals received
an injection of PBS in the left HPCv and an injection of IBO in the right HPCv; (iv) and
bilateral HPCv group, animals received bilateral injection of IBO in both HPCv. MWM
data indicated that regardless of HPCv lesion (left, right or bilateral) animals learned the
spatial task and evoked recently acquired spatial memories. However, animals with
bilateral HPCv lesions had impairments in recalling remotely acquired spatial memories.
No impairments were observed in locomotor and exploratory behavior for any group with
pharmacological manipulation; as well as the recognition memory was unaffected
regardless of the lesion in question. In the forced T maze, no performance’s impairments
were observed for any of the experimental groups. Despite the growing evidence, no
indication of functional HPCv lateralization was observed in this study for modulation of
episodic memories. Thus, the integrity of both hemispheres of HPCv appears to be
essential for recalling remote spatial memories; whereas the acquisition and recall of
recent spatial memories seems to be independent of this site; as well as the memory of
recognition and spatial tasks that depend on motivated behavior and decision making
(forced T maze).

Keywords: HPCv, functional lateralization, recent memory, remote memory,
consolidation.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Hipocampo de mamiferos. A figura a) destaca a localiza¢do da formagio hipocampal
no lobo temporal de humano. A figura b) ilustra a mesma estrutura no encéfalo do roedor e suas
principais subdivisdes (CA1, CA3, subiculum, giro dentado) em corte transversal .........c..ccccecervennene

Figura 2. Loop trissinaptico no hipocampo. O cértex entorrinal projeta-se principalmente para a
regido de GD (primeira sinapse). As fibras do DG entdo projetam-se para a regido CA3 por meio
da via das fibras musgosas (segunda sinapse); os neurdnios da regido CA3 por sua vez projetam-se
para a CA1 por meio da via colateral de Schaffer (terceira sinapse). Por fim, a regido CA1 projeta-
se de volta para o cortex entorrinal, completando 0 00Op .......c.coeevevueriiniencnienieiiieeeeeeeeeere e

Figura 3. Representacées esquemaiticas dos sitios de injecdo considerados corretos no
procedimento de lesdo do hipocampo ventral. Utilizando-se das coordenadas estereotaxicas (AP:
-6,0; ML: £5,5 e DV: -7,5), foram considerados acertos cirirgicos quando a droga foi infundida
nas regides ventrais da CA1 e/ou subiculum. A figura 4A indica o sitio de inje¢cdo no hemisfério
esquerdo. A figura 4B indica o sitio de inje¢@o no hemisfério direito. E a figura 4C indica os sitios
de injecdo em ambos hemisférios para os animais do grupo com lesdo bilateral (cortes coronais) ....

Figura 4. Cortes histologicos em plano coronal da regido de cortex pré-frontal medial de um
animal com lesio por IBO no hemisfério esquerdo. 4A — ambos hemisférios encefélicos
parcialmente expostos, a regido pontilhada e destacada, ressalta um sitio com alteracdo morfologica
dos neurdnios, a qual envolve parte da regido infra e pré-limbicas do cortex pré-frontal medial
esquerdo (representado do lado direito da imagem devido ao processamento histologico), aumento
de 40X. 4B destaque para regido com alteragdo morfoldgica evidenciada por uma coloragdo mais
discreta, aumento de 100x. 4C - destaque para a morfologia da regido com menor grau de
coloragdo, observa-se apenas estruturas celulares alteradas, aparentemente carentes de nucleo —
aumento de 200X. 4D — imagem representando a estrutura celular de neurdnios fora da area da
lesdao, com NUCIE0S EVIAENCIAADS .....c.eecuvieiiiiiiieiiciee ettt ettt et be e sbeeeae e s abe e beeeareenes

Figura 5. Esquema representando a ordem cronoldgica de realizacio dos experimentos
COMPOTEATNEIILALS .......cvitiiiiiiitiieteiet ettt sttt ettt et et e st et et e bt e bt sbesa e besbeseessenensens

Figura 6. Esquema do arranjo experimental e aparato do LAM ..............cccccocvvnininnninicnenns

Figura 7. Fotografia de dois objetos empregados no teste de reconhecimento de objeto. A
imagem mostra uma torre de pegas de Lego e uma garrafa Falcon de cultura de tecido preenchida
com areia. Durante a fase de familiarizagcdo grupos de animais foram apresentado a duas garrafas
idénticas outros. A dois blocos de lego idéntico. Na etapa de teste os mesmo foram substituidos por
um novo objeto de acordo com 0 ZrUPO €M GUESLAO .....co.erverrerrerrerreeerreriententeeeeeeeteneeresesresressessensens

Figura 8. Representacoes esquematicas do protocolo adotado no labirinto em T. A imagem
8A apresenta o arranjo do aparato durante os treinos espaciais. A figura 8B indica o arranjo
experimental durante os probe trials. A organizacdo do teste como um todo estd representado na
IMAZEIN BC .ottt ettt ettt b e bttt b e e st et e et et et ae bt et e ae bt be e st e b e

Figura 9. Treinos espaciais. A figura 9A apresenta a média de tempo (s) que os animais levaram
para encontrar a plataforma submersa (laténcia de escape) durante os 30 treinos espaciais realizados
no Labirinto Aquético de Morris. A figura 9B apresenta a média didria de tempo que os animais
levaram para localizar a plataforma SUDIMETSA ..........ccceeceruiriireririinienencieeteeeeeteceee e

Figura 10. Tempo de retencdo nos probe trials. Os grificos apresentam o temo médio que os
animais passaram nadando sobre o quadrante que continha a plataforma submersa durante os treinos
espaciais no Labirinto AQUAtICO de IMOITIS .....c.cecueereriririniinienientistententetete ettt seesresreneens
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Figura 11. Pariametros locomotores e exploratdrios. A figura 11A apresenta a frequéncia total
de entradas nos quadrantes do aparato de campo aberto durante a primeira sessdo de habituago dos
animais. A figura 11B apresenta a frequéncia média de levantamentos no aparato de campo aberto.
A figura 11C apresenta o tempo médio que os animais passaram realizando o comportamento de
grooming durante a habituagao a0 CAMPO ADETLO ......cc.eeeruiriiriririinierieteeteteeeteeeeeeee e

Figura 12. Teste de reconhecimento de objetos. A figura 12A apresenta o tempo em segundos
que os animais passaram explorando os objetos idénticos (1 e 2) apresentados durante a etapa de
familiarizagdo. A figura 12B apresenta a média de tempo (s) que os animais passaram explorando
0 objeto com o qual foram familiarizados (velho — V) e o novo objeto (N) apresentado durante o
teste de FECONNECIMENTO .......coviriiriirieriirtertetet ettt ettt ettt ettt ettt ebe b s bt et b e

Figura 13. Treinos espaciais. A figura 13A apresenta a % média de escolhas corretas (entradas no
braco com alimento acessivel) realizadas ao longo dos 60 treinos espaciais no labirinto em T
forcado. A figura 13B apresenta a média didria de % de escolhas corretas em uma curva de
APLENAIZAZEIN ....envieiietieeieeeiete ettt et et e st e e te st e et e et e e seeaeeseeaeesseeneesseensesseenseeseenseessanseensenseensesaeennennes

Figura 14. Probe trials no labirinto em T forcado. A imagem apresenta a porcentagem média
de animais classificados como place learners durante os tré€s probe trials realizados ao longo do
PIOTOCOLO .ttt ettt ettt et ettt e a e bt b s bt bbb ettt et et et ettt ae bbb ae e
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1. INTRODUCAO

Em um intervalo de 19 anos, entre os anos de 1957 e 1976, trés estudos
importantissimos alavancaram o hipocampo (HPC) e o lobo temporal medial (LTm) para
a vanguarda da pesquisa neurobioldgica sobre aprendizagem e memoria. Em 1957,
Scoville e Milner descreveram o emblematico caso H.M. que perdeu muito de sua
memoria com a retirada de seus lobos temporais mediais na tentativa de curar um quadro
de epilepsia intratavel; e a partir deste, uma vastiddo de estudos tém relacionado o HPC
a memoria. Em 1973, Bliss e Lomo descreveram a potencia¢ao de longo prazo (LTP)
estudando o HPC de coelhos, que se tornou o modelo base que explica 0s mecanismos
celulares do armazenamento memorias. Enfim, em 1976, John O'Keefe descreveu a
presenca de neurdnios no HPC que se tornavam seletivamente ativos quando um rato
ocupava um local especifico em seu ambiente (O’KEEFE E DOSTROVSKY, 1971;
O’KEEFE, 1976). A estas células deu-se o nome de “place cells” e gragas a sua
descoberta e estudo, o livro de O’Keefe e Lynn Nadel (1978); “The Hippocampus as a
Cognitive Map” marcou o campo da neurobiologia criando uma nova area de pesquisa
que aflorou estudos importantissimos para a compreensdo da cogni¢do em niveis de
circuitos e sistemas neurais.

A anatomia do HPC foi descrita hd mais de quatro séculos, mas sua fun¢do ainda
permanecia incerta até o inicio da era da neurociéncia moderna (DUVERNOY et al.,
2013; BIR et al., 2015). Hoje conhece-se muito de suas funcionalidades, sendo o
processamento de memorias o eixo central, sendo esta alvo de muitos transtornos
neurologicos e psiquiatricos tais como Doenga de Alzheimer, epilepsia do lobo temporal,
acidentes vasculares cerebrais entre outros (BARTSCH, 2012; DUVERNOY etal., 2013;
BIR et al., 2015). E um consenso na comunidade académica que a primeira descrigio e
denominacdo dessa estrutura foi feita pelo italiano Giulio Cesare Aranzio (Arantius —
1530-1589), um anatomista e cirurgido pupilo de Vesalius (BRAMBILLA, 1781; JUDAS
E PLETIKOS, 2010; BIR et al., 2015); ele descreveu e nomeou essa formagao anatomica
por meio de estudo do encéfalo humano e publicou essa informagdes no primeiro volume
do Anatomicarum Observation Liber (O livro das observacdes anatdmicas). O nome
hipocampo, segundo o autor, faz alusdo a semelhanga anatomica a uma cavalo-marinho
(género Hippocampus, do grego hippo= cavalo e kampus= monstro marinho —
ARANTIUS, 1587; TILNEY, 1939; JUDAS E PLETIKOS, 2010; BIR et al., 2015). E,

de acordo com a maioria dos autores da area, a primeira ilustragio do HPC humano foi
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realizada pelo anatomista e botanico alemao, Gerog Duvernoy (1691-1759), em um breve
ensaio denominado “De Sinibus Cerebri” (Sobre as cavidades cerebrais 1729 -
ENGELHARDT, 2016).

Em humanos, o hipocampo dispdem-se como uma estrutura alongada e
profundamente alojada no lobo temporal medial. Trata-se de uma das regides encefélicas
mais conservadas filogeneticamente. E composto por duas principais porgdes: hipocampo
propriamente dito (Corno de Amon, cornu ammonis, CA) e o giro dentado (GD) (CHOI,
E WON, 2011). O hipocampo propriamente dito apresenta trés sub-regides (CAl, CA2 e
CA3) e cada uma delas compde-se de trés camadas distintas: stratum oriens (SO), stratum
pyramidale (SP) e stratum radiale (SR) (da por¢ao mais exterior para a interior) (CHOI
E WON, 2011) (Figura 1). Trata-se de um estrutura que compde um sistema anatémico

relacionado a estruturas do lobo temporal medial que sdo essenciais para a memoria em

mamiferos (SQUIRE, 1992).

Figura 1. Hipocampo de mamiferos. A figura a) destaca a localizagdo da formagdo hipocampal no lobo
temporal de humano. A figura b) ilustra a mesma estrutura no encéfalo do roedor e suas principais
subdivisdes (CA1, CA3, subiculum, giro dentado) em corte transversal.
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cortex Hippocampus
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Olfactory bulb

Neocortex
Adaptada de (BURGESS et al., 1999).

Em roedores, o HPC ¢ uma estrutura relativamente grande, com formato que lembra
a de uma castanha-de-caju, acomodada adjacente ao neocortex Cortes transversais ao

longo de seu eixo, revelam sua anatomia cldssica comumente encontrada nos textos bases
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da literatura; o loop trissinaptico (KNIERIM, 2015) (Figura 2). O cortex entorrinal ¢é
responsavel pela maior aferéncia cortical que o HPC recebe, e essa estrutura pode ser
dividida em trés zonas relativamente independentes orientadas rostro-caudalmente em
paralelo: (i) zona caudo-lateral; (ii) zona intermedidria; e (iii) zona rostro-medial que
parecem representar trés unidades funcionais distintas, pois suas aferéncias sdo singulares
e a conectividade entre essas trés regides ¢ muito escassa (INSAUSTI et al., 1997;
BURWELL, 2006). A porcao caudo-lateral recebe informagdes viso-espaciais por meio
de aferéncias oriundas dos cortices pos-rinal e perririnal adjacente, e projeta-se para o
hipocampo dorsal (HPCd). A banda mediana (rostro-medial) ¢ suprida com informacgdes
olfativas, viscerais e gustativas e suas eferéncia projetam-se para o hipocampo ventral
(HPCv). Por fim, a banda intermediaria parece receber aferéncias ainda mais difusas e
projeta-se principalmente para as porg¢des intermedidrias do HPC (FANSELOW E
DONG, 2010). Ademais das regides CA1 e subiculum partem aferéncias diretas de volta
ao cortex entorrinal (TAMAMAKI E NOJYO, 1995; NABER et al., 2001;
KLOOSTERMAN et al., 2003; CENQUIZCA E SWANSON, 2007).

Figura 2. Loop trissinaptico no hipocampo. O cortex entorrinal projeta-se principalmente para a regido
de GD (primeira sinapse). As fibras do DG entdo projetam-se para a regido CA3 por meio da via das fibras
musgosas (segunda sinapse); os neuronios da regido CA3 por sua vez projetam-se para a CA1 por meio da
via colateral de Schaffer (terceira sinapse). Por fim, a regido CAl projeta-se de volta para o cortex
entorrinal, completando o loop.
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Adaptado de Deng et al., 2010

Assim, hoje dispomos de evidéncias comportamentais suficiente indicando a
existéncia de uma por¢ao anatdmica mais rostral/dorsal, comumente relacionada com o

processamento cognitivo, especialmente aprendizado e memoria espaciais; usualmente
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denominado como hipocampo “frio”” ou cognitivo, uma vez que trata-se da principal porta
de entrada para as memorias declarativas independente de seu contetido emocional ou
falta do mesmo. Enquanto que a por¢ao ventral do hipocampo, denominado hipocampo
“quente” ou emocional, estd intimamente associada a processamentos emocionais,
regulando respostas ao estresse, sendo importante para aprendizagem e memoria
emocional (FANSELOW E DONG, 2010).

Apesar de ser alvo de intensas pesquisas experimentais hd mais de 60 anos, o
hipocampo ¢ uma estrutura encefalica que ainda atrai atencao e ¢ alvo de muito debate,
especialmente no que tange seu papel/funcionalidades biologicas basais (FANSELOW E
DONG, 2010). Ratos que aprenderam a tarefa espacial no labirinto aquatico de Morris
(LAM) apresentam alteracdes na expressao de diversos genes, especificamente no HPCd,
oito vezes maior no hemisfério direito comparado ao esquerdo (KLUR et al., 2009).
Consistente a isso, a inativagdo transiente do hemisférios direito, mas ndo esquerdo do
HPCd prejudica a evocagao de memorias espaciais (KLUR et al., 2009). Dados de estudos
com humanos, apontam que taxistas quando diante de rotas de deslocamento
espacialmente complexas, apresentam maior padrdo de ativagdo do hipocampo direito
comparado ao esquerdo (MAGUIRE, 1997). Tais evidéncias levantam a hipdtese de que
além de todas as particularidades apontadas entre sub-regides do HPC, essa estrutura
parece possuir lateralizagdo anatdmica e funcional.

As assimetrias anatdmicas, moleculares e funcionais entre os hemisférios direito e
esquerdo do encéfalo sdo uma questdo central da neurociéncia a ser elucidada (GOTO et
al., 2010). No que tange o HPC, alguns estudos apontam que a distribuicdo das
subunidades €2 de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) no HPC de camundongos ¢
assimétrica, tanto para as sinapses formadas nos dendritos apicais e basais de neurdnios
individuais, quanto entre as sinapses formadas pelas aferéncias de neurénios piramidais
no hemisférios direito e esquerdo (KAWAKAMI et al., 2003; WU et al., 2005). E essa
distribuicdo assimétrica das subunidades €2 parece afetar as propriedades dos receptores
NMDAs nas sinapses hipocampais, gerando duas populagdes de sinapses com
propriedades complementares: sinapses com predominancia das subunidades €2
desenvolvem plasticidade mais rapidamente; enquanto a plasticidade carece de mais
tempo para ocorrer em grupos neurais com menor densidade de €2 (GOTO et al., 2010)
e essas duas populagdes sindpticas distribuem-se assimetricamente pela circuitaria

hipocampal. Goto e colaboradores (2010) trabalhando com camundongos geneticamente
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modificados com perda da assimetria hipocampal, observaram que estes animais
apresentaram navegacdo espacial e retencdo da memoria de trabalho prejudicadas
comparada aos animais selvagens (com assimetria hipocampal). Segundo os autores, tal
assimetria direita/esquerda para nessa estrutura € critica para boa execucdo de algumas
funcdes cerebrais de ordem superior. Somando-se a isso, diversos estudos tem
relacionado um volume hipocampal menor em pessoas com transtorno de estresse poOs-
traumdtico (TEPT) comparada a pessoas ndo afetadas (LIBERZON E PHAN, 2003;
SMITH, 2005); especificamente o hemisfério direito do HPC, mas ndo o esquerdo
apresenta volume reduzido nesses pacientes comprado a pessoas expostas a um trauma,
mas que nao desenvolveram TEPT (WOON et al., 2010); tais resultados refor¢am a ideia
de assimetrias estruturais ¢ funcionais dessa estrutura. Ainda, Klur e colaboradores (
2009) observaram que na CA1 do hemisfério direito de ratos que treinavam navegagao
espacial, o nimero de genes expressos relacionados a navegacao e informacao espacial
era de 623; enquanto que para a CAl do hemisfério esquerdo apenas 74 desses genes
estavam em expressdo. Adicionalmente, no LAM, durante a fase de aquisi¢ao da tarefa o
HPC esquerdo se mostrou dominante, enquanto que na fase de evocagdo das memorias o
HPC direito parecia estar mais ativo.

Diante de tais evidéncias, fica claro que o HPC de roedores exibe lateralizacdo
anatomica e funcional impressionantes; apesar disso, a maioria dos trabalhos que
investigam o papel dessa estrutura desconsidera tais diferencas importantissimas. As
assimetrias identificadas até o presente momento sugerem que a compreensao do HPC
como um estrutura bilateral ¢ essencial para o estudo desse sitio encefalico. Assim, a
consideracdo da lateralizagdo do HPC na elaboracdo de estudos pode fornecer
informagdes inatingiveis de outra maneira sobre a fun¢do do HPC e a neurobiologia da
memoria. Isso posto, o presente estudo (experimento I) objetivou; (i) avaliar a
contribui¢do da porcao ventral do HPC (HPCv) nas memorias episodicas (espaciais e de
reconhecimento); (ii) avaliar o papel do HPCv no processamento temporal de memorias
espaciais (recente e remota); (iii) investigar se essa estrutura apresenta lateralizacdo

funcional no processamento de memorias episodicas.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais

Foram utilizados ratos machos, adultos (8 semanas), Wistar. Os animais foram
divididos em grupos de quatro individuos por gaiola e mantidos em biotério com
temperatura (2242 °C) e ciclo claro-escuro de 12:12 horas (com luzes acesas as
19h30min) controlados. Os animais tinham acesso a agua e alimento (especificar ragdo)
ad libithum, exceto durante os breves periodos de realizagdo dos protocolos
experimentais. Os experimentos foram realizados durante a fase escura do ciclo (entre as
08h00 e as 16h00) sob luz artificial vermelha. Todos os procedimentos empregados nesse
estudo foram submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica no uso de Animais do

Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas — IBILCE/UNESP- CSJRP 134/2016).

2.2. Drogas

O protocolo anestésico/analgésico empregado nesse estudo, foi adaptado a partir do
trabalho publicado por Kirby e colaboradores (2012) especifico para lesdes excitotoxica.

Assim, as drogas empregadas nessa etapa do estudo foram:

- sulfato de morfina (4,5 mg/kg — subcutanea - Hipolabor Farmacéutica, Belo Horizonte,
MGQ) - utilizado como analgésico e medicacdo pré-anestésica;

- atropina em solucio (0,4 mg/kg — subcutanea - Vansil, Descalvado, SP) —administrada
25 minutos apo6s a injecdo de sulfato de morfina para prevenir depressdo
cardiorrespiratoria;

- tiopental sodico (50 mg/kg — intraperitoneal — Cristalia, Sao Paulo, SP) — administrado
5 minutos ap6s a inje¢do de atropina para induzir o plano anestésico;

- meloxicam (2 mg/kg — subcutaneo — Intervet Schering-Plough, Rio de Janeiro, RJ) —
administrado ap6s a finalizacdo do procedimento ciriirgico como anti-inflamatério e
indutor de analgesia pos-operatdria;

- cloridrato de lidocaina (solugdo injetavel 2% - subcutanea - Vansil, Descalvado, SP)
—administrada sob a pele onde a incisdo cirtrgica era realizada para inducdo de anestesia
local,

- pentabiotico (56,7 mg/kg — intramuscular — Zoetis, Campinas, SP) — administrado apds

a finalizagdo do procedimento cirdrgico como antibidtico de amplo espectro;
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- rifamicina sodica (10 mg/ml — solugdo tdpica - Aventis, Suzano, SP) — aplicada sobre

a incisdo cirargica dos animais apds finalizacdo da cirurgia estereotéxica.

Para indugdo das lesdes encefalicas no HPCv foi utilizado acido iboténico (IBO)
(5pg/0,5uL, Sigma-Aldrich). O IBO tem sido amplamente utilizado como indutor de
lesdes neuronais permanentes (KOHLER E SCHWARCZ, 1983; JARRARD, 1989;
LIPSKA etal., 1992; SULLIVAN E GRATTON, 1999) devido sua natureza neurotoxica.
Trata-se de um aminodcido excitatorio isolado a partir do cogumelo Amantia muscaria
que atua como potente agonista ndo-seletivo de receptores glutamatérgicos (receptores

NMDA e metabotropicos). A neurotoxicidade do IBO se dd por meio da inducdo da

2+ X
abertura de canais de Ca que, em excesso, promove apoptose dos neurénios expostos a

esse composto (SCHWARCZ et al., 1979; ZINKAND et al., 1992; HERMIT et al., 2004).

2.3. Procedimentos Cirurgicos

Os animais foram anestesiados seguindo o protocole descrito no item anterior. Apds
avaliagdo de reflexos a estimulos mecanicos na cauda e membros, os animais foram
posicionados no estereotdxico € uma incisdo ao longo da linha média do cranio foi
realizada para exposi¢ao da por¢ao superior do cranio. Apos remogao dos tecidos moles
aderidos ao cranio por meio do uso de tesuras oftalmologicas cirtgicas e secagem com
hastes flexiveis, os sitios para inje¢do do veiculo ou IBO foram determinados e indicados
com marcadores permanentes e entdo o desgaste 6sseo foi realizado por meio de uma
broca dental acoplada a um micromotor. As coordenadas estereotaxicas (a partir do
cranio) foram baseadas no livro de Paxinos & Watson (2005) “Rat brain atlas™. Para
injecdo bilateral/unilateral no HPCv foram utilizadas as seguintes coordenadas: AP: -
6,00 mm (a partir do bregma), ML: +5,5 mm (a partir da linha média) e DV: -7,5 mm (a
partir da superficie do cranio).

Apos exposicao do sitio de inje¢do, os animais receberam uma inje¢do Unica de IBO
diluido em tampao fosfato-salino (PBS) (Sigma Aldrich, 5ug/0,5uL — grupos com lesdo)
ou uma inje¢dao unica de PBS (0,5 pL — grupo veiculo) por meio de uma seringa de

Hamilton de IpL. A taxa de infusdo utilizada foi de 0,5uL/min (Bomba de infusdo -

Insight®) e a agulha permaneceu no sitio por 4 minutos para garantir a infusdo da droga.
Finalizada a injegdo, as perfuragdes no cranio foram cobertas com acrilico dental

(Vipiflash — VIPI Industria, Pirassununga, SP) e a incisdo na pele foi suturada.
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Foram considerados como ‘“acerto” cirirgico, animais nos quais a lesdo hipocampal
(ventral) envolveu as regides CA1 ventral e/ou subiculum (Figura 3). Animais que
receberam injecdes em outras regides encefilicas foram removidos da amostra
experimental. Ao final desse capitulo, na secao 8. Anexos, ¢ possivel observar o perfil de
lesdes neuronais produzidas (Itens 8.2.; 8.3. e 8.4.). A figura 4 apresenta o perfil das
lesdes evidenciado por um animal modelo pertencente ao grupo com lesdo no CPFm

esquerdo.

Figura 3. Representacdes esquematicas dos sitios de injecio considerados corretos no procedimento
de lesdo do hipocampo ventral. Utilizando-se das coordenadas estereotaxicas (AP: -6,0; ML: £5,5 e DV:
-7,5), foram considerados acertos cirurgicos quando a droga foi infundida nas regides ventrais da CA1 e/ou
subiculum. A figura 4A indica o sitio de inje¢do no hemisfério esquerdo. A figura 4B indica o sitio de injecdo
no hemisfério direito. E a figura 4C indica os sitios de inje¢do em ambos hemisférios para os animais do
grupo com lesdo bilateral (cortes coronais).

A . B

P Figure 83 Pz Figure 83

* *

Interaural 3.00 m Bregma -6.00 mm Interaural 3.00 m Bregma -6.00 mm

Interaural 3.00 mm Bregma -6.00 mm

A figura foi criada pela autora utilizando-se de imagens retiradas do livro The rat brain atlas in stereotaxic
coordinates dos autores George Paxinos e Charles Watson, 6* ed, 2005.
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Figura 4. Cortes histologicos em plano coronal da regido de cértex pré-frontal medial de um animal
com leséio por IBO no hemisfério esquerdo. 4A — ambos hemisférios encefalicos parcialmente expostos,
a regifio pontilhada e destacada, ressalta um sitio com alteragdo morfologica dos neurdnios, a qual envolve
parte da regido infra e pré-limbicas do cortex pré-frontal medial esquerdo (representado do lado direito da
imagem devido ao processamento histologico), aumento de 40X. 4B destaque para regido com alteragdo
morfologica evidenciada por uma coloracdo mais discreta, aumento de 100x. 4C - destaque para a
morfologia da regido com menor grau de coloragdo, observa-se apenas estruturas celulares alteradas,
aparentemente carentes de nucleo — aumento de 200X. 4D — imagem representando a estrutura celular de
neuronios fora da area da lesdo, com nucleos evidenciados.

Ap0s o procedimento cirurgico, os animais foram mantidos em suas gaiolas e passaram
por um periodo de recuperacdo de 14 dias, com alimentagdo ad [libithum. Passado o
periodo de recuperacdo, foram submetidos aos testes comportamentais de LAM,

reconhecimento de objetos e labirinto em T.

2.4. Delineamento experimental

Para esse experimento, foram utilizados 40 individuos divididos aleatoriamente em 4

grupos experimentais, conforme descrito a seguir:

Grupo veiculo (GVe,n=10): Os animais foram utilizados como controle cirirgico. Dessa
forma, apesar de passarem pela cirurgia, receberam apenas uma injecdo de tampdo

fosfato-salino (PBS) em ambos HPCvs;
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Grupo HPCv-Di (n=9): Os animais passaram pelo procedimento cirirgico com uma
injecdo de IBO no HPCyv direito, lesionando-o permanentemente e uma inje¢ao de PBS
no HPCv esquerdo, como controle cirirgico;

Grupo HPCv-Es (n=10): Os animais passaram pelo procedimento cirdrgico com uma
injecdo de IBO no HPCv esquerdo, lesionando-o permanentemente € uma inje¢ao de PBS
no HPCyv direito, como controle cirirgico;

Grupo HPCv-Bi (n=11): Os animais passaram pelo procedimento cirtirgico com injecao

bilateral de IBO nos HPCvs lesionando-os permanentemente.

Ap6s a realizacdo dos procedimentos cirdrgicos de acordo com o grupo experimental
em questdo, os animais foram mantidos em suas caixa-moradia em rack ventilado
(Alesco, Monte Mor, SP) por 14 dias em recuperacdo cirtirgica com agua e alimento ad
libithum. Apdés o periodo de recuperagdo, foram submetidos aos protocolos
comportamentais do labirinto aquatico de Morris (LAM), teste de reconhecimento de

objetos (TRO) e labirinto em T forgado (Figura 5).

Figura 5. Esquema representando a ordem cronolégica de realizagio dos experimentos
comportamentais.

TESTE DE
PROCEDIMENTOS L',AM RECONHECIMENTO LABIRINTOEM T L’.W
) Meméria recente DE OBJETOS 15 dias) Meméria remota
CIRURGICOS (8 dias) ; (15 dias ( dia)
(5 dias)
14 dias 24 horas 10 dias 24 horas '
3 I
v ]
-------------------------------------- \ rl-------------------------------------/
30 dias entre o probe trial 1 e probe trial 2 no LAM
Da autora.

2.5. Paradigmas Comportamentais
2.5.1. Labirinto Aquatico de Morris

O labirinto aquatico de Morris (LAM) trata-se de uma metodologia consolidada e
amplamente utilizada para avaliacdo e aprendizagem e memoria espacial (MORRIS et
al., 1982; D’HOOGE E DE DEYN, 2001; GALLAGHER et al., 2003), criado no inicio
da década de 1980 (MORRIS et al., 1982) pelo neurocientista britanico Richard Morris
como alternativa para o entdo utilizado labirinto radial (MORRIS, 1981, MORRIS et al.,

1982; MORRIS, 1984). Esse teste comportamental baseia-se na aversdo inata que
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roedores apresentam pela dgua. E na capacidade que esses animais possuem de
construirem mapas espaciais mentais baseando-se em pistas visuais do contexto ao qual
sao expostos (O’KEEFE E NADEL, 1978).

O aparato consiste em uma piscina de fibra de vidro (170 cm de didmetro e 58 cm de
altura) preenchida com agua e leite em po para conferir turbidez ao liquido (25°C, 40 cm
de profundidade). No centro de um dos quadrantes foi posicionada uma plataforma de
escape removivel abaixo do nivel da dgua. A piscina foi dividida em quatro quadrantes
(A, B, C e D) por duas linhas imagindrias que cruzam o centro do aparato (Figura 6).
Além do aparato experimental, pistas visuais se fazem essenciais para a realizagao desse
teste, uma vez que € por meio dessas que os animais podem criar um mapa espacial do
contexto e adequar sua navegacdo diante deste (O’KEEFE E NADEL, 1978). Dessa
forma, o aparato experimental foi acomodado em uma sala de ensaio com varias pistas
visuais externas: recortes de papel cartdo com cores e formas distintas (estrela preta,
quadrado amarelo, triangulo vermelho e circulo azul — com dimensdes aproximadas de
60 cm de altura e largura) fixados nas paredes a uma distancia de cerca de 1,5 m do

labirinto).

Figura 6. Esquema do arranjo experimental e aparato do LAM.
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Adaptada de CASTELL; JENSON; LARIOS (2015).
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Este teste comportamental foi realizado em 6 dias experimentais seguindo as 2 etapas

descritas a seguir:

- Treinos Espaciais (dias 1 a 5): A plataforma de escape feita de acrilico transparente

(13 cm x 13 cm; 1,5 cm abaixo da superficie da agua, tornando-se assim invisivel aos
animais) foi posicionada no quadrante B para metade do grupo experimental e no
quadrante oposto (C) para outra metade do grupo experimental, para evitar qualquer tipo
de viés experimental e permaneceu nesta localizagdo ao longo de todo esse treino
espacial. Cada animal foi submetido a 5 treinos diarios, com intervalo de 30 segundos
entre cada treino, durante 7 dias experimentais consecutivos. Para cada tentativa, os
animais eram gentilmente posicionados na 4gua encarando a parede da piscina a partir de
um dos quatro pontos de inicio. A sequéncia de liberacdo dos animais nos pontos foi
variavel entre as treinos de um mesmo dia, mas idéntica para todos os animais dentro de
uma mesma sessdo/dia. O tempo (segundos) necessdrio para encontrar a plataforma
invisivel foi registrado com um crondmetro, sendo denominado laténcia de escape. A
laténcia de escape ¢ uma das medidas fornecidas por esse paradigma indicativa da forca
e acurdcia da aprendizagem espacial e da memoria de trabalho (D’HOOGE; DE DEYN,
2001). Caso a plataforma ndo fosse localizada em até 90 segundos, os animais eram
retirados da dgua e posicionados em cima da plataforma. Em ambas as situagdes (animal
localizar a plataforma sozinho ou ser posicionado sobre ela), os individuos permaneceram
sobre a mesma durante 30 segundos.

Entre os treinos sucessivos de um mesmo animal, este era retirado da plataforma e
permanecia em uma caixa de plastico durante 30 segundos até iniciar seu proximo treino.
Durante esse intervalo de 30 segundos o experimentador retirava os bolos fecais do
tanque. Apds o ultimo treino da sessdo, cada animal era seco com uma toalha e
reposicionado em sua caixa moradia extra, quando todos os residentes de uma mesma
caixa moradia finalizavam os treinos diarios, retornavam para a caixa-moradia original e

ao rack ventilado.

- Teste espacial (dia 6 e dia 38): A plataforma de escape era removida do tanque nessa
etapa. Cada animal realizava uma unica sessdo de teste, durante a qual era solto no
quadrante oposto ao que continha a plataforma invisivel durante seus treinos espaciais.
Foi permitido que o animal nadasse por 60 segundos e entdo se quantificou o tempo gasto

(s) nadando sobre cada um dos quadrantes do aparato (tempo de retencao). O tempo de
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retengdo € indicativo dos niveis de retengdo de memoria apresentado pelo animal, assim,
quanto maior o tempo de reten¢do, assume-se que maior a capacidade de retengdo de
memoria do animal (BROMLEY-BRITS; DENG; SONG, 2011). Foram realizadas duas
sessOes de probe trials; (1) a primeira delas, 24 horas ap6s a finaliza¢do do sétimo dia de
treino espacial do LAM (portanto no 8° dia experimental); e a segunda delas (ii) no 38°
dia experimetal, ou seja, 30 dias ap0s a realizacdo do primeiro probe trial no LAM (e 24
horas ap6s a finalizacdo do tultimo dia experimental do labirinto em T for¢ado). Assim,
durante a primeira sessao de probe trial, o tempo de retencdo obtido refere-se a uma
memoria espacial recém- adquirida (ao longo dos 7 dias experimentais); enquanto a
segunda sessdo de probe trial mede o tempo de reten¢cdo de uma memoria remotamente

adquirida (ha 30 dias).

2.5.2. Teste de reconhecimento de objetos

O teste de reconhecimento de objetos (TRO) € um paradigma comportamental que
avalia a memdria de reconhecimento e esta entre os testes comportamentais mais usados
com roedores (LEGER et al., 2013). Nesse teste, os animais sdo individualmente
apresentado a dois objetos semelhantes durante a primeira sessdo e, em seguida, um dos
dois objetos € substituido por um novo objeto durante uma segunda sessdo. A quantidade
de tempo necessaria para explorar o novo objeto fornece um indice de memoria de
reconhecimento (LEGER et al., 2013). Esse teste ndo requer estimulos refor¢cadores, bem
como nao baseia-se em aversoes inatas, fundamenta-se puramente baseado na preferéncia
inata que roedores de explorarem um novo objeto ao invés de algo familiar (LEGER et
al.,2013). Assim, espera-se que um roedor que se lembra do objeto familiar passara mais
tempo explorando o novo.

Para realizacdo do mesmo, foi utilizada uma caixa quadrada de campo aberto para
ratos (60 x 60 x 60 cm — Insight, ribeirdo Preto, SP), tendo sua base dividida em 16
quadrantes por quatro linhas que se intercruzam. Nesse contexto, os animais foram
habituados e expostos a dois tipo de objetos idénticos : (i) garrafas PET (politereftalato
de etileno — 330 ml) preenchidas com areia; ou (ii) colunas montadas com pecas de lego;
seguindo as sugestdes do protocolo publicado na Nature Protocols (LEGER et al., 2013
— Figura 7).
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Figura 7. Fotografia de dois objetos empregados no teste de reconhecimento de objeto. A imagem
mostra uma torre de pecas de Lego e uma garrafa Falcon de cultura de tecido preenchida com areia.
Durante a fase de familiarizacdo grupos de animais foram apresentado a duas garrafas idénticas outros.
A dois blocos de lego idéntico. Na etapa de teste os mesmo foram substituidos por um novo objeto de
acordo com o grupo em questao.

B
=
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Imagem retirada do artigo “Object recognition test in mice” de Leger e colaboradores (Nature Protocols —
2013).

Inicialmente, o animal foi apresentado a dois objetos idénticos durante uma primeira
sessdo (fase de familiarizacdo). Posteriormente, um dos objetos apesentados foi

substituido por um novo durante a segunda exposicao (teste de reconhecimento).

O protocolo consiste de trés etapas, descritas a seguir:

- Habituacdo (dias 1 a 3): Os animais foram, individualmente, posicionados no campo

aberto com a face voltada para a parede do aparato mais proxima ao experimentador. Foi
permitido que explorassem o aparato por 5 minutos. Encerrada a sessdo, o animal era
acomodado em uma caixa moradia provisoria até que todos os moradores de sua caixa
completassem a tarefa e retornassem a sua caixa moradia original. O aparato foi limpo
com dlcool etilico 20% e seco com papel toalha entre cada sess@o. Cada individuo passou
por duas sessdes didrias de habituagdo, com intervalo de 6 horas entre elas. As sessodes
foram gravadas e analisadas posteriormente com auxilio do “X-plo-rat 20057,
desenvolvido pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Morato na Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto, USP (to software pode ser adquirido livremente em:
http://www .oocities.org/xplorat/), quantificando comportamentos exploratorios, a fim de
avaliar possiveis prejuizos locomotores. Foram quantificadas: frequéncia de entrada nos
quadrantes do aparato, frequéncia de levantamento e tempo em segundos realizando

comportamento de autolimpeza.

- Familiarizacdo (dia 4): Essa etapa do protocolo foi realizada 24 horas ap6s a ultima

habituacdo ao aparato. Antes do inicio de cada sessao, foram posicionados dois objetos
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idénticos no campo aberto, com 5 cm de distancia das paredes. Os animais foram expostos
aleatoriamente aos pares de objetos idénticos (alguns animais se familiarizaram com as
garrafas e outros com os blocos de lego). Apds o posicionamento dos objetos, os
individuos foram introduzidos no aparato com sua face voltada para a dire¢ao oposta dos
objetos (voltada para a parede da caixa). Neste momento era iniciado um crondmetro para
quantificar o tempo que os animais levava para explorar cada um dos objetos por 20
segundos. Foi permitido que o animal explorasse livremente. Um segundo crondmetro
equipado com dois canais de registro, foi utilizado para quantificar o tempo que o animal
explorava cada um dos objetos até que atingisse o critério de 20 segundos por objeto. A
sessdo era finalizada quando atingido o tempo de exploracdo de 20 segundos para cada
objeto exposto, ou apés 10 minutos de sessdo (0 que ocorresse primeiro). Foi considerada
exploragdo, quando o individuo dirigia seu focinho/nariz para o objeto a uma distancia
maxima de 2 cm e/ou tocasse o objeto enquanto olhava para o mesmo. Foi realizada uma
unica exposicdo aos objetos € o aparato. Os objetos e aparato eram cuidadosamente

higienizados com alcool etilico 20% para excluir qualquer tipo de estimulo odorifero.

- Teste de reconhecimento (dia 5): No dia seguinte a sessdo de familiarizag¢do, os

animais realizavam 0 teste de reconhecimento de objetos.
Individuos que passaram pela familiarizacdo com as garrafas tiveram uma das garrafas
substituidas por um bloco de lego; e os familiarizados com os blocos de lego, tiveram um
deles substituidos por uma garrafa. Os objetos eram posicionados no aparato de maneira
variavel (direita e esquerda) entre cada animal e grupo testado para evitar qualquer tipo
de viés experimental. O procedimento experimental empregado nessa etapa foi 0 mesmo

realizado durante a etapa de familiarizagado

2.5.3. Labirinto em T forcado

O labirinto em “T” trata-se de um método simples para avaliacdo de memoria espacial
(SHARMA et al., 2010). O aparato utilizado trata-se de um labirinto em cruz aberta, em
que, durante os testes, apenas trés de seus bracos estavam de fato acessiveis aos animais,
pois um dos bragos era fechado, de maneira que o aparto passava a assumir a forma e
funcionalidade de um labirinto em “T”.

O aparato € composto por quatro bracos (norte, sul, leste e oeste), os quais apresentam
dimensdes de 50 x 9 cm e se encontra elevado em relacio ao solo por uma haste com 50

cm de altura. A tarefa baseia-se em uma aprendizagem com refor¢o positivo, uma vez
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que é oferecido ao animal reforco alimentar em um dos brago do labirinto. A recompensa
alimentar utilizada consiste em um pellet doce, palatavel (cereal Frootloops — Kellog’s®)
aos animais e previamente apresentado durante as sessdes de manejo e habituagdo ao
experimentador para evitar o estresse da novidade. A localizacio da recompensa
alimentar foi padronizada para o final do brago oeste para alguns animais e final do braco
leste para outros, de maneira a evitar vieses experimentais. Enquanto que nos bragos
opostos, 0s animais encontravam o alimento inacessivel cerrado em um comedouro.
Assim como descrito para o LAM (item 3.5.1.), o labirinto foi acomodado na mesma sala
experimental com as mesmas pistas visuais descritas previamente.

Ao final das sessdes de treino/teste, o aparato era higienizado com élcool etilico 20%
e seco com papel toalha para eliminar possiveis pistas olfativas que pudessem permanecer
no labirinto. Antes do inicio dos treinos espaciais no labirinto, 0os animais passaram por
uma reducdo na oferta de alimento, de maneira que os animais atingissem O peso
equivalente a 85% do que pesavam originalmente e foi mantido assim durante todo
periodo de experimentacio no labirinto em T. Tomando como base estudos anteriores
(PACKARD, 1999), os animais atingiram o peso almejado em um periodo de sete dias
(que correspondia ao intervalo adotado entre a finalizacdo do TRO e inicio do labirinto
em T). A restricdo da dieta € um estresse essencial para a motivagdo por busca por
alimento, necessdria para que a presenca de alimento no final do brago seja um estimulo
reforcador, caracterizando o teste como uma tarefa de aprendizado reforcado. Assim
como descrito anteriormente, os animais passaram por um periodo de cinco dias de
habituacdo a manipulag@o do experimentador, antes de ser exposto ao aparato.

O protocolo experimental adotado consiste em 2 etapas que foram realizadas ao longo

de 15 dias de experimentos e estdo descritas a seguir:

- Habituagdo ao aparato (dias de 1 a 3): Os trés primeiros dias do procedimento

experimental foram de habituacdo ao aparato metodoldgico. Assim, foi permitido que os
animais explorassem o labirinto por cinco minutos durante uma sessdo de habituagao,
sem oferta alguma de alimento no labirinto. Foram realizadas duas sessdes didrias com
intervalo de 4 horas entre elas. O acesso ao brago norte do labirinto em cruz era bloqueado
durante a habituacdo e subsequentes treinos com recompensa alimentar (Figura 6). Apds
cada sessdo de habituacdo ao experimentador e ao labirinto, foi dado um peller do

alimento reforcador ao animal em sua caixa moradia e o animal era observado até que
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comesse o alimento, para garantir que todos estivessem igualmente habituados a
recompensa. O labirinto era higienizado com dlcool etilico 20% apds cada exposicao de

animais.

- Treinos (dias 4 a 15): Os treinos espaciais comegavam efetivamente no quarto dia

experimental do protocolo do labirinto em T. Para cada treino, os ratos eram colocados
na caixa de inicio (localizada no brago sul) e podiam atravessar o labirinto e consumir um
unico pellet localizado no copo de alimentos no final do braco oeste ou leste, dependendo
do grupo a que pertencia. Cada animal foi submetido a cinco treinos com recompensa
alimentar por dia. Os treinos eram realizados durante 12 dias consecutivos, dessa forma,
cada animal passou por 60 treinos espaciais. Todos os treinos foram filmados para
posterior analise comportamental. Entradas no braco desprovido de recompensa
alimentar foram classificadas como respostas incorretas durante o treinamento dos
animais, e as entradas no braco contendo a recompensa alimentar foram classificadas
como respostas corretas. Foi adotado um procedimento de correcdo durante os treinos
espaciais; os animais que optassem pelo braco “incorreto” poderiam explorar o labirinto,
seguir de volta para o braco “correto” e consumir o pellet de alimento. Caso o animal ndo
consumisse o alimento dentro do intervalo de um minuto, o treino era encerrado. Depois
de cada treino, os animais eram colocados em uma caixa localizada fora do labirinto e
logo atras da caixa de inicio (isto é, brago sul) durante um intervalo de 30 segundos, para

depois entdo, dar inicio a tentativa subsequente.

Além das 60 sessdes de treinamento, 0s animais passaram por testes espaciais (probe
trials), os quais foram realizados no 8°, 13° e 15° experimental do labirinto em T. Nesses
dias experimentais os animais passaram pelos treinos espaciais previamente descritos e
30 minutos apds a finalizacdo da ultima bateria diarias, eram submetidos ao probe trial.
Durante esses testes (probes), a entrada dos animais no labirinto era alterada. Nos treinos
espaciais o braco de inicio era sempre o sul, ao passo que durante os testes, 0s animais
tinham acesso ao labirinto pelo braco norte enquanto o braco sul permanecia inacessivel
aos mesmos (Figura 8A). Os animais que optavam pelo braco que continha alimento
acessivel durante os testes foram denominados “place learners” (ou seja, animais que se
dirigem ao braco que durante os treinos tinha comida por adotarem estratégia de
navegacao alocéntrica — baseada em pistas espaciais), € 0os que optavam pelo braco com

alimento inacessivel foram denominados "response learners” (animais que realizam o
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mesmo movimento corporal que exibiam durante os treinos por adotarem uma estratégia
de navegacdo egocéntrica — baseada em pistas ou movimentos corpdreos). Foram
calculadas médias das escolhas denominadas “incorretas” para cada grupo durante os
treinos e feita uma curva de aprendizado ao longo dos treinos, também foi calculada a
3 b b s 13 29 13 29
porcentagem de animais classificados como “place learners” e “response learners” em

cada grupo experimental (Figura 8B).

Figura 8. Representacoes esquematicas do protocolo adotado no labirinto em T. A imagem SA
apresenta o arranjo do aparato durante os treinos espaciais. A figura 8B indica o arranjo experimental
durante os probe trials. A organizacdo do teste como um todo estd representado na imagem 8C.
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2.6. Histologia

Ao final do protocolo comportamental (assim que finalizada a segunda sessdo de probe
trial no 38° dia experimental), os animais foram eutanaziados com uma overdose de
anestésico (tiopental sdédico — 120mg/kg intraperitoneal). Uma vez constatado que os
animais ndo respondiam mais aos estimulos externos (estimulagdo mecanica dos

membros e cauda) iniciava-se o procedimento de perfusdo intra-cardiaca. Uma solu¢do
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de PBS foi perfundida pelo ventriculo cardiaco esquerdo dos animais, na sequéncia a
solucdo de PBS foi substituida por uma solugdo de paraformaldeido 4% (LabSynth®,
Diadema - SP) utilizando uma bomba de perfusdo (Bonther, Ribeirdo Preto, SP). Apos a
perfusdo de 200ml de paraformaldeido, os animais eram decapitados com auxilio de uma
guilhotina para roedores (Insight®, Ribeirdo Preto - SP) e seus encéfalos eram removidos
e armazenados em na mesma solucdo de paraformaldeido usada na perfusdo e ali
permaneciam por 24 horas. Os encéfalos foram entdo lavados em PBS trés vezes e
armazenados em uma solu¢do crio-protetora (3g glicose,3ml de etileno-glicose e 10 ml
de PBS — 7,4 pH) em freezer -20°C.

O tecido passou por uma sequéncia de desidratacdo em alcoois etilicos (70% - 80% -
90% - absoluto) e foram inclusos em parafina para confec¢do dos cortes em micrétomo
(Leica Byossistems, IL - USA). O tecido foi entdo corado usando a técnica de violeta
cresil (ANEXO 1). Os sitios de inje¢do foram verificados tendo como referéncia o atlas
de Paxinos e Watson (PAXINOS E WATSON, 2005). Dados de animais com lesdo fora

do sitio especifico para o HPCv foram exclusos da amostra.

2.7. Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas referente a esse experimento foram realizadas por meio
do software Prism (StatSoft Inc, Tulsa, OK — USA). Os dados foram submetidos ao teste
de normalidade de Shapiro-Wilk. Dados referentes as médias gerais de laténcia de escape
e dos probe trials (1 e 2) no LAM foram submetidos a ANOVA one way de medidas
repetidas e ao procedimento de Benjamini, Krieger e Yekutiele (BKY) quando ANOVA
indicava diferengas. As médias diarias de ;laténcia de escape nesse mesmo protocolo
foram submetidas a ANOVA two ways (fator 1= tratamento experimental; fator 2 = tempo
de treino). Em relag@o ao teste de reconhecimento de objetos, os dados referentes a etapa
de familiarizagdo e ao teste de reconhecimento propriamente dito foram analisados por
meio do teste de Kruskal-Wallis; enquanto os dados de critério de conclusdo da prova
(familiarizacdo e teste) foram analisados por meio de ANOVA one way de medidades
repetidas. Todos os dados de comportamentos locomotores/ exploratorios (frequéncia de
entradas e levantamento e tempo realizando grooming) foram analisados por meio de
ANOVA one way. Por fim, os dados referentes ao labirinto em T forgado foram
analisados por meio do teste de Kruskal-Wallis (média de porcentagem de acertos nos

treinos espaciais e porcentagem média de animais classificados como place learners nos
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probes trials); enquanto que as médias didrias de porcentagem de acertos foram
organizados em formato de curva de aprendizagem e analisados por meio de ANOVA

two ways (fator 1= tratamento experimental; fator 2 = tempo de treino).

3. RESULTADOS
3.1. Labirinto Aquatico de Morris

ANOVA one way de medidas repetidas indicou auséncia de efeito entre os grupos
experimentais quando comparada a média de laténcia de escape obtida ao longo dos 60
treinos espaciais (F3.276=0,22; P=0,59). Tendo os grupos obtido os seguintes valores
médios: GVe= 12,2+ 1,3; HPCv-Di= 11,7+ 1,2; HPCv-Es= 12,6 £ 1,5 ¢ HPCv-Bi= 13,1
+ 1,3 (Figura 9).

Os mesmos dados de laténcia de escape foram analisado sob a constru¢cdo de uma
curva de aprendizagem, a qual leva em consideragdo as médias didrias de laténcia de
escape para cada grupo experimental. Assim, ANOVA two ways (sendo o fator 1:
tratamento experimental e fator 2: tempo experimental) indicou efeito para o fator tempo
(Fe216= 151,4; P<0,0001). Enquanto para o fator tratamento ndo foi observado efeito
solo (Fi36= 0,17; P=0,92), bem como efeito ausente para interacdo entre os fatores
(Fasp16=1,34; P=0,17). A partir do segundo dia experimental (D2), todos os grupos
apresentaram laténcias de escape médias didria estatisticamente inferiores as médias do
primeiro dia experimental (D1) e assim sustentaram até o ultimo dia de treino espacial no

LAM (D7).
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Figura 9. Treinos espaciais. A figura 9A apresenta a média de tempo (s) que os animais levaram para encontrar a
plataforma submersa (laténcia de escape) durante os 30 treinos espaciais realizados no Labirinto Aquatico de
Morris. As barras representam a média = E.P.M. N=9 por grupo experimental. ANOVA one way de medidas
repetidas. A figura 9B apresenta a média diaria de tempo que os animais levaram para localizar a plataforma
submersa. Cada ponto representa média didria = E.P.M. N=9 por grupo experimental. ANOVA two ways seguida
pelo procedimento de Benjamini, Krieger e Yekutiele (BKY). *representa P<0,005 comparado a. média do primeiro
dia experimental (D1) para cada grupo.
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Os dados de tempo de retencao, obtidos durante as duas sessoes de probe trials (no 8°
e no 38° dia experimental) foram analisados separadamente, gerando dois graficos (Figura
10A e Figura 10B). Para o probe trial 1 (8° dia experimental), ANOVA one way indicou
auséncia de efeitos entre os grupos experimentais (F(333=0,44; P=0,73); sendo que os
grupos experimentais apresentaram as seguintes médias de tempo sobrenadando sobre o
quadrante que continha a plataforma previamente: GVe= 20,5 £+ 1,6; HPCv-Di= 22,6 +
2; HPCv-Es= 23,6 + 1,9 e HPCv-Bi= 19,6 + 1,3). Enquanto que para o probe trial 2, a

mesma analise indicou diferencgas entre os grupos experimentais (F333)= 2,94; P=0,047);
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a qual foi confirmada pelo procedimento de Benjamini, Kierger e Yekitiele (BKY),
indicando que HPCv-Bi apresentou média de tempo de retengdo (11,4 +£1,6)
significativamente menor do que GVe (17,2 £ 1,2; P=0,032) e HPCv-Es (17,2 + 2,2;
P=0,32); enquanto ndo diferiu de HPCv-Di (14,5 + 0,8; P=0,22).

Figura 10. Tempo de retencio nos probe trials. Os graficos apresentam o temo médio que os animais
passaram nadando sobre o quadrante que continha a plataforma submersa durante os treinos espaciais no
Labirinto Aquatico de Morris. Figura 10A apresenta s dados obtidos no primeiro probe trial, realizado no
8° dia experimental. Figura 10B apresenta os dados oriundos do segundo probe trial realizado no 38° dia
experimental. As barras representam a média de tempo + E.P.M. N=9 por grupo experimental. * representa
P<0,005 compara ao GVe e # representa P<0,005 comparado a HPCv-Es. ANOVA one way de medidas
repetidas seguida pelo procedimento de BKY. As linhas pontilhadas indicam o tempo de natacdo ao acaso

(25% ou 15 segundos).
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3.2. Teste de Reconhecimento de Objetos

Durante a primeira sessdo de habituag¢do ao aparato experimental, os comportamentos
exploratorios dos animais foram filmados para posterior andlise que produziu os
resultados apresentados na figura 11 Todos os pardmetros exploratorios; frequéncia de
entrada (figura 11A), frequéncia de levantamentos (figura 11B) e tempo realizando
grooming (figura 11C) foram analisados por meio de ANOVA one way , a qual indicou
auséncia de efeito entre os grupos experimentais para todos os parametros (F36= 0,62;

P=10,61), (F3.36=0,43; P=0,73) e (F336= 0,85; P=0,47); respectivamente.
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Figura 11. Parametros locomotores e exploratorios. A figura 11A apresenta a frequéncia total de
entradas nos quadrantes do aparato de campo aberto durante a primeira sessdo de habitua¢do dos
animais. A figura 11B apresenta a frequéncia média de levantamentos no aparato de campo aberto. A
figura 11C apresenta o tempo médio que os animais passaram realizando o comportamento de
grooming durante a habitua¢do ao campo aberto. As barras representam a média de frequéncia tempo
+ E.P.M. N=9 por grupo experimental. ANOVA one way ordinaria.
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Em relacdo aos dados obtidos durante a sessdo de familiarizagdo (figura 12A), os
mesmos foram analisados por meio de Kruskal-Wallis que indicou auséncia de efeito
entre os grupos para o tempo explorando ambos objetos idénticos (H1=4,3; P=0,77). As

médias apresentadas pelos grupos estdo sumarizadas na tabela 1.
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Tabela 1. Média de tempo explorando objetos idénticos durante a sessdo de familiarizagdo no teste de
reconhecimento de objetos.

Grupo Experimental Objeto 1 Objeto 2 Valor de P
GVe 23,0+ 1,3 23,7+ 1,9 0,9
Grupo HPCv-Di 240+ 1,6 21,1+£0,5 0,2
Grupo HPCv-Es 24,1+1,6 234127 0,2
Grupo HPCv-Bi 232+1,5 23.8+1,5 0,6

A figura 12B apresenta os dados obtidos no teste de reconhecimento de objetos,
analisados por meio do teste de Kruskal-Wallis, o qual indicou diferencas significativas
(H1= 40,5; P<0,0001). O procedimento de BKY apontou que o tempo explorando o

objeto novo e velho foi diferente para todos os grupos experimentais (tabela 2).

Tabela 2. Tempo médio explorando o objeto velho (previamente apresentado na sessdo de familiarizagdo)
¢ 0 objeto novo (apresentado no teste de reconhecimento de objeto).

Grupo Experimental Objeto Velho Objeto Novo Valor de P
GVe 21,5+ 1,1 26,622 0,013
Grupo HPCv-Di 20,0 + 0,0 28,8125 0,001
Grupo HPCv-Es 20,9 +0,9 272+1,9 0,022

Grupo HPCv-Bi 20,64 + 0,6 269+1,3 0,022
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Figura 12. Teste de reconhecimento de objetos. A figura 12A apresenta o tempo em segundos que os animais
passaram explorando os objetos idénticos (1 e 2) apresentados durante a etapa de familiarizagdo. A figura 12B
apresenta a média de tempo (s) que os animais passaram explorando o objeto com o qual foram familiarizados
(velho — V) e 0 novo objeto (N) apresentado durante o teste de reconhecimento. As barras representam a média de
tempo * E.P.M. N=9 por grupo experimental. ANOVA one way de medidas repetidas seguida pelo procedimento
de BKY. * representa P<0,005 compara ao tempo explorando o objeto velho de cada grupo. A linha pontilhada
representa o tempo minimo de 20 segundos estipulado para explorar cada objeto.
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Em relacdo ao critério para finalizacgdo das sessdes de familiarizagdo e
reconhecimento, ANOVA one way de medidas repetidas indicou auséncia de efeito entre

os grupos (F(7,72=0,67; P=0,7 — Tabela 3).

Tabela 3. Tempo médio (em segundos) que os animais levaram para atingir o critério da tarefa.

Grupo Experimental Familiarizaciao Teste de reconhecimento
Grupo Veiculo 227 +31,9 424 +32.0
Grupo HPCv-Di 187 £19,2 258 £42.0
Grupo HPCv-Es 196 + 17,6 198 + 35,8

Grupo HPCv-Bi 219+£28.3 233 +£22,7
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3.3. Labirinto em T forc¢ado

Os dados de treinos espaciais estdo apresentados na figura 13. O teste de Kruskal-
Wallis indicou auséncia de efeito quando comparada a média de porcentagem de acertos
ao longo do 60 treinos espaciais (H1=5,93; P=0,12 — Figura 13A); sendo que a média de
acertos por grupo foram as seguintes: GVe= 71 £ 1,7; HPCv-Di= 75 £ 1,0; HPCv-Es= 71
+ 1,9 ¢ HPCv-Bi=71 % 1,2. Os mesmo dados de % de escolhas corretos foram utilizados
para construir uma curva de aprendizagem, que leva em consideragdo a média diaria de
acertos de cada grupo experimental (figura 13B). ANOVA two ways (fator 1 —tratamento
experimental e fator 2 — tempo experimental) indicou efeito para o fator tempo
(F(11,396=20,6; P<0,0001) e interagdo entre os fatores (F33,396)= 3,2; P<0,0001); enquanto
que o fator tratamento per se ndo apresentou efeito (F3,36=0,85; P=0,47). Em relacdo ao
fator tempo, todos os grupos experimentais apresentaram média de % de acertos

significativamente maiores no ultimo dia de treino espacial (D12) comparado ao primeiro

(D1 — tabela 4).

Tabela 4. Média de porcentagem de escolhas corretas (entradas nos bragos com alimento disponivel)
durante os 60 treinos espaciais no labirinto em T forcado.

Grupo Experimental D1 D12 Valor de P
GVe 44% 66% <0,0001
Grupo HPCv-Di 57,8% 75,6% 0,008
Grupo HPCv-Es 56% 98% <0,0001
Grupo HPCv-Bi 54,5% 80% <0,0001

O procedimento de BKY indicou que, em relacdo a interagdo apontada entre o fator
tempo e tratamento, os efeitos surgem no 3°, 11° e 12° dias experimentais. No D3 o grupo
HPCv-Es apresentou média de acertos (50%) significativamente menor do que o GVe
(68%), HPCv-Di (71,1%) e HPCv-Bi (65,5%). No D11, o GVe (64%) diferiu de HPCv-
Di (82,2%) e HPCv-Es (90%); enquanto HPCv-Es e HPCv-Bi também diferiram entre si
(90% e 72,7%, respectivamente. Por fim, no D12 o grupo HPCv-Es (98%) diferiu de
todos os demais (GVe — 66%; HPCv-Di — 75,6% ¢ HPCv-Bi — 80%).
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Figura 13. Treinos espaciais. A figura 13 A apresenta a % média de escolhas corretas (entradas no brago
com alimento acessivel) realizadas ao longo dos 60 treinos espaciais no labirinto em T for¢ado. Cada
barra representa a % média total de escolhas corretas £ E.P.M , n=9 por grupo. ANOVA one way de
medidas repetidas. A figura 13B apresenta a média diaria de % de escolhas corretas em uma curva de
aprendizagem. Cada ponto representa a média de % correta realizada ao longo dos 5 treinos didrios *
E.P.M, n=9 por grupo. ANOVA two ways seguida pelo procedimento de BKY. (a) representa P<0,005
que o grupo HPCv-Es diferiu de todos os demais nesse mesmo dia; (b) representa p<0,005 entre GVe e
HPCv-Es; (c) representa P<0,005 entre GVe e HPCv-Es; (d) representa P<0,005 entre HPCv-Di e HPCv-
Es; e * representa P<0,005 comparada a média do D1 para cada grupo experimental.
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Em relacdo a estratégia de navegacao dos animais no labirinto em T for¢ado, os dados
referente ao numero de animais classificados como place learners esta apresentado na
figura 14. O teste de Kruskal-Wallis indicou auséncia de efeito entre os grupos (H1=1,3;
P=0,74), sendo a porcentagem média de animais place learners para cada grupo: GVe=
60,0 £ 9,1%; HPCv-Di= 48,2 £ 9,8%; HPCv-Es= 56,7 + 9,2% e HPCv-Bi= 48,5 £+ 8,8%
(Figura 13).
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Figura 14. Probe trials no labirinto em T forcado. A imagem apresenta a porcentagem média de
animais classificados como place learners durante os trés probe trials realizados ao longo do protocolo.
Cada barra representa a porcentagem média de animais place learners + E.P.M, n=9 por grupo. ANOVA
one way de medidas repetidas.
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4. DISCUSSAO

Os dados referentes ao LAM indicaram que os grupos experimentais obtiveram média
de laténcia de escape muito similares; assim, independente da lesdo no hipocampo
ventral, os animais puderam aprender essa tarefa espacial sem prejuizos.

Ainda dobre os dados de laténcia espacial, foi possivel observar que, independente da
lesdo hipocampal, os animais de fato aprenderam a tarefa espacial, uma vez que a média
de tempo para encontrar a plataforma no ultimo o dia experimental (D7) foi
significativamente menor para todos os grupos quando comparada a seu desempenho no
primeiro dia experimental (D1).

Testes comportamentais de navegagdo espacial sao ferramentas muita esclarecedoras
sobre o papel e envolvimento do hipocampo nesse contexto; como ¢ o caso do LAM
(Morris 1981), tarefa que claramente demanda do HPCd durante a aprendizagem e
modulacdo da memoria espaciais (MOSER et al., 1995; FANSELOW E DONG, 2010).
Lesdes abrangendo até 25% dessa regido prejudicou a aquisicao da tarefa, enquanto que
lesdes adicionais envolvendo o HPCv ndo exacerbaram esse prejuizo (MOSER et al.,
1995). Somando-se a essas evidéncias, Jung e colaboradores (1994) descreveram que o
HPCd possui uma densidade consideravelmente maior de place cells do que no HPCv.

De fato, muitos estudos comportamentais corroboram essas preditivas; Pothuizen e

colaboradores (2004) observaram que lesdes no HPCd prejudicavam o desempenhos dos



57

animais em tarefas espaciais, enquanto animais com lesdo no HPCv tinham desempenho
similar ao dos grupos controle. Dados similares foram encontrados por Olsen e
colaboradores (1994), observaram que perda neuronal por isquemia induzida prejudicava
a aquisi¢do e evocacdo de informagdes espaciais quando essa lesdo estava localizada no
HPCd. Bannerman e colaboradores (1999), observaram que lesdes excitotoxicas no eixo
hipocampal como um todos (abrangendo por¢do ventral e dorsal) causava prejuizo em
duas tarefas espaciais (LAM e labirinto em T); o mesmo perfil de prejuizo foi observado
quando a lesdo era restrita ao HPCd, entretanto nenhum prejuizo foi observado quando a
lesdo abrangia apenas a porc¢ao ventral da estrutura em questao.

J& os estudos que avaliam respostas ao estresse ao invés de cogni¢ao, como o de Henke
(1990) comumente descrevem que lesdes no HPCv, mas ndo no HPCd reduzem o ntimero
de ulceracdes induzidas por estresse térmico ou de restri¢dao. Kjeltrup e colaboradores
(2002) observaram que lesdes na por¢ao ventral do hipocampo aumentou o nimero de
entradas nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado e reduziu o niimero de bolos
fecais na camara clara no teste de preferencia claro/escuro, acompanhado ainda de uma
reducdo dos niveis plasmaticos de corticosterona. Em relacio aos processos mnemonicos,
Hobin e colaboradores (2006) destacaram a importancia do HPCv na evocagdo de
memorias aversivas condicionadas a um contexto aversivo, uma vez que inativagao
transiente dessa regido por meio da administra¢cdo de muscimol aboliu a evocacao de
memorias aversivas quando o animal era re-exposto ao contexto onde o condicionamento
ocorreu.

Anatomicamente, o HPCv possui conexdes extensas e reciprocas com a amigdala
(PITKANEN et al., 1997; PITKANEN et al., 2000;) e a maior parte das projecdes
originadas no hipocampo para o nicleo amigdaloide derivam majoritariamente da por¢ao
ventral do HPC ao invés da dorsal (PITKANEN et al., 2000). Considerando a vasta
quantidade de trabalhos que evidenciam que a amigdala ¢ uma estrutura essencialmente
envolvida nos efeitos do estresse na memoria (MCGAUGH E ROOZENDAAL, 2002;
ROOZENDAAL et al., 2009), somando-se aos estudos previamente apresentados, €
possivel constatar o grande envolvimento do HPCv em aspectos mais emocionais da
memoria e nas respostas ao estresse; possivelmente justificando a auséncia de efeito na
laténcia de escape observada em nosso estudo.

Nao obstante, a ideia de que o HPCv ndo desempenha papel na memoria espacial ndo
¢ ubiquoa. Ferbinteanu e colaboradores (2003) demonstraram que lesdes restritas tanto a

pogdo ventral quanto dorsal tornaram o processo de aquisicao de informagdes espaciais
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mais lento no LAM; sugerindo que todo o eixo hipocampal esteja envolvido na aquisicdo
de informagdes espaciais. Entretanto, o protocolo empregado trata-se de um variagdo do
protocolo original, chamado “match to position” no qual a posicdo da plataforma ¢
variavel ao longo dos dias; e o déficit observado foi superado apds treinos sucessivos.
Resultados similares foram encontrados por de Hoz e colaboradores (2003). Lesdes
excitotoxicas no HPCv normalmente tendem a invadir regides do HPC dorsal,
especialmente a CA3 que ¢ um sitio critico para retencdo da memorias espaciais
(HANDELMANN E OLTON, 1981; BRUN et al., 2002; STEFFENACH et al., 2002;
LEE E KESNER, 2004; WANG et al., 2012), de fato Broadman e seus colaboradores
(2004) relataram que houve invasdo de cerca de 20% do tecido hipocampal dorsal na
maioria de seu animais; enviesando assim as afirmacgdes a respeito do real envolvimento
HPCv e memoria espacial.

A respeito dos probe trials; no primeiro deles, realizado no oitavo dia experimental
(D8), foi possivel observar que todos os animais apresentaram média de tempo retencao
superior a 15 segundos, ou seja apresentaram preferéncia pelo quadrante que previamente
continha a plataforma submersa, indicando que os animais de fato, lembravam da
localizacdo da plataforma aprendida durante os treinos espaciais. Ademais, ndo foi
observada diferenca entre os grupo experimentais, sugerindo que o hipocampo ventral
parece ndo ser um sitio essencial para a evocagdo de memorias espaciais. Curiosamente,
quando observamos os dados obtidos no segundo probe trial (realizado 30 dias apods o
primeiro probe trial), os grupos tratado com veiculo (GVe) e com lesdo no hipocampo
ventral esquerdo (HPCv-Es) ainda apresentaram média de tempo de retengao superior ao
quinze segundos de exploracdo ao acaso; enquanto os grupos com lesao no HPCv direito
e com lesdo bilateral do mesmo ndo apresentaram preferencia pelo quadrante em questao.
E quando comparada o tempo de retengdo médio de cada grupo, observou-se que o grupo
HPCv-Bi apresentou média inferior aos grupos GVe e HPCv-Es, o que sugere um
possivel papel seletivo dessa regido na evocacdo de memdrias espaciais remotamente
adquiridas. Entretanto, tal efeito parece surgir apenas quando ambos hemi-laterais estao
lesionados.

Além das aferéncias com o nilcleo amigdaldide previamente descritas, o HPCv
(especificamente as regides CAl e subiculum) estabelecem aferéncias reciprocas com
sub-regides do cortex pré-frontal medial (CPFm), possibilitando que essas regides
formem um /Joop funcional que viabiliza a comunica¢do entre 4reas corticais e

subcorticais (VERTES, 2004; CENQUIZCA E SWANSON, 2007; PRESTON E
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EICHENBAUM, 2013;). A essa via de conexdes da-se o nome de circuito hipocampo-
cortex pré-frontal, no qual ambos HPC e CPFm estdo envolvidos com o processamento
de memorias declarativas e a comunicagdo entre essas duas estruturas se faz essencial
(JIN; MAREN, 2015). Uma vez comprometida a comunica¢do entre HPC ¢ CPFm por
meio de lesdes assimétricas, relatou-se o prejuizo de desempenho de animais em tarefas
de memoria de trabalho espacial (FLORESCO et al., 1997; CHURCHWELL E KESNER,
2011).

Segundo Marr (1970, 1971), o HPC armazena rapidamente os eventos didrios antes de
a informacao ser transferida para o CPFm para sofrer uma reorganizagao e reclassificagao
subsequente. De acordo com seu modelo, as experiéncias sdo inicialmente codificadas
em paralelo em redes hipocampais e corticais. A reativa¢do subsequente de redes
hipocampais leva ao reestabelecimento de atividade em diferentes redes corticais. Essa
reativacdo coordenada por redes hipocampo-corticais leva a um fortalecimento gradual
de conexdes cortico-corticais, as quais eventualmente permitem que novas memorias se
tornem independentes do HPC e que gradualmente se integrem as memorias corticais pré-
existentes. Segundo esse modelo, assume-se que as memorias hipocampais tendem a se
perder mais rapidamente do que memorias corticais (FRANKLAND E BONTEMPI,
2005). As evidéncias experimentais apontam para dois possiveis papeis das aferéncias
hipocampais para o CPFm; (i) permitir uma aprendizagem réapida; e/ou (ii) fornecer
informagdes contextuais (EUSTON et al., 2012).

O HPC de fato ¢ reconhecido pela sua capacidade de codificar aspectos espaciais de
um contexto via place cells (WILSON E MCNAUGHTON, 1993), entretanto a densidade
das mesmas ¢ muito menor na por¢do ventral comparada a dorsal do HPC (JUNG et al.,
1994). Dado sua intensa conectividade com estruturas limbicas, ¢ possivel que o HPCv
seja um sitio responsavel por codificar informagdes ndo espaciais tais como odor, estado
corporais e emocgdes (PENNARTZ et al, 2011). Apesar de, segundo o modelo
previamente descrito do circuito HPC-CPFm, a memdria se tornar gradualmente mais
independente do HPC e dependente do CPFm; alguns estudos apontam a presenca de
atividade neurofisioldgica sincronica entre HPC e CPFm tanto durante a aquisi¢do quanto
a evocagao de memorias. A sincronicidade de ondas teta entre o CFPm e HPC aumenta a
medida que o animal se aproxima de um ponto de escolha guiado pela memoria (JONES
E WILSON, 2005; BENCHENANE et al., 2010; FUIISAWA E BUZSAKI, 2011).

Assim, apesar do conhecido papel do HPC na evocagdo de memorias recém

adquiridas, ¢ possivel que ndo observamos prejuizos no desempenhos dos animais com
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lesdes uni ou bilaterais do HPCv; pois ainda possuiam seus HPCd intactos e que
sabidamente sdo mais relevantes para o processamento de memorias espaciais do que o
HPCv. Entretanto, a evocagdo prejudicada da memoria remota apresentada pelo grupo
com lesdo bilateral do HPCv pode se dar ao fato de que o HPC ainda se faz um sitio
necessario durante a evocacgdo, para que ocorra atividade neuronal sincronica entre essas
regioes.

Os dados sobre comportamentos locomotores e exploratdrios, indicaram que nao
houve diferencas significativas entre os grupo experimentais tanto para frequéncia de
entradas e de levantamento, quanto para tempo realizando grooming. Assim ¢ possivel
inferir que lesdes uni ou bilaterais do HPCv ndo comprometeram a capacidade de
locomogao e exploracao do animais, eliminando um possivel viés metodologico.

Em relagdo ao teste de reconhecimento de objetos, durante a etapa de familiarizacao
aos objetos idénticos, ndo foi observada nenhum diferenca em relagdo ao tempo médio
de exploragao dos objetos para nenhum dos grupos, ou seja, nenhum grupo experimental
apresentou preferéncia por algum dos objetos apresentados, eliminando assim um
possivel viés metodoldgico para a sessdo de reconhecimento de objetos.

Nenhum efeito do tratamento experimental foi observado durante o teste de
reconhecimento propriamente dito. Todos os grupos exploraram o novo objeto
apresentado por tempo significativamente maior do que o objeto que ja conheciam; assim,
o HPCyv parece ndo ser uma por¢ao hipocampal muito relevante para o processamento de
memoria de reconhecimento. Enquanto o papel do cortex perirrinal parece estar bem
consolidado na literatura, indicando que lesdes nessa regido comprometem severamente
a memoria de reconhecimento (MUMBY E PINEL, 1994; ENNACEUR et al., 1996;
BUSSEY etal., 1999; EACOTT E NORMAN, 2004); o papel do hipocampo na memdoria
de reconhecimento ainda ¢ controverso.

Diversos estudos apontam que lesdes hipocampais seletivas prejudicam o
processamento de memorias espaciais em humanos (SQUIRE, 1992), macacos
(BEASON-HELD et al., 1999;; ZOLA et al., 2000; NEMANIC; ALVARADO et al.,
2004) e roedores (CLARK et al., 2000; CLARK et al., 2001; GOULD et al., 2002;
PRUSKY et al., 2004); enquanto outros evidenciam que lesdes hipocampais ndo afetam
o desempenho dos animais em tarefas que envolvam memoria de reconhecimento (
MURRAY et al, 1998; HOLDSTOCK et al., 2002; MUMBY et al., 2002). Os estudos
envolvendo lesdes no hipocampo e sua relagdo com a memoria de reconhecimento sio

particularmente polarizados; enquanto alguns evidenciam a importancia dessa regiao na
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modula¢do desse tipo de memoria (CLARK et al., 2001; GOULD et al., 2002; MOSES
et al., 2002), outros ressaltam que lesdes nessa regido ndo afetam o desempenho dos
animais em tarefas de reconhecimento de objetos (MUMBY et al., 2002; GASKIN et al.,
2003; BROADBENT et al., 2004; WINTERS et al., 2004).

Vale ressaltar que em todos esses trabalhos citados, tanto a por¢do dorsal quanto a
ventral do hipocampo eram lesionadas em algum nivel. Exceto o trabalho de Broadbent
e colaboradores (BROADBENT et al., 2004) em que as por¢des dorsal e ventral foram
lesionadas separadamente e assim evidenciaram que quando a por¢do ventral do
hipocampo era lesionada em 50% de seu volume, nenhum prejuizo era observado na
tarefa de reconhecimento de objeto. Corroborando assim, a hipdtese aqui levantada de
que esse tipo de memoria parece ser dependente de outra regides encefalicas que ndo o
HPCv.

Em relagdo ao tempo que os animais levaram para atingir o critério de finalizagao das
etapas (familiarizagdo e teste), nenhuma diferenca foi observada entre os grupo
experimentais, tanto durante etapa de familiarizagdo quanto no teste; evidenciando que
independente do tratamento experimental, todos os grupos realizaram a tarefa de forma
similar; reforcando assim a possibilidade de que o HPCv nido seja um regido essencial
para a memoria de reconhecimento.

Para o labirinto em T for¢ado, os dados obtidos ao longo dos treinos espaciais foram
apresentados sob a forma de porcentagem de acertos, ou seja, porcentagem de entradas
no braco que continha alimento disponivel. Nenhuma diferenca significativa foi
observada entre os grupos, de forma que todos adquiriram e desempenharam essa tarefa
espacial de maneira muito similar, evidenciando que o HPCv possivelmente ndo ¢ uma
regido determinante para aquisi¢ao dessa tarefa.

Os mesmo dados foram analisados sob uma curva de aprendizagem, construida a partir
das médias didrias de escolhas corretas. Por meio dessa andlise constatou-se que todos os
grupos experimentais apresentaram médias de acertos maiores no ultimo dia experimental
(12) comparada ao desempenho do primeiro dia (D1). Dessa forma, ¢ possivel constatar
que independente da lesdo hipocampal realizada, todos os grupos puderam adquirir essa
tarefa espacial, melhorando seu desempenho ao longo do protocolo. Exceto pelos dias
experimentais D3, D11 e D12; o desempenho dos grupos foram equivalentes. No D3, o
grupo HPCv-Es apresentou média de acertos significativamente menor do que dos demais
grupos experimentais, o que poderia ser interpretado como um possivel prejuizo na

aquisicao dessa tarefa, entretanto no decimo segundo dia experimental (D12) esse mesmo
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grupo difere dos demais por apresentar média de acertos superior. Considerando essa
evolucdo de desempenho desse grupo, somado ao fato de que nao apresentou desempenho
inferior aos demais grupos em nenhum outro dia experimental, ¢ mais parcimonioso
assumirmos que o baixo desempenho observado no D3 reflita alguma condi¢do pontual
do grupo naquele dia. No décimo primeiro dia experimental (D11), estranhamente, o
grupo tratado com veiculo (GVe) apresentou média de acertos inferior aos demais grupos
experimentais; entretanto tal fato ndo se repetiu nos demais dias experimentais.

Quanto a estratégia de navegacao dos animais no paradigma do labirinto em T for¢ado,
ndo houve diferenga significativa entre os grupos, sendo que todos aprenderam a navegar
no paradigma de forma similar. Diante dos dados obtido, € incerto tentar determinar uma
estratégia adotada pelos animais (alocéntrica ou egocéntrica), uma vez que 0s grupos
HPCv-Di e HPCv-Bi ndo chegaram a atingir 50% de animais classificados como place
learners (48,2% e 48,5%, respectivamente); enquanto GVe e HPCv-Es apresentaram
pouco mais da metade de seus animais como place learners (60% e 56%,
respectivamente).

Diversos outros trabalhos, muito deles avaliando o papel especificamente do HPCd e
HPCv em paradigmas espaciais, encontraram o mesmo perfil de dados que o presente
trabalho ( HUGHES, 1965; STEVENS E COWEY, 1973; SINNAMON, 1978; MOSER
et al.,1993; MOSER et al., 1995; HOCK E BUNSEY, 1998). De um modo geral, lesdes
hipocampais totais ou envolvendo o HPCd prejudicam o desempenho dos animais nas
mais diversas variagdes do labirinto em T; enquanto que lesdes envolvendo
exclusivamente o HPCv nao alteram o comportamento dos animais. O trabalho que serviu
como base para estabelecimento de nosso protocolo experimental, que utilizou
inativagdes transientes com lidocaina do HPCd apenas, indicou que os animais tiveram
aprendizagem espacial comprometida, bem como a estratégia de aprendizagem e
memorizacdo adotada era preferencialmente egocéntrica ao contrario da alocéntrica
esperada (PACKARD E MCGAUGH, 1996); enquanto que lesdes ventrais parecem nao
atrapalhar a aquisi¢do e execugdo dessa tarefa, como também observado por Bannerman
e colaboradores (BANNERMAN et al., 1999).

O estudo de Ferbinteanu e McDonald (FERBINTEANU E MCDONALD, 2001)
chama atencdo a esse ponto, pois os autores relataram que lesdes dorsais no HPC
prejudicaram o desempenho do animais, enquanto lesdes no HPCv melhorou o
desempenho dos mesmos, facilitando a aquisi¢do/aprendizagem da tarefa observado pelo

nimero aumentado de visitas no brago com alimento disponivel. Segundo os autores, essa
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fato deve-se a uma possivel memoria alterada para o aspecto afetivo do alimento, dado
as afinidades neuroatdomica do HPCyv e estruturas limbicas.

Nossos dados somam-se as crescentes evidéncias que sugerem um papel preferencial
do HPCd sobre o HPCv na modulacdo da memoria espacial. Dados eletrofisiologicos e
anatomicos fornecem evidéncias convergentes para essa afirmacao, place cells sdo mais
numerosas e espacialmente mais seletivas no HPCd do que no HPCv (POUCET et al.,
1884; JUNG et al., 1994); bem como informacgdes espaciais (isto €, informagdes visuais
e outras informagdes sensoriais) parecem ser direcionadas predominantemente para o
HPCd do que para o HPCv em ratos (DEACON et al., 1983).

Quanto a lateralizacdo funcional do HPCv investigada nesse trabalho, nenhuma
evidéncia de lateralizagdo foi observada. A lateralizacdo trata-se de uma assimetria, em
grau ou em presenga, de substratos neurais, estruturas ou processos especificos entre os
hemisférios encefalicos (CONCHA et al., 2012). Em humanos, sabe-se que o HPC ¢
estrutura altamente lateralizada para modulagao de fung¢des cognitivas (MAGUIRE et al.,
1998; O’KEEFE et al., 1998; SPIERS et al., 2001; BURGESS et al., 2002; HOWARD et
al., 2014). Estudos apontam ambos hipocampi esquerdo e direito estdo ativos durante
navegacdes espaciais orientadas a um destino especifico, mas estes podem desempenhar
fungdes distintas em tais tarefas (MAGUIRE et al., 1998; O’KEEFE et al., 1998; SPIERS
et al., 2001; BURGESS et al., 2002; HOWARD et al., 2014). Pacientes com lesdes no
lobo temporal medial direito tiveram a navegacdo espacial prejudicada compara a
pacientes com lesdes na pog¢ao esquerda ou controles. Assim, o HPC esquerdo parece ser
especializado no processamento de memodrias episddicas, contextuais € memorias
autobiograficas remotas (SPIERS et al., 2001; MAGUIRE E FRITH, 2003). Enquanto o
HPC direito ¢ especializado na navegagao espacial (MAGUIRE et al., 1998; SPIERS et
al., 2001; HOWARD et al., 2014).

A lateralizagdo hipocampal em roedores tem sido ignorada historicamente pelos
pesquisadores, devido ao fato de existirem muitas projecdes entre as sub-regides
hipocampais, conhecida como comissura hipocampal, a qual acredita-se que esteja
ausente ou consideravelmente menos presente em primatas (WILSON et al., 1987;
AMARAL E LAVENEX, 2007). Assim, a falta de comunicacdo inter-hemisférica entre
hipocampi direito e esquerdo em humanos, teria viabilizado o desenvolvimento da
lateralizacdo funcional na espécie, como ¢ hipotetizado (ZAIDEL, 1995). Embasando
essa ideia, estudos apontam que o sucesso de navegagdo de roedores no LAM depende

da integridade de ambos hipocampi (FENTON E BURES, 1993). E assim, o pensamento
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de que o HPC de roedores ndo ¢ funcionalmente lateralizado disseminou-se entre a
comunidade cientifica. Entretanto, diversos estudos evidenciam que o encéfalo humano
possui proje¢des diretas entre os hemisférios do HPC (GLOOR et al., 1993;
ROSENZWEIG et al., 2011; LACUEY et al., 2015). Outros muitos trabalhos descrevem
a presenca de lateralizacdo funcional do HPC em roedores (KLUR et al., 2009;
SHINOHARA et al., 2012, SHIPTON et al., 2014; EL-GABY et al., 2016), lateralizacao
anatomica (KAWAKAMI et al., 2003; SHINOHARA et al., 2008; SHINOHARA E
HIRASE, 2009), quimica (LOUILOT & LE MOAL, 1994; WOLFF et al., 2008) ¢ até
mesmo na plasticidade sindptica dos neuronios hipocampais (KOHL et al., 2011;
SHIPTON et al., 2014). Juntos, tais evidéncias apontam para a importincia de
compreendermos o HPC como uma estrutura bilateral e passar a considerar suas
particularidades entre os hemisférios como varidveis importantes em estudos

experimentais.

5. CONCLUSOES

Diante dos presentes dados, € possivel concluir que lesdes uni ou bilaterais no HPCv
(envolvendo especificamente as sub-regides CAl e subiculum) ndo comprometeram os
comportamentos exploratorios dos animais. O HPCyv, de fato, parece ndo ser uma regido
fundamental para a aquisicdo de informacdes espaciais e evocacao das mesmas quando
recém adquiriras; entretanto parece ser um sitio importante para a evocacdo de memorias
espaciais remotamente adquiridas (4 semanas de aquisicdo). O HPCv também ndo se
mostrou uma estrutura essencial para desenvolvimento da memoria de reconhecimento.
Por fim, nenhuma evidéncia de lateraliza¢do funcional para essa estrutura foi observada,
nem mesmo para os paradigmas espaciais (LAM e labirinto em T) quanto para a memoria

de reconhecimento.
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7. ANEXOS

7.1. ANEXO 1 — Protocolo de coloracgao dos cortes histologicos

A- Preparacdo do corante:

- 2,5 g de acetato de cresil violeta
- 500 ml de agua destilada

- 10 ml de acido acético 25%

B- Procedimentos:

o Aquecer a mistura de violeta cresil com 4gua até 40°C, agitando-a por 5
minutos;

o Filtrar a solugdo final em papel filtro;

o Acrescentar o acido acético até que o pH da solugdo esteja entre 3 e 3,5.

Os cortes devem ser mergulhadas nas seguintes solugdes; nesta ordem.

76

Solucéo Tempo de imersio

Alcool 100% 5 minutos
Alcool 100% + cloroférmio (1:1) 10 minutos
Alcool 95% 3 minutos
Alcool 75% 3 minutos
Agua destilada para lavar

Cresil violeta — aquecida a 60° 15 minutos
Agua destilada para lavar

Alcool 80% 3 minutos
Alcool 90% 10 minutos
Alcool 100% + cloroférmio (1:1) 3 minutos
Alcool 95% + acido acético ( 15 gotas/100ml) 3 minutos
Alcool 95% 6 minutos
Alcool 100% + 4cido butirico (1:1) 3 minutos
Xilol I 5 minutos
Xilol 1T 5 minutos
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7.2. ANEXO 2 - Prancha com imagens representativas da regiio lesionada nos
animais pertencentes ao grupo com lesio no hemisfério esquerdo do hipocampo

ventral.
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7.3. ANEXO 3 - Prancha com imagens representativas da regio lesionada nos
animais pertencentes ao grupo com lesdo no hemisfério direito do hipocampo

ventral.
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74. ANEXO 4 - Prancha com imagens representativas das regides
lesionadas nos animais pertencentes ao grupo com lesdes bilaterais do
hipocampo ventral.
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CAPITULO 3

O papel do cortex pré-frontal medial na modulagdo de memorias episodicas recentes e

remotas e avaliagdo de lateraliza¢do funcional



Periodico alvo: Brain Structure & Function
RESUMO

O cortex pré-frontal medial (CPFm) possui conexdes reciprocas com o hipocampo
(HPC). Diversos estudos destacam sua importancia para o processamento de memorias
episodicas; enquanto alguns autores defendem seu envolvimento exclusivo no
armazenamento e evocacdo de memorias remotas, outros defendem sua participacio
desde a aquisi¢@o, operando em conjunto com o HPC. Ainda, tem crescido o nlimero de
estudos que destacam a lateralizagdo funcional desse sitio para comportamentos que
envolvam tomada de decisdo, avaliagdo de risco e estados ansiogénicos/ansioliticos.
Diante das interrogagdes que permeiam o CPFm, o presente estudo (por meio do
experimento II) dedicou-se a investigar a contribui¢do do CPFm no processamento de
memorias episddicas (de reconhecimento e espacial — recente e remota) e a possivel
lateralizacdo funcional deste durante as tarefas de memoria episodica (Labirinto Aquatico
de Morris — LAM; Labirinto em T e Teste de reconhecimento de objetos — TRO). Para
tanto, os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais: (i) grupo veiculo,
em que receberam injecdes bilaterais do veiculo farmacoldgico (tampao salina fosfato —
PBS) em ambos CPFm; (ii) grupo CPFm esquerdo, em que os animais receberam uma
injecdo de PBS no CPFm direito e uma inje¢do do lesionador acido iboténico (IBO -
10pg/ul) no CPFm esquerdo; (iii) grupo CPFm direito, em que os animais receberam uma
injecdo de PBS no CPFm esquerdo e uma injecdo de IBO no CPFm direito; (iv) e grupo
CPFm bilateral, em que os animais receberam injecao bilateral de IBO em ambos CPFm.
Animais lesionados tiveram evocacdo de memorias espaciais remotas comprometidas no
LAM, enquanto a aquisi¢do de novas memorias espaciais e evoca¢do das mesmas
recentemente adquiridas, mostraram-se preservadas independente da lesdo (esquerda,
direita ou bilateral). Quaisquer lesdes no CPFm ndo causaram déficit locomotor ou
exploratério nos animais; assim como a capacidade de reconhecimento do objeto
previamente explorado mostrou-se intacta em todos os grupos lesionados. De modo
interessante, animais com lesdo no CPFm (esquerda, direita ou bilateral) apresentaram
prejuizos para evocar , ainda na etapa de aquisi¢do, informagdes espaciais no labirinto em
T forcado; tarefa essa que depende de comportamento motivado e tomada de decisdo.
Nenhuma evidéncia de lateralizagdo funcional do CPFm na modulagdo de memorias
episddicas foi observada. Isto posto, o CPFm parece ser uma regido relevante para
evocagdo de memoria episodicas remotas, enquanto a aquisicdo de novas memorias
espaciais e evocacdo recente das mesmas parecem nao dependem essencialmente desse
sitio. Assim como se mostrou fundamental para a aquisicdo de tarefas espaciais em que
o comportamento motivado e tomada de decisdo sdo fatores centrais para aprendizagem
do paradigma (labirinto em T). Apesar das evidencias crescentes de lateralizagdo dessa
estrutura na modulacdo de comportamentos complexos, o CPFm parece depender de
ambos hemisférios atuando em conjunto para o processamento de memorias episodicas.

Palavras-chave: CPFm, lateralizacdo funcional, consolidagdo, evocagdo, memoria
recente € remota.



ABSTRACT

The medial prefrontal cortex (mPFC) has reciprocal connections with the hippocampus
(HPC). Several studies point its importance for processing episodic memories; whereas
some authors defend its exclusive involvement in the storage and recall of remote
memories, others defend its participation since acquisition phase, operating with HPC.
Still, the number of studies that highlight the functional lateralization of this site in
decision making, risk assessment and anxiogenic/anxiolytic states has grown. Gien the
current scenario, the the present study (through experiment II) dedicated to investigate
the contribution of the mPFC in the processing of episodic memories (recognition and
spatial memory - recent and remote) and its possible functional lateralization during
execution of episodic memory tasks (Morris Water Maze - MWM; forced T maze and
Object Recognition Test - ORT). For this purpose, animals were divided into four
experimental groups: (i) vehicle group, in which they received bilateral injections of the
pharmacological vehicle (saline phosphate buffer - PBS) in both mPFC; (ii) left mPFC
group, in which the animals received an injection of PBS in the right mPFC and an
injection of the injector ibotenic acid (IBO -10ug /ul) in the left mPFC; (iii) right mPFC
group, in which the animals received an injection of PBS in the left mPFC and an injection
of IBO in the right mPFC; (iv) and bilateral mPFC group, in which the animals received
bilateral injection of IBO in both mPFC. Lesioned animals had impaired recall of remote
spatial in MWM, whereas the acquisition of new spatial memories and recall of recently
acquired ones, were preserved regardless of the lesion site (left, right or bilateral). None
mPFC manipulation cause locomotor or exploratory deficit in the animals; as well as the
ability to recognize the previously explored object was intact in all leisoned groups.
Interestingly, animals with mPFC lesions (left, right or bilateral) showed impairment
already in the acquisition phase in the forced T maze; a task that depends on motivated
behavior and decision making. No evidence of functional lateralization of the mPFC
during modulation of episodic memories was observed. Hereupon, mPFC seems to be a
relevant region for the recall of remotely acquired episodic memories, whereas the
acquisition of new spatial memories and recall of recent ones seem not to depend
essentially on this region. As well as, the region seems to be fundamental for the
acquisition of spatial tasks in which motivated behavior and decision making are central
factors for learning the paradigm (forced T maze). Despite the growing evidence of
lateralization of this structure in the modulation of complex behaviors, mPFC seems to
depend on both hemispheres acting together to process episodic memories.

Keywords: mPFC, episodic memory, consolidation, recent memory, and remote memory.
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do protocolo experimental do LAM. Cada ponto representa a média didria de laténcia de
escape + E.P.M. N=9 por grupo. *p<0,005 vs. D1 de cada grupo experimental. ANOVA two
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Figura 4. Tempo de retencio nos probe trials. Os graficos mostram o tempo médio nadando
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(3A) e probe trail 2 (3B). As barras representam a média + E.P.M. n=9 por grupo, ANOVA
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Figura 5. Parametros locomotores e exploratérios. A figura 5A apresenta a frequéncia total
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que os animais passaram explorando os objetos idénticos (1 e 2) apresentados durante a etapa
de familiarizagdo. A figura 6B apresenta a média de tempo (s) que os animais passaram
explorando o objeto com o qual foram familiarizados (velho — V) e o novo objeto (N)
apresentado durante o teste de reconhecimento. As barras representam a média de tempo +
E.P.M. N=9 por grupo experimental. ANOVA one way de medidas repetidas seguida pelo
procedimento de BKY'. * representa P<0,005 compara ao tempo explorando o objeto velho de
cada grupo. A linha pontilhada representa o tempo minimo de 20 segundos estipulado para
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Figura 7. Desempenho durante os treinos espaciais. As imagens a seguir apresentam a
média de porcentagem de escolhas corretas (entradas no braco com reforco alimentar
acessivel) como média total dos 60 treinos espaciais (7A) ou como médias didrias (7B). Para
aimagem 7A, as barras representam a média de tempo = E.P.M. N=9 por grupo experimental.
ANOVA one way de medidas repetidas seguida pelo procedimento de BKY. * representa
P<0,005 compara ao GVe. Na imagem 7B, os pontos representam médias didrias de escolhas
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Figura 8. Porcentagem de animais place learners. O gréafico apresenta a porcentagem média
de animais classificados como place learners durante as trés sessdes de probe trials. As barras

representam a média = E.P.M. N=9 por grupo. Teste de Friedman ............ccccccecerverrerininienenncns 100
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1. INTRODUCAO

A nossa intrigante capacidade de registrar experiéncias cotidianas e recupera-las
muito mais tarde em diversos tipos de situacdes depende, basicamente, de dois tipos de
processamento de informagdes. Primeiro, durante o aprendizado, o cérebro deve formar
rapidamente uma representacao neural inicial da nova experiéncia. Em seguida, o cérebro
deve consolidar a nova representacdo em uma organizagdo neural que ¢ otimizada para
recuperacdo quando diante de um estimulo que muitas vezes pode estar apenas
distantemente associado a uma caracteristica dessa experiéncia inicial (PRESTON E
EICHENBAUM, 2013).

Eric Kandel postulou que memdria e aprendizado sdo etapas de um processo continuo;
“aprendizado ¢ o processo pelo qual adquirimos conhecimento acerca do mundo e
memoria € o processo pelo qual esse conhecimento do mundo ¢ codificado, armazenado
e posteriormente recuperado” (KANDEL et al., 2014). Assim, a consolidagdo trata-se de
um processo essencial que “transforma” experiéncias em memorias. Ao longo das tltimas
décadas produziu-se muito conhecimento acerca desse processo bioldgico e atualmente
compreende-se que a consolidagdo ¢ um evento extremamente complexo e envolve
reorganizagdes em ambos os niveis sinaptico e sist€émico (DUDALI, 2004). A consolida¢do
sinaptica ocorre dentro de minutos a horas e induz a estabilizacdo de novas conexdes
sinapticas (SQUIRE E KANDEL, 1999; LEDOUX, 2001; DUDAI, 2004). A
consolidacdo sistémica, por sua vez, trata-se de um processo mais complexo e prolongado
que depende da reorganiza¢do de determinadas regides encefalicas para que possam
armazenar e dar suporte as memorias remotamente adquiridas (SQUIRE E KANDEL,
1999; DUDALI, 2004). Durante a consolidagao sistémica, memorias que inicialmente eram
dependentes do hipocampo (HPC) podem passar a ser armazenadas em outras regides
encefalicas, tais como regides corticais, tornando-se assim, independentes do HPC
(DUDAL 2004). O HPC e o cortex pré-frontal medial (CPFm) parecem estar envolvidos
em diversos aspectos dos processos cognitivos € mnemonicos, incluindo o processo de
consolidagdao de memorias (SQUIRE, 1992; GOLDMAN-RAKIC, 1994, 1995; FUSTER,
1997), constituindo o que atualmente ¢ referido como via de processamento mnemaonico
hipocampo - cortex pré-frontal. Essa via neural parece se originar nas areas CAl e
subiculum do HPC e projeta-se para as areas orbital média e pré-limbica do cortex pré-

frontal (CPF), sendo essas projecdes reciprocas entre esses sitios (ROSENE E VAN
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HOESEN, 1977; IRLE E MARKOWITSCH, 1982; CAVADA. et al., 1983;
GOLDMAN-RAKIC et al., 1984; HELEN, 1995). A consolidagdo sist€émica ¢ um
processo re-organizacional que depende de tempo (FRANKLAND E BONTEMPI,
2005), uma vez que diversas evidéncias experimentais apontam que o HPC desempenha
um papel tempordrio no armazenamento de novas informagdes e que a retengdo
permanente de memorias parece depender de circuitos corticais, tais como os do CPFm
(MCCLELLAND et al., 1995). Apesar de termos gerado muito conhecimento a respeito
do papel do HPC na codificacio de novas memoérias ,0 envolvimento do CPFm na
modulac¢do das memdrias continua sendo objeto de debate.

O CPF trata-se de uma estrutura encefalica que foi definida e assim ganhou
notoriedade apds o trabalho pioneiro de Broadman em que classificou todo o tecido
cortical (CERQUEIRA et al., 2008). Nesta regido encluem-se todas as areas do lobo
frontal que possuem a camada granular IV interna e que posicionem-se rostralmente a
regido (pré) motora agranular. Tais regides, que sdo particularmente desenvolvidas em
humanos, sdao compostas por diversas utras sub-regides distintas que podem ser
concisamente divididas em trés principais por¢des: dorso-lateral, medial (ou cingulado
anterior) e orbital (FUSTER, 1997). Além das distingdes estruturais entre as sub-regides
do CPF, Goldman-Rakic (1995) observou o processamento distinto de fun¢des cognitivas
e emocionais entre as sub-regides do CPF ao estudar primatas. Damasio (2000) ao estudar
o CPF de pacientes com lesdes observou que esta regido parece estar envolvida com o
planejamento e flexibilizagdo comportamental, tomada de decisdo, memoria de trabalho
e processamento emocional.

Inicialmente, acreditava-se que, devido ao tamanho aumentado dos lobos frontais em
primatas (especialmente nos humanos), o CPF fosse uma regido encefalica exclusiva dos
primatas (CERQUEIRA et al., 2008). Entretanto, gracas a estudos comparativos a cerca
dos padrdes de conectividade encefélica entre os mamiferos, hoje ¢ amplamente aceito
que a por¢do frontal do encéfalo de roedores seja equivalente ao CPF de primatas
(UYLINGS et al., 2003). As por¢des que compdem o CPF em roedores podem ser
simplificadamente divididos e duas principais por¢des: uma por¢do medial (cortex pré-
frontal medial — CPFm, abrangendo a area frontal 2 e 4reas cinguladas anteriores ventral
e dorsal, area pré-limbica, infra-limbica e a area orbital medial), e a outra por¢do lateral
e ventral (compreendendo a 4rea insular agranular dorsal, 4rea insular anterior ventral,

areas orbitais lateral e ventral (DALLEY et al., 2004).
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Apesar de ter sido considerada uma estrutura homogénea por muito tempo, estudos
histoquimicos e de conectividade revelam que o CPF, na verdade, representa um grupo
de regides estruturalmente e funcionalmente distintas; lesdes envolvendo o CPFm levam
a prejuizos comportamentais em tarefas que demandam de memoria de trabalho espacial
(KOLB et al.,, 1974; RAGOZZINO et al., 1998), atengao (MUIR et al., 1996;
CHUDASAMA E ROBBINS, 2003), tomada de decisio (HADDON E KILLCROSS,
20006), habituacao (KOLB et al., 1974), entre outras. Ao passo que lesdes envolvendo a
porcdo ventral/lateral do CPF leva a prejuizos em comportamentos de alimentagdo
(KOLB E NONNEMAN, 1975), impulsividade (MOBINI et al., 2002; WINSTANLEY
et al., 2004), memoria de trabalho associada ao odor e sabor (OTTO E EICHENBAUM,
1992; SCHOENBAUM E SETLOW, 2001), entre outros comportamentos.

Diversos estudos apontam para um papel seletivo do CPFm na consolidagdo e
evocagdo de memorias remotas (memorias adquiridas em um passado distante —ao menos
algumas semanas) (BONTEMPI et al., 1999; FRANKLAND et al., 2004; MAVIEL,
2004; TAKASHIMA et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2006). Entretanto, outros trabalhos
apresentam evidéncias de que o CPFm possa, também, desempenhar papel importante no
processamento de memorias recentes (informacdes adquiridas ha 1 ou 2 dias)
(SEAMANS et al., 1995; NARAYANAN E LAUBACH, 2006; CORCORAN E QUIRK,
2007) . Enquanto outros autores defendem que o CPFm trata-se de um sitio enceféalico
que desempenha papel essencial em ambas as memorias; recentes e remotas (BLUM et
al., 2006; QUINN et al., 2008).

Mais recentemente, diversos estudos tem evidenciado que essa regido apresenta
lateralizacdo anatomica e funcional; Costa e colaboradores (2016) demonstraram que o
CPFm apresenta lateralizacdo funcional na modulacdo de estados ansiogénicos em
camundongos expostos ao labirinto em cruz elevado (LCE); a estimulagdo do do CPFm
direito induziu comportamentos ansiogénicos, enquanto que a estimulagdo do hemilateral
esquerdo ndo alterou o comportamento dos animais. Ademais, os autores notaram que o
a inativagdo transitoria do CPFm direito produz um efeito ansiolitico nos animais
expostos ao LCE, ao passo que inativagdo do contralateral induziu estados ansiogénicos.
Tais resultados sugerem que o hemisfério direito e esquerdo do CPFm desempenham
papeis oponiveis na expressao de comportamentos ansiogénicos/ansioliticos em roedores.
Sullivan e Gratton (2002) encontraram resultados muito similares, em que animais com
lesao no CPFm direito passaram mais tempo explorando os bragos abertos no LCE

comparado aos animais controle ou com lesdo no CPFm esquerdo. Em consonancia com
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tais resultados, outras estudos apontam que o hemisfério esquerdo do CPFm ¢ mais
susceptivel aos niveis plasmaticos de corticosterona, e por consequéncia também ao
estresse (CERQUEIRA et al., 2008).

Atualmente ¢ um consenso que a lateralizagdo funcional esta presente em todo subfilo
dos vertebrados (WARD E HOPKINNS, 1993; ANDREW, 1991; RODGERS, 2002;
FRASNELLI, 2013). Possuir um encéfalo lateralizado pode conferir diversas vantagens,
tais como: (i) poupar tecido nervoso evitando assim duplicacdo de fungdes em ambos
hemisférios (LEVY, 1977), (ii) evitar processamento paralelo de informacdes
(RODGERS, 2002), (iii) prevenir a evocacao de respostas simultdneas conflitantes (um
hemisfério controlando todas as acdes de seu contralateral — condicdo especialmente
presente em animais com Orgdos sensoriais posicionados lateralmente) (ANDREW,
1991; VALLORTIGARA, 2000).

No que tange a memoria, alguns estudos aponta evidéncias de que essa funcdo
encefalica também ¢ passivel de lateralizacdo funcional (PASCUAL et al., 2004; GOTO
et al., 2010; SHIPTON et al., 2014) . Pascual e colaboradores (2004) estudando moscas
da fruta Drosophila melanogaster observaram que esses animais, naturalmente possuem
um encéfalo assimétrico e essa condicao anatdmica parece ser essencial para aquisi¢ao e
evocacdo de memoria remotas. Moscas com encéfalo assimétrico (presenca da estrutura
denominada “corpo assimétrico” em apenas um hemisfério) eram capazes de adquirir e
evocar tanto memorias recém adquiridas, quanto as remotamente produzidas sem
prejuizos. Enquanto que moscas com simetria encefélica (presenga do corpo assimétrica
em ambos hemisférios) eram incapazes de evocar memorias remotamente adquiridas, ao
passo que memorias recentes mostravam-se intactas (Figura 1).

Especificamente em roedores, Shipton e colaboradores (2014) observaram que a
memoria pode ser modulada de maneira diferente pelos hemisférios hipocampais. Nesse
estudo, os autores silenciaram a regido CA3 do hipocampo dorsal usando de técnicas
optogenéticas e observaram que o ao silenciar o hemisfério direito ou esquerdo a
evocacdo de memorias recentemente adquiridas era prejudicadas, sem distingao entre os
hemilaterais. Interessantemente, quando avaliaram a capacidade dos animais evocarem
memorias remotamente adquiridas, apenas os animais com hemisfério esquerdo
silenciado tiveram um desempenho comprometido, enquanto animais com o hemisfério
direito silenciado evocavam as memorias tdo bem quanto grupo controle. Tais dados
sugerem que a memoria pode ndo ser apenas uma funcdo cognitiva lateralizada, como

também possuir um processamento assimétrico dependente de tempo, uma vez que
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memorias recém adquiridas parecem nao serem lateralizadas, enquanto as remotamente

adquiridas sim.

Figura 1. Possiveis anatomias encefalicas encontradas em Drosophila melanogaster. A imagem de
microscopia confocal mostrando o corpo assimétrico (seta) em padrao encontrado em animais selvagens,
marcado com anticorpo anti-Fasil. B imagem do encéfalo de algumas moscas que naturalmente apresentam
padrao simétrico (presenca de corpo assimétrico em ambos os hemisférios). Linha pontilhada na imagem
A e B indicam a linha media encefalica. Escala de 20 um.

Adaptado de (PASCUAL et al., 2004).

Considerando que o CPFm ¢ um estrutura chave para o processamento de memorias
episodicas e que trata-se de um sitio passivel de lateralizagdo funcional ; somando-se as
evidéncias de que a memoria pode apresentar processamento lateralizado dependente de
tempo, o presente experimento teve como objetivo avaliar a contribui¢do do CPFm no
processamento de memorias episodicas recém e remotamente adquiridas. Pela primeira
vez, um estudo teve como objetivo investigar se 0 CPFm também desempenha uma
funcdo lateralizada no processamento (aquisi¢do, consolidagdo e recuperacdo) de

memorias episddicas adquiridas recente ou remotamente.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1.Animais

Os animais empregados nesse experimento foram submetidos as mesmas condi¢des

descritas no item 2.1. do Capitulo 2.

2.2.Drogas

As drogas empregadas nesse experimento foram exatamente as mesmas conforme
descrito no item 2.2. do Capitulo 2.

2.3.Procedimentos cirurgicos
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O procedimento cirurgico adotado nesse experimento foi exatamente o mesmo
descrito previamente no item 2.3. do Capitulo 2. Exceto pelas coordenadas estereotaxicas
especificas para lesdo do CPFm, agora utilizando as seguintes medidas: AP: - 6,00 mm
(a partir do bregma), ML: +5,5 mm (a partir da linha média) e DV: -7,5 mm (a partir da
superficie do cranio).

Foram considerados como “acerto” cirurgico, animais nos quais a lesdo cortical
envolveu a regido de cortices pré-limbico e infralimbico (Figura 2). Animais que
receberam injecdes em outras regides encefilicas foram removidos da amostra
experimental. Ao final desse capitulo, na secao 8. Anexos, ¢ possivel observar o perfil de

lesdes neuronais produzidas (Itens 8.1.; 8.2. e 8.3.).

Figura 2. Sitios de inje¢do. A imagem ¢ uma representacdo esquematica dos sitios de injecdo
considerados corretos no procedimento de lesdo do cortex pré-frontal medial. Utilizando-se das
coordenadas estereotaxicas (AP: +3,1; ML: +0,7 ¢ DV: -4,0), foram considerados acertos cirurgicos
quando a droga foi infundida nas regides do cortices pré-limbico e infralimbico. A figura 2A representa
o sitio de inje¢@o no hemisfério esquerdo do cortex pré-frontal medial. A figura 2B representa o sitio de
inje¢ao no hemisfério direito do cortex pré-frontal medial. E a figura 2C representa os sitios de inje¢des
bilaterais no cortex pré-frontal medial.
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A figura foi criada pela autora utilizando-se de imagens retiradas do livro The rat brain atlas in
stereotaxic coordinates dos autores George Paxinos e Charles Watson, 6* ed, 2005.
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2.4.Delineamento experimental

Para esse experimento, foram utilizados 36 individuos divididos aleatoriamente em

4 grupos experimentais, conforme descrito a seguir:

Grupo veiculo (GVe, n=9): Os animais foram utilizados como controle cirtrgico. Dessa
forma, apesar de passarem pela cirurgia, receberam apenas uma injecao de tampao fosfato
- salino (PBS) em ambos os cortices pré-frontal mediais (CPFm);

Grupo CPFm-Di (n=9): Os animais passaram pelo procedimento cirtrgico com uma
injecdo de 4cido iboténico (IBO) no CPFm direito, lesionando-o permanentemente € uma
injecdo de PBS no CPFm esquerdo, como controle cirtrgico;

Grupo CPFm-Es (n=9): Os animais passaram pelo procedimento cirtirgico com uma
injecdo de IBO no CPFm esquerdo, lesionando-o permanentemente e uma inje¢ao de PBS
no CPFm direito, como controle cirurgico;

Grupo CPFm-Bi (n=9): Os animais passaram pelo procedimento cirdrgico com injecao
bilateral de IBO em ambos os cortices pré-frontal mediais lesionando-os

permanentemente.

2.5. Paradigmas comportamentais

Os protocolos comportamentais foram exatamente os mesmos para todos os
experimentos realizados nesse estudo. Assim, a descri¢do contida no item 2.5. do Capitulo

2 também descreve todos os procedimentos realizados para esse experimento.

2.6. Histologia

Os procedimentos histoldgicos empregados nesse experimento foram exatamente os

mesmos descritos no item 2.6. do Capitulo 2.
2.7. Analise Estatistica
Todas as analises estatisticas foram realizadas com o software Prism (StatSoft Inc.,

Tulsa, OK — EUA). Os dados obtidos por meio do LAM (laténcia de escape e tempo de

retengdo em ambos os probe trials 1 e 2) foram submetidos a analise de varidncia
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(ANOVA — one way) para medidas repetidas (fator principal: tratamento experimental —
GVe, CPFm-Di, CPFm-Es e CPFm-Bi) seguido pelo procedimento de Benjamini, Krieger
e Yekutiele (BKY) quando uma diferenga estatisticamente significante era apontada.
Enquanto que os dados referentes a curva de aprendizagem foram submetidos a ANOVA
— two ways (fator 1: tratamento experimental e fator 2: tempo) seguido do procedimento
de BKY. Os dados de porcentagem de escolhas corretas no labirinto em T for¢ado foram
analisados por meio de ANOVA - one way de medidas repetidas (sendo o tratamento
experimental o principal fator — GVe, CPFm-Di, CPFm-Es ¢ CPFm-Bi) seguido pelo
procedimento de BKY; enquanto os dados dos probe trials foram submetidos ao teste de
Friedman. A curva de aprendizagem referente aos treinos espaciais do labirinto em T
for¢ado foi analisada por meio de ANOVA — two ways (fator 1: tratamento experimental
e fator 2: tempo) seguida pelo procedimento de BKY. Todos os dados obtidos no teste de
reconhecimento de objetos foram submetidos a ANOVA — one way de medidas repetida,

sendo o tratamento experimental o principal fator.

3. RESULTADOS
3.1. Labirinto aquatico de Morris

ANOVA one way de medidas repetidas indicou auséncia de efeito entre os grupos
experimentais quando comparou-se a laténcia de escape (F243= 1,7 ¢ P=0,17 — Figura
3A).0s mesmos dados de laténcia de escape foram organizados em uma curva de
aprendizagem, baseada nas médias diarias de cada grupos experimental. ANOVA two
ways (fator 1: tratamento experimental e fator 2: dias experimentais) detectou efeito para
o fator tempo (Fs,192=94,3 e P<0,0001), entretanto nenhum efeito foi observado para o
fator tratamento (F332=1,92 e P=0,15 — Figura 3B). A andlise apontou auséncia de
interagdo entre os fatores (Fs,192=1,5 ¢ P=0,11). Anélise de comparagdo multipla
(procedimento BKY) indicou um diferenca estatisticamente significativa entre o primeiro
dia experimental (D1) e todos os demais dias experimentais (D2 ao D7) para todos os

grupos.
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Figura 3. Desempenho nos treinos espaciais. Imagem 3A apresenta ao tempo médio que os animais
levaram para encontrar a plataforma submersa ao longo dos 35 treinos espaciais no LAM. As barras
representam a média £ EP.M. N=9 por grupo, ANOVA one way. A imagem 3B apresenta o tempo
médio que os animais levaram para encontrar a plataforma em cada dia do protocolo experimental do
LAM. Cada ponto representa a média diaria de laténcia de escape = E.P.M. N=9 por grupo. *p<0,005
vs. D1 de cada grupo experimental. ANOVA two ways (fator 1: tratamento e fator 2: tempo) seguida do
procedimento de BKY.
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Em relacdo aos probe trials, ANOVA one way revelou que ndo houve diferencas
significativas entre os grupos experimentais durante o primeiro probe trial (GVe= 20,1+
1,2; CPFm-Di= 21,1 + 1,3; CPFm-Es= 23,4 + 2.5; CPFm-Bi= 23,5 + 3; F332=0,6 ¢
P=0,62 — Figura 4A). Ao passo que para o probe trial 2 (realizado no 38° dia
experimental) ANOVA one way revelou a presenga de efeito quando comparou o tempo
de retencdo entre os grupos (GVe= 23 = 1,1; CPFm-Di= 17,2 £ 1,5; CPFm-Es= 17,2 +
1,1; CPFm-Bi= 17,9 £ 2.2; F332= 3,23 e P= 0,035 — Figura 4B). O procedimento de

BKY indicou que todos os grupos experimentais diferiram significativamente do GVe.

Figura 4. Tempo de reten¢io nos probe trials. Os graficos mostram o tempo médio nadando sobre o
quadrante que continha previamente a plataforma submersa durante o probe trial 1 (3A) e probe trail 2
(3B). As barras representam a média £ E.P.M. n=9 por grupo, ANOVA one way. * p<0,005 comparado
ao GVe. As linhas pontilhadas indicam o tempo de natag@o ao acaso (25%). ANOVA one way seguida
do procedimento de BKY.
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3.2. Teste de reconhecimento de objetos

Os dados de exploragdo e locomocgao obtidos durante a primeira sessdo de habituacao

ao aparato experimental do teste de reconhecimento de objetos estdo apresentados na

figura 5.

Figura 5. Parametros locomotores e exploratérios. A figura 5A apresenta a frequéncia total de
entradas nos quadrantes do aparato de campo aberto durante a primeira sessdo de habituacdo dos animais.
A figura 5B apresenta a frequéncia média de levantamentos no aparato de campo aberto. A figura 5C
apresenta o tempo médio que os animais passaram realizando o comportamento de grooming durante a
habituag@o ao campo aberto. As barras representam a média de frequéncia tempo = E.P.M. N=9 por
grupo experimental. ANOVA one way ordinaria.
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ANOVA one way indicou auséncia de efeito entre os grupos experimentais durante a
sessdo de familiarizagdo (F7,64y= 0,49 e P= 0,84 — Figura 6A). O tempo médio explorando

cada um dos objetos idénticos esta apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Média de tempo explorando objetos idénticos durante a sessdo de familiarizagdo no teste de
reconhecimento de objetos.

Grupo Experimental Objeto 1 Objeto 2 Valor de P
Grupo Veiculo 25,1 £5,2 (s) 26,1 £2,2 (s) 0,8
Grupo CPFm-Di 243 +2.4(s) 22,9+1,9 (s) 0,7
Grupo CPFm -Es 26,9 2.5 (s) 21,7+ 1,4 (s) 0,2
Grupo CPFm -Bi 24,5+2.1(s) 222+ 1,1(s) 0,5

Para a sessdo de teste de reconhecimento propriamente dita, ANOVA one way indicou
efeito significativo quando comparou o tempo que os animais passaram explorando o
objeto desconhecido contra o tempo explorando o objeto ao qual foram familiarizados
previamente (F(7,56= 8,0 € P=0,0023 — Figura 6B). O procedimento de BKY indicou que
tal efeito foi observado para todos grupos experimentais, sendo que o tempo de

exploracdo do objeto novo superou o tempo de exploracdo do familiarizado (Tabela 2).

Tabela 2. Tempo médio explorando o objeto velho (previamente apresentado na sessdo de familiarizacdo)
¢ 0 objeto novo (apresentado no teste de reconhecimento de objeto).

Grupo Experimental Objeto Velho Objeto Novo Valor de P
Grupo Veiculo 20,340,2 (s) 30,8 3,4 (s) 0,019
Grupo CPFm-Di 20,2+ 0,2 (s) 32,5+3,4(s) 0,008
Grupo CPFm-Es 20,4 +0,4 (s) 26,7£2,5(s) 0,045
Grupo CPFm-Bi 20,0 £ 0,0 (s) 34,3+ 2,7 (s) 0,001
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Figura 6. Teste de reconhecimento de objetos. A figura 6A apresenta o tempo em segundos que os
animais passaram explorando os objetos idénticos (1 e 2) apresentados durante a etapa de familiarizagao.
A figura 6B apresenta a média de tempo (s) que os animais passaram explorando o objeto com o qual
foram familiarizados (velho — V) e o novo objeto (N) apresentado durante o teste de reconhecimento.
As barras representam a média de tempo = E.P.M. N=9 por grupo experimental. ANOVA one way de
medidas repetidas seguida pelo procedimento de BKY. * representa P<0,005 compara ao tempo
explorando o objeto velho de cada grupo. A linha pontilhada representa o tempo minimo de 20 segundos
estipulado para explorar cada objeto.
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Quanto ao tempo que os animais levaram para atingir o critério de finalizag¢ao da tarefa
(explorar cada objeto por ao menos 20 segundos cada), ANOVA one way de medidas
repetidas indicou auséncia de efeito entre os grupos experimentais (F(7,64=0,78 e P=0,6 —

Tabela 3).

Tabela 3. Tempo médio (em segundos) que os animais levaram para atingir o critério da tarefa.

Grupo Experimental Familiarizacio Teste de reconhecimento Valor de P
Grupo Veiculo 235,1 +37,0 (s) 207,2 + 23,6 (s) 0,45 (s)
Grupo CPFm-Di 160,8 + 14,4 (s) 196,4 +27.5 (s) 0,33 (s)
Grupo CPFm -Es 2248 +31,2 (s) 180,8 + 18,0 (s) 0,23 (s)

Grupo CPFm -Bi 211,6 +34.2 (5) 195,2 + 20,6 (s) 0,67 (s)
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3.3. Labirinto em T forc¢ado

Referente aos dados obtidos durante os treinos espaciais, ANOV A one way de medidas
repetidas indicou efeito quando comparou a porcentagem média de escolhas corretas
(F3,428=16,8 e P<0,0001 — Figura 7A). O procedimento de BKY indicou que os grupos
CPFm-Di, CPFm-Es e CPFm-Bi apresentarem porcentagem média de acertos
significativamente menor do que o grupo veiculo (GVe= 67,4 + 1,8%; CPFm-Di=49,6 +
2,6%; CPFm-Es= 49,6 £ 2,9%; CPFm-Bi= 42,6 £ 2,9%; P<0,0001).

Os dados de porcentagem de escolhas corretas também foram usados para a constru¢ao
de uma curva de aprendizagem (Figura 7B) com as médias diarias de acertos. ANOVA
two ways (fator 1: tratamento e fator 2: dias experimentais) apontou presenga de efeito
para o fator tratamento (F332=7,6 e P<0,0001), o procedimento de BKY revelou que o
efeito deu-se principalmente nos dias 10 e 12 do protocolo, em que o grupo CPFm-Bi
diferiu do GVe. Entretanto, nenhum efeito foi observado para o fator tempo (F(11352)=
1,33 e P =0,21), assim como nao houve evidéncias de interagdo entre os fatores (F(33352)=

1,05 e P=0,4).
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Figura 7. Desempenho durante os treinos espaciais. As imagens a seguir apresentam a média de
porcentagem de escolhas corretas (entradas no brago com refor¢o alimentar acessivel) como média total
dos 60 treinos espaciais (7A) ou como médias diarias (7B). Para a imagem 7A, as barras representam a
média de tempo £ E.P.M.. N=9 por grupo experimental. ANOVA one way de medidas repetidas seguida
pelo procedimento de BKY. * representa P<(0,005 compara ao GVe. Na imagem 7B, os pontos
representam médias diarias de escolhas corretas £ E.P.M. N=9 por grupo experimental. ANOVA two
ways (fator 1: tratamento e fator 2: tempo) seguida pelo procedimento de BKY. * representa P<0,005
entre GVe e CPFm-Bi.
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Os resultados oriundos das trés sessdes de probe trials no labirinto em T estdo
sintetizados na figura 8. O teste de Friedman apontou auséncia de efeito entre os grupos
experimentais (HI= 1,18 e P=0,76). Apenas 48,2 £ 9,8 % dos animais do GVe foram
classificados como place learners, enquanto CPFm-Di, CPFm-Es e CPFm-Bi

apresentaram 40,7 = 9,6%; 55,6 £ 9,7 ¢ 51,9 £ 9,8%, respectivamente.
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Figura 8. Porcentagem de animais place learners. O grafico apresenta a porcentagem média de
animais classificados como place learners durante as trés sessdes de probe trials. As barras representam
a média = E.P.M. N=9 por grupo. Teste de Friedman.
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4. DISCUSSAO

No presente estudo, utilizamos acido iboténico como indutor de lesdes excitotoxicas
permanentes no cortex pré-frontal medial (CPFm — cortices pré-limbico e infralimbico).
Os resultados ndo apresentaram nenhuma evidéncia de lateralizacao funcional do CPFm,
ainda que ambos CPFm parecam desempenhar papeis importantes na aprendizagem e
processamento de memorias. No labirinto em T, animais com algum tipo de lesdo:
unilateral (direita ou esquerda) ou bilateral apresentaram porcentagem de escolhas
corretas inferior ao grupo veiculo durante os treinos espaciais, indicando que esses
animais apresentaram desempenho comprometido durante a aquisi¢do da tarefa. No
labirinto aquatico de Morris (LAM), os animais ndo apresentaram prejuizos durante os
treinos espaciais (dias 1 ao 7), nem durante a avaliacio da memoria recentemente
adquirida (probe trial - dia experimental 8); entretanto, animais com lesdao no CPFm
(direita, esquerda ou bilateral) apresentaram tempo de retengdo menor durante o segundo
probe trial comparado ao grupo veiculo (probe trial 2 — 38° dia experimental); indicando
que essa regido pode desempenhar papel importante na evocacdo de memoria
remotamente adquiridas.

Por muito anos acreditou-se que as assimetrias anatomicas e funcionais do encéfalo
fossem uma exclusividade humana. Atualmente, existem evidéncias suficientes para de
que tais assimetrias estdo presentes em todo subfilo dos vertebrados e em muitos
invertebrados, sugerindo uma possivel conservagao dessa caracteristica que pode conferir

algumas vantagens (MCGREW E MARCHANT, 1999; GUNTURKUN et al., 2000;
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RODGERS, 2002). Acredita-se que a lateralizacdo funcional possa “poupar o uso
desnecessario de tecido nervoso”, evitando a duplicacdo de fungdes em ambos
hemisférios. Isso poderia prevenir o processamento paralelo de informagdes, o que
reduziria a probabilidade do animal emitir respostas incompativeis diante do mesmo
estimulo (ANDREW, 1991; ROGERS, 1996; VALLORTIGARA et al., 1999; ROGERS
et al., 2004). Outrossim, possuir um encéfalo lateralizado permite ao animal ser mais
eficiente no processamento de informagdes com origens distintas o que ¢ essencial para
a resolucgdo de tarefas como a navegagao espacial, aprendizagem e memorizacao.

Ainda que alguns estudos recentes reforcam a ideia de que o CPFm trata-se de uma
estrutura com lateralizagdo funcional para o processamento de estados ansioliticos e
ansiogénicos (CLARK E MANES, 2004; COSTA et al., 2016), nossos dados ndo
indicaram qualquer evidéncia de lateralizagao funcional dessa estrutura no processamento
de memorias episodicas (aquisi¢do, consolidagdo e evocacdo) de memdorias recentes ou
remotas. Poucos estudos se propuseram a investigar a lateralizagdo no processamento de
memorias episodicas; entretanto Stevenson (2011), estudando medo condicionado em
ratos, observou que o cortex pré-limbico ¢ uma estrutura essencial para que o
condicionamento ocorra, mas nenhuma evidéncia de lateralizacdo funcional dessa
estrutura foi observada.

Considerando que memorias episodicas sdo eventos bioldgicos altamente complexos
envolvendo diversos componentes (YONELINAS, 2001), tais como informagdes
contextuais, espaciais, objetos e odores, ¢ possivel que a compartimentalizacido
(lateralizagdo) dessa fungdo seja biologicamente incompativel com seu processamento.
Sabe-se que 0 CPFm age como um filtro, controlando aspectos cognitivos e selecionando
a evocagdo de conteudos de informagdes armazenadas em regides distintas do neocortex,
de acordo com a natureza do contetido armazenado (PRESTON E EICHENBAUM,
2013). Assim, ¢ parcimonioso conjeturar que a lateralizacdo da evocacdo de memorias
episodicas, compostas por diversos fatores difusamente distribuidos pelo neocoértex, seja
biologicamente invidvel, dado a diversidade de contetidos envolvidos em uma Unica
memoria episddica. Possivelmente, o processamento de aspectos cognitivos tais como
tomada de decis@o e a expressao de estados ansioliticos/ansiogénicos sejam passiveis de
lateralizacdo funcional, uma vez que possuem menos componentes envolvidos e
consequentemente menor quantidade de regides encefalicas associadas, o que permite sua
compartimentalizagdo e por conseguinte sua otimizacdo (CLARK E MANES, 2004;
CERQUEIRA et al., 2008; COSTA et al., 2016).
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Os dados obtidos no LAM demonstraram que os grupos experimentais apresentaram
laténcia de escape similar durante os treinos espaciais. O que indica que animais com
lesdes uni ou bilaterais no CPFm aprenderam a localizar a plataforma submersa sem
prejuizos, evidenciando que essa regido possivelmente ndo desempenha papel medular
na aprendizagem de informacdes espaciais. De Bruin e colaboradores (1994) e Sullivan
& Gratton (2002a) encontraram resultados similares a esses; lesdes bilaterais do CPFm
ndo alterou a capacidade do animal localizar a plataforma submersa no LAM. Ademais,
a inativa¢do dessa regido ndo afetou a habilidade dos animais aprenderem uma tarefa
espacial no labirinto em cruz e na versao seca do LAM (labirinto de Barnes), como foi
descrito por Ragozzino e colaboradores (RAGOZZINO et al., 1999). Entretanto, ndo sio
todos os estudos que encontraram evidéncias consoantes com os supracitados; no trabalho
publicado por Wang & Cai (WANG E CAI, 2008), os autores observaram que inativagoes
—usando muscimol — de ambos os cortices pré-limbicos aumentou a laténcia de escape
sem comprometer a capacidade de locomocdo dos animais. Ainda, Stevenson (2011),
estudando a contribui¢do da amigdala basolateral e do cortex pré-limbico em paradigmas
de condicionamento ao medo, observaram que a inativagdo bilateral do cortex pré-
limbico prejudicou a expressdo do medo condicionado, mas ndo se observou efeitos
quando a inativa¢do era unilateral (direito ou esquerdo).

Em relagdo aos dados do probe trial do LAM, todos os grupos apresentaram
desempenho similar no probe trial 1; sobrenadaram o quadrante “correto” por mais de 15
segundos, evidenciando a persisténcia do animal em sobrenadar o quadrante que continha
a plataforma submersa previamente. Surpreendentemente, quando testados 30 dias apds
o primeiro probe trial (probe trial 2), todos os grupos com alguma lesdo no CPFm
(direito, esquerdo ou bilateral) apresentaram tempo de retengdo inferior ao do grupo
veiculo. Tais dados faz levantar a hipotese de que o CPFm ¢ uma estrutura chave para a
evocagdo de memorias remotamente adquiridas (adquiridas ha 30 dias), enquanto nao
parece ser crucial para evocacdo de memorias recém adquiridas, ainda que nenhuma
evidéncia de lateralizagdo funcional tenha sido observada.

No labirinto em T for¢ado, observamos que os animais com lesdes no CPFm, unilateral
ou bilateral, apresentaram porcentagem de escolhas corretas inferior ao grupo tratado com
veiculo. Novamente, nenhuma evidéncia de lateralizacdo funcional foi observada, ainda
que essa regido parece ser determinante para a aquisicao apropriada dessa tarefa. Alguns
autores relatam que, em paradigmas baseados na localizacao de refor¢o alimentar, hd uma

intensa ativacdo de neurdnios localizados no CPFm, evidenciando a participagdo dessa
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regido no processo de aquisicao de tarefas dessa natureza (TSE et al., 2011; WANG; TSE;
MORRIS, 2012). Assim, nossos dados corroboram tais estudos, uma vez que lesdes no
CPFm prejudicaram a capacidade dos animais de localizar o reforgo alimentar. Ademais,
0s mesmos autores relatam prejuizos na capacidade dos animais evocarem memorias
recentes e remotas nesse paradigma, quando o CPFm foi inativado farmacologicamente.

Os dados referentes aos probe trials no labirinto em T for¢ado foram inconclusivos,
uma vez que a maior parte dos animais do grupo tratado com veiculo (GVe) adotaram
uma estratégia egocéntrica de navegacao e a heterogeinidade dentro do grupo foi muito
elevada.

O teste de reconhecimento de objetos trata-se de um paradigma importante para
avaliagdo da memoria em roedores (DERE et al., 2005; BEVINS E BESHEER, 2006;
ENNACEUR, 2010). E fundamenta-se na tendéncia natural que os roedores possuem de
procurarem e explorarem novas informagdes contextuais (BERLYNE et al., 1966;
BARNETT E COWAN, 1976; ENNACEUR E MELIANI, 1988). O procedimento
padrdo desse teste ¢ empregado para avaliar a memoria de reconhecimento em uma escala
de tempo relativamente curta (dentro de minutos ou horas — BLASER E HEYSER, 2015).
Diante disso, adotamos um protocolo padronizado publicado por Leger e colaboradores
(2013).

Nessa tarefa, espera-se que animais sem prejuizos aproximem-se com mais frequéncia
e por mais tempo dos objetos desconhecidos comparado aos objetos aos quais ja foram
apresentados previamente durante a sessao de habituagdo. A preferéncia pelo objeto novo
implica na existéncia de uma representacao do objeto familiarizado na memoria do animal
(ENNACEUR, 2010). Nossos dados mostraram que, usando um intervalo de 24 horas
entre sessdo de familiarizagdo e teste de reconhecimento, lesdes no CPFm (uni ou
bilaterais) ndo afetaram a capacidade dos animais reconhecerem o objeto familiarizado;
uma vez que todos os grupos experimentais lesionados (CPFm-Di, CPFm-Es ¢ CPFm-
Bi) apresentaram desempenho similar ao grupo tratado com veiculo (GVe); explorando
0 objeto novo por mais tempo comparado ao objeto familiarizado.

O substrato neuroanatomico que sustenta a ocorréncia apropriada da memoria de
reconhecimento parece depender tanto de regides hipocampais quando corticais (CLARK
et al., 2000; BUCKMASTER, 2004). Diversos estudos tém destacado a importancia do
cortex perirrinal (AGGLETON et al., 2010) e do lobo temporal medial que parecem ser
estruturas essenciais para que a memoria de reconhecimento ocorra apropriadamente

(HAMMOND et al., 2004; ALBASSER et al., 2009), além das areas adjacentes a
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formagao hipocampal, tais como cortices entorrinal e para-hipocampal (HAMMOND et
al., 2004). Tais estruturas (cOrtices perrinal e para-hipocampal) sdo altamente integradas
entre si, no entanto, o cortex perrinal parece desempenhar papel mais determinante na
memoria de reconhecimento recém adquirida, ao passo que o hipocampo parece ser
responsavel pela memoria de reconhecimento remota (REGER et al., 2009).

Ennaceur e colaboradores (ENNACEUR et al., 1997) avaliaram a papel do CPFm na
memoria de reconhecimento. Usando um composto neurotdxico (ndo especificado no
trabalho) os autores induziram lesdes bilaterais no CPFm dos animais e observaram que
a memoria de reconhecimento dos mesmos estava comprometida. Apesar de os autores
terem lesionado as mesmas regides encefalicas que foram objeto de estudo nesse trabalho,
existem diferengas importante entre os protocolos experimentais adotados: (i) a sessdo de
familiarizacdo realizada pelos autores durava trés minutos padronizados, independente
do critério por nés adotados de explorarem os objetos por ao menos 20 segundos cada;
(i) a sessdo de teste ocorria 1 ou 15 minutos ap6s a sessdo de familiarizacao.

Gamiz e Gallo apontaram a importancia da duracdo do intervalo entre sessdes de
familiarizacdo e de teste; uma vez que observaram que ratos idosos apresentavam
memoria de reconhecimento comprometida quando o intervalo entre as sessdes de
familiarizagdo e teste foi de 24 horas; ao passo que nenhum prejuizo foi observado quando
o intervalo adotado foi menor do que 24 horas (GAMIZ E GALLO, 2012). Outros
pesquisadores encontraram resultados similares (BARTOLINI et al., 1996; ENNACEUR
et al., 1997; DE LIMA et al., 2005; DIAS et al., 2007; BURKE et al., 2010). Isto posto,
¢ possivel que os resultados destoantes entre nosso trabalho e o de Ennaceur e
colaboradores (ENNACEUR et al., 1997) seja por conta dessas divergéncias entre os
protocolos experimentais. Considerando o papel importante que o cortex peririnal e areas
associadas desempenham na memoria de reconhecimento, ¢ possivel que nossos animais,
ainda que com lesdes no CPFm, ndo apresentaram prejuizos nessa tarefa devido ao fato
de ainda possuirem essas regides supracitadas preservadas.

J4 ¢ bem sedimentado na comunidade académica que o CPFm desempenha papel
importante nos processos cognitivos tais como tomada de decisdo, aprendizagem baseada
em recompensa e deteccao de erro (HOLROYD et al., 2002; BOTVINICK et al., 2004;
BECHARA E DAMASIO, 2005; RUSHWORTH et al., 2011). No que tange a memdria,
alguns autores destacam a relacdo entre 0 CPFm e o processamento de memoria de
trabalho (NARAYANAN E LAUBACH, 2006); outros em relagdo a memoria recém

adquirira (adquirida ha 1 ou 2 dias - 2007), entretanto a maioria dos estudos apontam para
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a relagdo entre o CPFm e a modulagdo de memorias remotamente adquiridas
(BONTEMPI et al., 1999; FRANKLAND et al., 2004; TAKASHIMA et al., 2006;
TEIXEIRA et al., 2006). Tais evidéncias contrastantes pode ser devido ao fato de que
sempre hd demanda do CPFm quando o contexto ¢ um componente chave que orienta
comportamentos essenciais para a tarefa em questdo, o que pode correr tanto durante a
aquisi¢ao dessa e/ou durante evocagdo de memorias recém ou remotamente adquiridas
(EUSTON et al., 2012).

A consolidagdo ¢ um processo pds-experiéncia que estabiliza tragcos mnemonicos
(EUSTON et al., 2012) e envolve a reorganizagdo em dois niveis: sindptico (ocorrendo
dentro de horas ap6s o treino) e sistémico (DUDAI, 2004). A consolidacdo sist€émica
trata-se de um processo longo, baseado na restrutura¢do de estruturas encefélicas para
oportunizar a retencdo de memorias (SQUIRE E KANDEL, 1999; LEDOUX, 2001;
DUDAI, 2004). Perspectivas mais contemporaneas da consolidagdo sistémica de
memorias sugerem que o hipocampo atua como um sitio temporario de armazenamento
de experiéncias recém adquiridas; enquanto a consolidacdo permanente dessas depende
de redes neurais amplamente distribuidas pelo cortex encefalico (FRANKLAND E
BONTEMPI, 2005). Assim, memorias recém adquiridas seria dependentes do hipocampo
e, ao longo de seu processo de consolidagdo, tornar-se-iam cortico-dependentes; ao passo
que regides corticais, tais como o CPFm, seriam o sitio de acomodac¢ao das redes neurais
responsaveis pelo armazenamento a longo prazo dessas memorias episodicas
(FRANKLAND E BONTEMPI, 2005; EUSTON et al., 2012). Segundo essa proposta, a
consolidagdo mnemonica ¢ um processo reorganizacional dependente de tempo, como
postulado pela Lei de Ribot (RIBOT, 1882).

Diversos trabalhos apresentam evidéncias que reforcam essa hipotese de
reorganiza¢do de memorias dependente de tempo. Maviel e coloboradores (2004), assim
como Frankland e colaboradores (2004), observaram que a inativacdo do CPFm
prejudicou a evocagdo de memorias espaciais remotas, ao passo que medo recém
condicionado ao contexto foi evocado sem prejuizos. Outro estudo interessante,
investigando a atividade neuronal por meio da expressao da proteina c-fos, demonstrou
que o cortex cingulado anterior (CCA - outra sub-regido do CPFm) apresentou expressao
elevada de proteina c-fos logo apds a evocagdo de memorias remotamente adquiridas (ha
um més), enquanto esse padrdo ndo foi observada quando uma memdria recentemente
adquirida (h4 um dia) foi evocada no LAM (TEIXEIRA et al., 2006). Também, no mesmo

estudo, os autores mostraram que a inativagdo do CCA com lidocaina prejudicou a
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expressdo apenas de memorias remotamente adquiridas, enquanto memorias recentes
foram evocadas sem prejuizos.

Resultados semelhantes foram encontrados por Takeraha e colaboradores (2003) em
uma tarefa de condicionamento denominada “trace eye blink conditioning”; e por
Frankland e colaboradores (2004) usando paradigmas de medo condicionado. Bontempi
e colaboradores (1999), usando o labirinto radial com 8 bragos, mediram a atividade
neuronal em zonas corticais (especialmente cortices frontal, cingulado anterior e
temporal) em dois momentos: cinco dias apos a aquisicdo da memoria ou 25 dias apds;
0s autores observaram uma maior atividade neuronal durante a evoca¢ao das memorias
remotamente adquiridas (ha 25 dias) comparado as memorias recentes (adquiridas ha 5
dias). Somando-se a essas evidéncias, Restivo e colaboradores (2009) observaram que a
densidade de espinhas dendriticas no CPFm produzidas pelo condicionamento ao medo
foi consideravelmente maior quando o tecido foi analisado 36 dias apds o
condicionamento comparado a apenas 24 horas apds o condicionamento.

Esses dados realcam que o CPFm desempenha papel essencial na organizacdao de
memorias distribuidas ao longo do neocértex durante a evocagdo de memoria remotas,
como proposto por Frankland e Bontempi (2004). Opostos a essa teoria, Preston e
Eichenbaum (2013) defendem que a aquisicdo de novas memorias dependem do CPFm

desde 0s momentos iniciais.

5. CONCLUSOES

Nossos dados mostram que o CPFm desempenha papel crucial no processamento de
memorias episodicas, especialmente na aquisi¢ao de tarefas espaciais envolvendo reforgo
alimentar (como observado no labirinto em T for¢ado) e durante a evocagdo de memorias
remotas, sem influenciar a evocagdo de memorias espaciais recentes. Em relagdo a
memoria de reconhecimento, nossos dados mostraram que lesdes uni ou bilaterais do
CPFm nao prejudicam o processamento dessa categoria mnemonica quando adotado um
intervalor de 24 horas entre as sessoes de familiarizagao e de teste. Ademais, nossos dados
ndo indicaram quaisquer evidéncias de lateralizagdo funcional no processamento
(aquisicdo, consolidacdo ou evocagdo) de informagdes em tarefas para avaliagdo de

memorias episoddicas.
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7.1. ANEXO 1 - Prancha com imagens representativas da regido lesionada nos
animais pertencentes ao grupo com lesio no hemisfério esquerdo do cortex pré-

frontal medial.
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7.2. ANEXO 2 - Prancha com imagens representativas da regido lesionada nos
animais pertencentes ao grupo com lesio no hemisfério direito do cortex pré-frontal
medial.
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7.3.  ANEXO 3 - Prancha com imagens representativas das regioes lesionadas nos
animais pertencentes ao grupo com lesodes bilaterais do cortex pré-frontal medial.
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CAPITULO 4

O envolvimento do circuito hipocampo - cortex pré-frontal medial na modulagdo de

memorias episodicas recentes e remotas e avaliagdo de lateralizag¢do funcional



Periodico alvo: Behavior Brain Research

RESUMO

A ideia de que memorias podem ser gradualmente reorganizadas ao longo de uma escala
temporal surgiu ainda no século XIV com psicologo francés Ribot. Quase dois séculos
apds a neurociéncia ainda dedica-se para compreender os processos biologicos que
modulam tais aspectos da memoria. Sabe-se que memorias episddicas podem ser
classificadas e distinguidas quanto ao seu tempo de aquisi¢do, sendo as memorias
recentes mais labeis e as remotas mais persistentes e resistentes a perdas e manipulagdes.
Dentre os principais sitios de modulacdo de memorias episddicas, destacam-se o
hipocampo (HPC) e o cortex-pré-frontal medial (CPFm) que estabelecem aferéncias e
eferéncias entre si, articulando-se em um circuito conhecido como hipocampo-cortéx pré-
frontal medial que inquestionavelmente trata-se de um substrato neural chave para o
processamento de memorias. Entretanto, o numero de estudos que dedicam-se ao estudo
desse circuito e suas contribui¢cdes no processamento de memoriais episodicas ainda ¢
exiguo. Ademais, a lateralizacdo de diversas estruturas encefalicas na modulagdo de
comportamentos complexos tem chamado atencdo dos pesquisadores, no entanto,
pouquissimos estudos buscam averiguar a possivel lateralizacdo funcional desse circuito;
sendo esse o primeiro trabalho que se dedica a investigacao desse circuito na consolidacao
temporal de memdrias episddicas e sua possivel lateralizacdo funcional. Assim, este
estudo (experimento III), utilizando lesdes excitotdxicas ipslaterais (esquerda e direita)
com 4cido iboténico (IBO) avaliou a contribui¢ao do circuito para a execucao de tarefas
como o labirinto aquatico de Morris (LAM), teste de reconhecimento de objetos (TRO)
e labirinto em T for¢cado. Para tanto, os animais foram distribuidos em trés grupos
experimentais: (i) grupo veiculo, em que receberam inje¢des bilaterais do veiculo
farmacoldgico (tampao salina fosfato — PBS) em ambos CPFm e ambas por¢des ventrais
do HPC (HPCv); (ii) grupo circuito HPC-CPFm esquerdo, em que os animais receberam
injecdes de PBS nos CPFm e HPCv direitos e inje¢des do lesionador acido iboténico (IBO
-10pg/ul) nos CPFm e HPCv esquerdos; (iii) grupo circuito HPC-CPFm direito, em que
os animais receberam injecdes de PBS no CPFm e HPCv esquerdos e injecdes de IBO
nos CPFm e HPCyv direitos. Os dados do LAM revelam que lesdes no circuito HPC-CPFm
(tanto esquerda quanto direita) prejudicou o desempenho dos animais em todas as etapas:
aquisi¢ao da tarefa e evocacdo de memorias recentes e remotas. Apesar disso, nenhum
prejuizo locomotor e exploratério foi observado nos grupos lesionados, bem como a
memoria de reconhecimento parece nao ter sido afetada pelas manipulacdes
farmacoldgicas. Quanto ao labirinto em T, animais com lesdes do circuito apresentaram
prejuizo na execugdo da tarefa. Assim, o articulagdo do circuito HPC-CPFm parece ser
essencial para o processamento de memorias espaciais, bem como de tarefas espaciais
que envolvam comportamento motivado e tomada de decisdo. Entretanto, nenhum
evidencia de lateralizagdo funcional foi observada nesse estudo.

Palavras-chave: circuito HPC-CPFm, consolidagdo temporal, memoria recente,
memoria remota, memoria episodica.



ABSTRACT

The idea that memories can be gradually reorganized in a time scale emerged in the 19th
century with french psychologist Ribot. Almost two centuries went by and neuroscience
is still dedicated to understand the biological processes that modulate aspects of memory.
Currently, it is known that episodic memories can be classified and distinguished
according to their acquisition time, with recently acquired memories being more labile
and remotely acquired ones more persistent and resistant to losses and manipulations.
Among the main sites of modulation of episodic memories and their temporal
consolidation, the hippocampus (HPC) and the medial prefrontal cortex (mPFC) stand
out, which propitiously establish afferences and efferences, articulating themselves in a
encephalic circuit known as the hippocampus - medial pre-frontal cortex (HPC - mCPF)
which is, unquestionably, a key neural substrate for the processing of memories.
However, the number of studies dedicated to the study of this circuit and their
contributions to the processing of episodic memories is still minor. In addition, the
lateralization of several brain structures in the modulation of complex behaviors has
captured the attention of the scientific community, yet, very few studies have sought to
ascertain the possible functional lateralization of this circuit; this being the first work
dedicated to the investigation of the contribution of this circuit in the temporal
consolidation of episodic memories and their possible functional lateralization. Thus, this
study (experiment III), using ipslateral excitotoxic lesions (left and right) with ibotenic
acid (IBO) evaluated the contribution of the circuit to the execution of tasks such as the
Morris water maze (MWM), object recognition test (ORT) and forced T maze. For that,
animals were divided into three experimental groups: (i) vehicle group, which received
bilateral injections of pharmacological vehicle (saline phosphate buffer - PBS) in both
mPFC and both ventral portions of the HPC (HPCv); (ii) HPC- mPFC left circuit group,
in which animals received injections of PBS in the right mPFC and HPCv and injections
of the IBO (10pg/ul) in the left mPFC and HPCyv; (iii) right HPC - mPFC circuit group,
in which animals received injections of PBS in the left mPFC and HPCv and injections
of IBO in the right mPFC and HPCv. LAM data reveal that lesions in the HPC - mPFC
circuit (both left and right) impaired the animals' performance in all stages: task
acquisition and recall of recent and remote memories. Despite this, no locomotor and
exploratory impairment was observed in the lesioned groups, and the recognition memory
does not appear to have been affected by pharmacological manipulations. For the for °
T-maze, animals with circuit lesioned showed impairment in the execution of the
Thus, the articulation of the HPC- mPFC circuit seems to be essential for the process~ ~
of spatial memories, as well as for spatial tasks that involve motivated behavior
decision making. However, no evidence of functional lateralization was observed in tus
study.

Keywords: HPC-mPFC circuit, temporal consolidation, recent memory, remote memory,
episodic memory.
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1. INTRODUCAO

Nossa fascinante capacidade de registrar experiéncias cotidianas e recuperar essas
memorias muito mais tarde em todos os tipos de situacdes depende de dois tipos de
processamento de informacdes; (i) primeiro, o cérebro forma rapidamente representacoes
neurais iniciais da nova experiéncia durante a etapa de aprendizado; (ii) segundo, o
cérebro deve consolidar a nova representacdo em uma organizagdo otimizada para
recuperacdo quando diante de um estimulo ainda que apenas distantemente associado a
alguma caracteristica da experiéncia inicial (PRESTON E EICHENBAUM, 2013). O
hipocampo (HPC) e o cortex pré-frontal (CPF) estdo criticamente envolvidos em diversos
aspectos da aprendizagem e memorizacdo, € muitas teorias destacam a crescente
importancia das comunicagdes entre HPC e CPF nas fun¢des cognitivas (DAMASIO,
1989; SQUIRE, 1992). Em geral, defende-se que o HPC e o CPF sejam parte de um
sistema Unico de memoria no qual o HPC desempenhe papel duplo; processando
determinados tipos de informagdes e guiando o aprendizado em circuitos neocorticais
(Figura 1 - WICKELGREN, 1979).

Estudos com humanos vitimas de danos extensivos no lobo temporal apontam para a
presenca de amnésia temporariamente graduada que, somando-se a preservagdo de
memorias remotas, formam a base hipotética de que o HPC e estruturas associadas sao
essenciais para o processo de armazenamento de informacdes, enquanto memorias
mnemonicas multimodais sdo armazenadas em sitios neocorticais (SQUIRE, 1992).
Diante de tal cendrio, umas das hipoteses sugere que o HPC possa atuar dirigindo a
informag¢do que seria necessdria para a consolidacdo em circuitos neocorticais
(LAROCHE et al., 2000); essa teoria pode ser melhor entendidas se fizermos uma alusao
a metafora da ferrovia, na qual o hipocampo seria a estrutura responsavel por estabelecer
novas trilhos de percurso, enquanto o CPF seria a regido responsavel por alternar a
locomogdo do trem de maneira flexivel entre os diferentes trilhos tragados pelo HPC

(MILLER E COHEN, 2001).
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Figura 1. Modulacdo das memorias recente e remota pelo circuito hipocampo — cértex pré-frontal
medial. A figura apresenta um esquema que representa a possivel interagdo entre hipocampo e cortex
pré-frontal medial que ¢ tempo dependente. Inicialmente, as memorias sdo codificadas em sitios
hipocampais e corticais (1A); com o processo de maturagdo da memoria, as conexdes entre modulos
corticais sdo fortalecidas e a memoria torna-se independente do hipocampo (1B). Assim, memorias
recém adquiridas seriam dependentes do hipocampo, ao passo que tornam-se independentes deste e mais
dependentes do cortex pré-frontal medial conforme o processo de consolidagdo ocorre a longo prazo
(1C).
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Figura adaptada pela autora, as imagens 1A e 1B extraidas do artigo “The organization of recente and
remote memories” de Frankland e Bontempi (Nature Reviews Neuroscience —2005). A imagem 1C foi
extraida do artigo “The role of medial pré-frontal cortex in memory and decision making” de Euston e
colaboradores (Neuron — 2012).

Trabalhos com humanos e macacos destacam o papel que o CPF desempenha em
funcdes cognitivas tais como memoria de trabalho, um processo de manutengao de uma
representacdo ativa da informacgdo para que esta esteja disponivel para o uso e para
organizagdo e planejamento de respostas (FUSTER, 1984; GOLDMAN-RAKIC et al.,
1984). Usualmente, a representagdo de eventos recentemente adquiridos e planos motores
concorrentes sdo algumas das fun¢des mais caracteristicas do CPF (LAROCHE et al.,
2000). Em roedores, lesdes restritas a por¢ao infra-limbica do cortex pré-frontal medial
(CPFm) produzem prejuizos severos em tarefas espaciais; entretanto ainda muito se
debate sobre se tal déficit seja por prejuizo na memoria de trabalho ou a uma inabilidade
de planejar um sequencia de respostas, ou ambas (GRANON et al., 1994; SEAMANS et
al., 1995; DELATOUR et al., 1996).

Diversos estudos anatomicos utilizando marcadores anterdgrados e retrogrados

evidenciaram que o HPC projeta-se para regides especificas do CPF de ratos, gatos e
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macacos. Em todas essas espécies, as projecdes originam-se da sub-regido CAl e
subiculum e inerva o CPFm e cortex orbito-frontal; ao passo que a por¢ado lateral do CPF
recebe proje¢des muito esparsas ou nem mesmo recebe projecdes hipocampais (ROSENE
E VAN HOESEN, 1977; CAVADA et al., 1983; GOLDMAN-RAKIC et al., 1984; JAY
etal., 1989; JAY E WITTER, 1991; CARMICHAEL E PRICE, 1995; HELEN E BLATT,
1995 - Figura 2).

Figura 2. Representacio esquematica das projecées neuronais existentes entre o cortex pré-frontal
medial e o hipocampo ventral. SUB, subiculum; EC, cortex entorrinal; Amy, amigdala; NAcc; nticleo
accumbens; RE; nucleo reuniens; mPFC, cortex pré-frontal medial.

Imagem extraida do artigo “Prefrontal-Hippocanpal interactions in memory and emotion” de Jin e
Maren (Frontiers in systems neuroscience —2015).

Interessantemente, esse circuito HPC-CPF ¢ estritamente ipsilateral e unidirecional.
Diferente de outras areas neocorticais tais como os cortices perirrinal e entorrinal que sao
reciprocamente conectados com o HPC (WITTER et al., 1989), a area CA1 e subiculum
ndo recebem projecdes diretas do CPF em ratos (SESACK et al., 1989) ou macacos
(GOLDMAN-RAKIC etal., 1984; CARMICHAEL E PRICE, 1995). Estudos anatomicos
detalhados em roedores demonstraram que as aferéncias do HPC para o CPF originam-
se exclusivamente de sitios restritos da subregido CA1 do corno de Amon e do subiculum;
enquanto o giro dentado e sub-regides CA2 e CA3 nio se projetam para o CPF (JAY E
WITTER, 1991). As fibras hipocampais percorrem através da fimbria e fornix, atingindo
o septo lateral, nicleo accumbens, cortex medial orbital e duas sub-regides do CPFm:
cortices infralimbico e pré-limbico. Os neuronios da CAl, exceto na por¢do dorsal do
HPC, e os neurdnios de toda a regido proximal do subiculum (localizado préximo a sub-

regido CAl) inervam o CPF (LAROCHE et al., 2000).
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Estudos eletrofisiologicos em roedores demonstraram que as areas ventral de Cal e
subiculum, quando estimuladas com frequéncias baixas promovem respostas excitatdrias
nos neuronios do CPF (LAROCHE et al., 1990). Em consonancia com as descrigdes
anatomicas, pouquissimos (menos de 6%) neuronios nas areas cinguladas pré-central e
anterior respondem a estimulacdo hipocampal (LAROCHE et al.,, 2000). Estudos
subsequentes esclareceram que as aferéncias excitatorias do HPC para o CPF usam
glutamato com neurotransmissor (JAY et al., 1992). Uma vez que a via excitatoria entre
essa regides se da por meio de neurotransmissdo glutamatérgica, alguns pesquisadores
investigaram a neuroplasticidade desse circuito; a primeira evidéncia de plasticidade
neuronal a longo prazo das sinapses entre HPC e CPF deriva de estudos que mostraram
que estimulagdes tetinicas de alta frequéncia no HPC de ratos anestesiados induzem
potenciagdo de longo prazo (LTP) rapidamente e de forma muito estdvel em sinapses com
o cortex pré-limbico (LAROCHE et al., 1990). Em animais ativos € em movimento, a
LTP no hipocampo para o cortex pré-limbico resultou em um aumento consideravel da
estabilidade sinaptica, que persistiu por diversos dias (JAY et al., 1996).

Quanto ao mecanismo de indugdo, acredita-se que a ativagdo de receptores NMDA
seja fundamental para a indug¢@o de LTP no circuito HPC-CPF (JAY et al., 1995). Uma
vez que, infusdes de antagonista de receptores NMDAs localmente no cortex pré-limbico
bloqueou completamente o desenvolvimento da LTP, enquanto a transmissdo sinaptica
normal ou prévia a LTP ndo foi afetada (TSUMOTO, 1992; BLISS E COLLINGRIDGE,
1993). Enquanto nas sinapses hipocampais o processo de LTP ocorre muito cedo durante
o processo de aprendizagem, as altera¢des nas sinapses do HPC para o CPF sdo mais
tardias, desenvolvendo-se apenas quando a aprendizagem maxima ¢ atingida. Tais
resultados fornecem a primeira evidéncia eletrofisioldgica de que a potenciagao sinaptica
nesse circuito pode servir, ou ao menos estar correlacionada, com um processo que
consolidacdo tardia no qual o HPC atua na estabilizacdo de representagdes dos eventos
aprendidos nos circuitos corticais (LAROCHE et al., 2000). Outrossim, estudos
descreveram aumento na imunoreatividade da proteina c-fos nos cortices pré-limbico e
infralimbico, mas ndo nos coértices motor e cingulado, durante a aquisicdo de tarefas
associativas usando o pareamento entre som e choque elétrico. O bloqueio dessa
expressdao aumentada da c-fos promoveu detrimento da aprendizagem (MORROW et al.,
1999).

Danos ao CPF em primatas ndo humanos e roedores geralmente resultam em défices

comportamentais em tarefas que demandam respostas tardias, que parecem estar
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associados a um aumento da distragdo por pistas sensoriais e inflexibilidade
comportamental devido a capacidade prejudicada de alternar entre estratégias para
resolu¢do da tarefa (LAROCHE et al., 2000). Outros estudos comportamentais em
roedores com lesdo restrita ao cortex pré-limbico do CPFm sugerem que essa regido
exerce papel primordial na memoria de trabalho e planejamento de respostas baseadas
em informacgdes apresentadas previamente (BRITO E BRITO, 1990; GRANON et al.,
1994; SEAMANS et al., 1995; DELATOUR E GISQUET-VERRIER, 1996).

Ante as evidencias discorridas ao longo dessa introducdo, restam poucas duvidas de
que o conhecimento do processamento de informagdes em circuitos neurais complexos e
integradores como o HPC-CPFm ¢ de suma importancia para desvendarmos muitos
pontos, ainda obscuros, sobre a neurobiologia da memoéria e transtornos associadas a
mesma. Assim o presente trabalho (experimento III) objetivo, pela primeira vez até o
presente momento; (i) avaliar a fun¢do do circuito HPC-CPFm na modula¢ao de memoria
episodicas espaciais e de reconhecimento; (ii) investigar a participacdo desse mesmo
circuito na evocagdo de memdorias espaciais recente e remotamente adquiridas; (iii) bem
como analisar a possivel lateralizagdo funcional do mesmo no processamento das fungdes

supracitadas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais

Os animais empregados nesse experimento foram submetidos as mesmas condi¢des

descritas no item 2.1. do Capitulo 2.

2.2. Drogas

As drogas empregadas nesse experimento foram exatamente as mesmas conforme

descrito no item 2.2. do Capitulo 2.

2.3. Procedimentos cirurgicos

O procedimento cirurgico adotado nesse experimento foi exatamente o mesmo
descrito previamente no item 2.3. do Capitulo 2. As coordenadas estereotaxicas

especificas para lesdo do CPFm, foram as seguintes: AP: - 6,00 mm (a partir do bregma),
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ML: +5,5 mm (a partir da linha média) e DV: -7,5 mm (a partir da superficie do cranio).
Ao passo que as coordenadas para lesdo do HPCv foram: AP: - 6,00 mm (a partir do
bregma), ML: £5,5 mm (a partir da linha média) e DV: -7,5 mm (a partir da superficie do
cranio).

Foram considerados como “acerto” cirtirgico, animais nos quais a lesdo cortical
envolveu a regido dos cortices pré-limbico e infralimbico e a lesdo hipocampal contida
entre as regides CA1 ventral e subiculum (Figura 3). Animais que receberam injecdes em
outras regides encefalicas foram removidas da amostra experimental. Ao final desse
capitulo, na secdo 8. Anexos, € possivel observar o perfil de lesdes neuronais produzidas

(Itens 8.1. ¢ 8.2.).

Figura 3. Sitios de injecdo. A imagem ¢ uma representacdo esquematica dos sitios de injegdo
considerados corretos no procedimento de lesdo do circuito hipocampo - cortex pré-frontal medial.
Utilizando-se das coordenadas estereotaxicas (AP: +3,1; ML: £0,7 e DV: -4,0 para o cortex pré-frontal
medial e AP: -6,0; ML: 5,5 e DV: -7,5 para o hipocampo ventral), foram considerados acertos cirurgicos
quando a lesdo neuronal abrangia as regides do cortices pré-limbico e infra-limbico e por¢do ventral da
regido CAl e subiculum. A figura 3A representa os sitios de injegdes no hipocampo ventral e cortex pré-
frontal medial ipsilaterais esquerdos. A figura 3B representa os sitios de injegdes no hipocampo ventral
e cortex pré-frontal medial ipsilaterais direitos.
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A figura foi criada pela autora utilizando-se de imagens retiradas do livro The rat brain atlas in
stereotaxic coordinates dos autores George Paxinos e Charles Watson, 6* ed, 2005.
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2.4. Delineamento experimental

Para esse experimento, foram utilizados 23 individuos divididos aleatoriamente em 3

grupos experimentais, conforme descrito a seguir:

Grupo veiculo (GVe,n=13): Os animais foram utilizados como controle cirirgico. Dessa
forma, apesar de passarem pela cirurgia, receberam apenas uma inje¢do de tampao
fosfato-salino (PBS) em ambos os cortices pré-frontais mediais (CPFm — direito e
esquerdo) e em ambos hemilaterais do hipocampo ventral (HPCv) — direito e esquerdo;
Grupo Cir-Di (n=5): Os animais passaram pelo procedimento cirtirgico com uma injecao
de 4cido iboténico (IBO) no CPFm direito ¢ no HPCv também direito, lesionando-os
permanentemente € uma injecdo de PBS no CPFm esquerdo e HPCv esquerdo, como
controle cirirgico;

Grupo Cir-Es (n=5): Os animais passaram pelo procedimento cirtirgico com uma injecao
de IBO no CPFm esquerdo e no HPCv também esquerdo, lesionando-os
permanentemente € uma injecao de PBS no CPFm direito e HPCv direito, como controle

cirdrgico;

2.5. Paradigmas comportamentais

Os protocolos comportamentais foram exatamente os mesmos para todos os
experimentos realizados nesse estudo. Assim, a descri¢do contida no item 2.5. do Capitulo

2 também descreve todos os procedimentos realizados para esse experimento.

2.6. Histologia

Os procedimentos histoldgicos empregados nesse experimento foram exatamente os

mesmos descritos no item 2.6. do Capitulo 2.

2.7. Analise Estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o sofiware Prism (StatSoft Inc.,

Tulsa, OK — EUA). Os dados obtidos por meio do labirinto aquatico de Morris (LAM -

laténcia de escape e tempo de retencdo em ambos os probe trials 1 e 2) foram submetidos
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a andlise de variancia (ANOVA — one way) para medidas repetidas (fator principal:
tratamento experimental — GVe, CCir-Di, CCir-Es) seguido pelo procedimento de
Benjamini, Krieger e Yekutiele (BKY) quando uma diferenca estatisticamente
significante fosse apontada. Os dados de porcentagem de escolhas corretas no labirinto
em T for¢cado foram analisados por meio de ANOVA - one way de medidas repetidas
(sendo o tratamento experimental o principal fator — GVe, CCir-Di, CCir-Es) seguido
pelo procedimento de BKY; enquanto os dados dos probe trials foram submetidos ao
teste de Friedman. Todos os dados obtidos no teste de reconhecimento de objetos (TRO)
foram submetidos a ANOVA — one way de medidas repetida, sendo o tratamento

experimental o principal fator.

3. RESULTADOS

3.1. Labirinto Aquatico de Morris

Os dados referentes aos treinos espaciais no LAM estdo apresentados na figura 4.
Quando comparou-se a média de laténcia de escape total (obtida ao longo dos 35 treinos
espaciais), ANOVA one way de medidas repetidas apontou a presenca de efeito para o
fator tratamento entre os grupos experimentais (F2,158=3,65 ¢ P=0,028 — Figura 4A). O
procedimento de BKY indicou que tal efeito deu-se entre os grupos GVe e GCir-Di
(GVe=11,8 £ 1,1; GCir-Di=16,8 £ 2,1; P=0,02) e entre GVe e GCir-Es (GCir-Es=16,2 +
2,1; P=0,04). Os mesmos dados de laténcia de escape foram utilizados para a construcao
de uma curva de aprendizagem (Figura 4B); entretanto devido ao numero reduzido de
animais nas amostras dos grupos GCir-Di e GCir-Es; ndo foi possivel realizar a analise
estatistica com rigor; assim o grafico apresenta apenas as médias diarias de laténcia de

escape £ E.P.M.
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Figura 4. Desempenho nos treinos espaciais. Imagem 4A apresenta ao tempo médio que os animais
levaram para encontrar a plataforma submersa ao longo dos 35 treinos espaciais no LAM. As barras
representam a média £ E.PM. N=13 para GVe e N=5 para GCir-Di e GCir-Es. *P<0,005 vs GVe.
ANOVA one way seguida pelo procedimento de BKY. A imagem 4B apresenta o tempo médio que os
animais levaram para encontrar a plataforma em cada dia do protocolo experimental do LAM. Cada
ponto representa a média didria de laténcia de escape = E.P.M. N=13 para GVe e N=5 para GCir-Di e
GCir-Es. *P<0,005 vs. D1 de cada grupo experimental. ANOVA two ways (fator 1: tratamento e fator
2: tempo) seguida do procedimento de BKY.
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Em relacdo aos probe trials, os dados obtidos estdo sumarizados na Figura 5. No
primeiro probe trial, realizado 24 horas apds o tltimo treino espacial, ANOVA one way
ordinaria indicou a presenca de efeito entre os grupos experimentais quando se comparou
o tempo de reten¢do (F220=12,7 e P=0,0003 — Figura 5A). O procedimento de BKY
indicou que tal efeito deu-se entre os grupos GVe e GCir-Di (GVe= 27,0 £ 1,0 e GCir-
Di= 20,2 £ 1,9; P=0,004) e GVe ¢ GCir-Es (GCir-Es= 19,2 £ 0,7; P=0,001). Quanto ao
probe trial 2, ANOVA one way ordinaria também indicou a presenca de efeito entre os
grupos (F.20=10,7 e P= 0,0007 — Figura 5B). Segundo o procedimento de BKY, tal
efeito deu-se entre os grupos GVe e GCir-Di (GVe= 16,7 + 1,2 e GCir-Di= 8,9 £ 1,6;
P=0,004) e entre GVe ¢ GCir-Es (GCir-Es= 8,7 £ 1,2; P=0,0034).



133

Figura 5. Tempo de retencio nos probe trials. Os graficos mostram o tempo médio nadando sobre o
quadrante que continha previamente a plataforma submersa durante o probe trial 1 (SA) e probe trail 2
(5B). As barras representam a média + E.P.M.. N=13 para GVe e N=5 para GCir-Di e GCir-Es. ANOVA
one way ordinaria seguida do procedimento de BKY. * P<0,005 comparado ao GVe. As linhas
pontilhadas indicam o tempo de natacgdo ao acaso (25%).
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3.2. Teste de reconhecimento de objetos

No que concerne os dados de locomogdo e exploragdo, ANOVA one way ordindria
apontou auséncia de efeito tanto para frequéncia de entradas (F(220=0,87 e P=0,43 —
Figura 6A), quanto para frequéncia de levantamentos (F(2,20=0,17 e P= 0,84 — Figura 6B)
e tempo realizando grooming (F20= 1,1 e P=0,35 — Figura 6C).
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Figura 6. Parimetros locomotores e exploratérios. A figura 6A apresenta a frequéncia total de
entradas nos quadrantes do aparato de campo aberto durante a primeira sessdo de habitua¢do dos animais.
A figura 6B apresenta a frequéncia média de levantamentos no aparato de campo aberto. A figura 6C
apresenta o tempo médio que os animais passaram realizando o comportamento de grooming durante a
habituacdo ao campo aberto. As barras representam a média de frequéncia tempo + E.P.M. N=13 para
GVe e N=5 para GCir-Di e GCir-Es. ANOVA one way ordindria.
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Quanto a etapa de familiarizacdo aos objetos, ANOVA one way de medidas repetidas
indicou auséncia de efeito entres os grupos experimentais quando comparou o tempo
explorando cada objeto idéntico aos quais os animais foram expostos (F(s40=0,51 e

P=0,77 — Figura 7A). Esses dados estdo sumarizados na Tabela 1.
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Tabela 1. Média de tempo explorando objetos idénticos durante a sessdo de familiarizagdo no teste de
reconhecimento de objetos.

Grupo Experimental Objeto 1 Objeto 2 Valor de P
Grupo Veiculo 24,9+ 1,6 (s) 243419 (s) 0,99
Grupo Cir-Di 22,8+ 13 (s) 21,5+ 1,0 (s) 0,99
Grupo Cir -Es 21,7+ 1,3 (s) 242+ 1.8 (s) 0,97

Em relagdo ao teste de reconhecimento propriamente dito, ANOVA one way de
medidas repetidas indicou a presenca de efeito quando comparou-se o tempo explorando
0s objetos aos quais ja haviam sido apresentados e os novos objetos (F(s.40=8,6 €
P<0,0001 — Figura 7B). O procedimento de BKY indicou que tal efeito deu-se entre o
tempo explorando objeto velho e novo no grupo GVe (velho= 20,2 + 0,2 e novo= 34 +
2,6; P<0,0001) e no grupo GCir-Es (velho= 20 £ 0 e novo= 32,9 + 3,5; P=0,006);
enquanto que a diferencga entre o tempo explorando objeto velho e novo e velho no GCir-
Di ndo foi significativa (velho=20,1 £ 0,1 e novo= 28,2 + 4,9; P=0,063).

Tendo em consideragcdo o tempo que os animais levaram para atingir o critério de
finalizagdo das tarefas (explorar ambos objetos por ao menos 20 segundos cada) tanto na
sessao de familiarizagdo quanto no teste de reconhecimento efetivamente, ANOVA one

way de medidas repetidas indicou auséncia de efeito entre os grupos experimentais

(F(5,40= 0,83 e P=0,54 — Tabela 2).

Tabela 2. Tempo médio (em segundos) que os animais levaram para atingir o critério da tarefa.

Grupo Experimental Familiarizacio Teste de reconhecimento Valor de P
Grupo Veiculo 187.4 + 13,6 (s) 236,3 £ 16,1 (s) 0,6
Grupo Cir-Di 244.8 + 74,3 (s) 219,2 38,7 (s) 0,99

Grupo Cir -Es 205,0 + 31,7 (s) 185.4 + 23,6 (s) 0,99
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Figura 7. Teste de reconhecimento de objetos. A figura 7A apresenta o tempo em segundos que os
animais passaram explorando os objetos idénticos (01 e 02) apresentados durante a etapa de
familiarizagdo. A figura 7B apresenta a média de tempo que os animais passaram explorando o objeto
com o qual foram familiarizados (velho — V) e o novo objeto (N) apresentado durante o teste de
reconhecimento. As barras representam a média de tempo + E.P.M. N=13 para GVe e N=5 para GCir-
Di e GCir-Es. ANOVA one way de medidas repetidas seguida pelo procedimento de BKY. * representa
P<0,005 compara ao tempo explorando o objeto velho de cada grupo. A linha pontilhada representa o
tempo minimo de 20 segundos estipulado para explorar cada objeto.
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3.3. Labirinto em T forc¢ado

Concernente aos treinos espaciais realizados no labirinto em T, ANOVA one way de
medidas repetidas revelou efeito entre os grupos experimentais quando comparou a
porcentagem média de acertos (entradas nos bragos com alimento acessivel — F(2,273=4,7
e P=0,01 — Figura 8A). O procedimento de BKY constatou que tal efeito deu-se entre os
grupos GVe e GCir-Di (GVe= 65£2,3% e GCir-Di= 55142,4%; P=0,009) e entre GVe e
GCir-Es (GCir-Es=56,7+2,4%; P=0,015). Os mesmos dados foram empregados para a
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constru¢do de uma curva de aprendizagem, distribuindo as porcentagens de acertos em
médias diarias (Figura 8B). Tais dados foram submetidos a uma ANOVA two ways (fator
1= tratamento e fator 2 = tempo experimental) que indicou efeito para o fator tempo
(F11,220=1,86 € P=0,047) e interacdo entre os fatores (F(22,220=1,63 e P=0,04); ao passo
que o fator tratamento per se ndo apresentou efeito segundo essa analise (F220= 0,97 e
P=0,4). Apesar de a ANOVA ter indicado efeito para o fator tempo, o procedimento de

BKY falhou em indicar entre quais grupos esse feito se faria presente.

Figura 8. Desempenho durante os treinos espaciais. As imagens a seguir apresentam a média de
porcentagem de escolhas corretas (entradas no brago com refor¢o alimentar acessivel) como média total
dos 60 treinos espaciais (8A) ou como médias diarias (8B). Para a imagem 5A, as barras representam a
média de tempo + E.P.M. N=13 para GVe e N=5 para GCir-Di e GCir-Es. ANOVA one way de medidas
repetidas seguida pelo procedimento de BKY. * representa P<0,005 comparado ao GVe. Na imagem
5B, os pontos representam médias diarias de escolhas corretas £ E.P.M. N=13 para GVe e N=5 para
GCir-Di e GCir-Es.
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Por fim, os dados referentes aos probe trials no labirinto em T estdo sintetizados na
figura 9. A anélise por meio de ANOVA one way de medidas repetidas apontou auséncia
de efeito entre os grupos quando se comparou a porcentagem de animais classificados
como place learners, ou seja, animais que aprenderam a navegar no paradigma por meio

de aprendizado baseado em pistas alocéntrica (F(2,66=0,52 e P=0,06).

Figura 9. Porcentagem de animais place learners. O grafico apresenta a porcentagem média de
animais classificados como place learners durante as trés sessdes de probe trials. As barras representam
a média + E.P.M. N=13 para GVe e N=5 para GCir-Di e GCir-Es. ANOVA one way de medidas
repetidas.

]
L |

S )
9

N
<

N
<

-_—
L

% de animais place learners
w
<

o

GVe GCir-Di  GGCir-Es

4. DISCUSSAO

Os dados coletados durante o protocolo do LAM indicaram que os animais com lesao
no circuito HPC-CPF, independente do hemisférios lesionado (direito ou esquerdo)
apresentaram desempenho prejudicado ainda na etapa de aquisicdo aprendizagem dessa
tarefa espacial, uma vez que apresentaram médias de laténcia de escape muito superiores
ao do grupo controle; ou seja, levavam mais tempo para encontrar a plataforma submersa.
Esse perfil de défice permaneceu quando analisamos a capacidade de evocacdo dessa
memoria 24 horas apos a finalizagdo dos treinos espaciais (probe trial 1 — memoria
recente) e 30 dias ap0s o primeiro probe trial (probe trial 2 — memoria remota); em ambos
os momentos, animais com lesdo no circuito apresentaram tempo de retengdo inferior ao
dos animais controle; portanto tiveram prejuizos na capacidade de evocar informagdes

tanto logo apos a etapa de aprendizagem como remotamente.
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Comparando os presentes resultados aos de experimentos anteriores, em que
avaliamos separadamente o papel do HPC e do CPFm nos mesmos paradigmas,
percebemos que lesdes restritas ao hipocampo ventral (HPCv) ndo alteraram a capacidade
de aquisicdo de informacdes espaciais, bem como ndo afetou a capacidade de evocar
informagdes espaciais recentemente adquiridas. Entretanto, em lesdes bilaterais, os
animais apresentaram prejuizo na capacidade de evocar as mesmas informagdes
remotamente adquiridas. Quanto ao CPFm per se; encontramos que lesdes nesse sitio ndo
reduziram a capacidade de aquisi¢do da tarefa espacial no LAM, bem como nao
comprometeu a capacidade de evocar memdrias espaciais recentemente adquiridas.
Porém, quando avaliamos a evocacdo de memorias remotamente adquiridas, nota-se que
qualquer lesdo do CPFm (direito, esquerdo ou bilateral) prejudicou claramente o
comportamento dos animais.

Diante de tais dados, levantamos a hipotese de que o perfil de dados que encontramos
ao lesionarmos o circuito HPC-CPF deva-se ao fato de que os dois principais sitios de
articulagdo desse circuito (por¢ao ventral do HPC/subiculum e o cortex pré-limbico no
CPFm) estavam lesionados, portanto a comunicacdo entre essas estruturas ndo mais
existia diretamente. Ainda que a porcao dorsal do hipocampo (HPCd) desses animais
estivesse preservada e apta a codificar/adquirir novas informagdes espaciais, a principal
via de “transmissdao” de tais informagdes para estruturas corticais estava comprometida,
0 que pode justificar o prejuizo (ndo antes observado) dos animais ainda na fase de
aquisicdo da tarefa e que perdurou durante a evocagdo de informagdes tato recém
adquiridas como remotamente.

Apesar de pouquissimos estudos abordarem especificamente o papel do circuito HPC-
CPF no processamento de memorias, Floresco e colaboradores (1997) mostraram que a
desconexdo entre a CA1 ventral/subiculum e o cortex pré-limbico contralateral, por meio
de inativagdes transientes, causaram prejuizo de desempenho seletivo durante a fase de
teste em uma tarefa espacial. Prejuizos similares foram observados quando a inativagao
bilateral da regido CAl/subiculum e cortex pré-limbico foi realizada (Seamans et al.,
1995). Wang e Cai (2008) em um trabalho mais recente em que realizaram a desconexao
reversivel do circuito HPC-CPF (mais especificamente HPCv e cortex pré-limbico)
encontraram resultados oponiveis aos supracitados; dado que animais com inativagao
ipsilateral do HPCv e cortex pré-limbico apresentaram laténcia de escape e tempo de

reten¢do similar ao do grupo controle.
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Vale ressaltar, que os autores descrevem que as lesdes estavam restritas ao cortex pré-
limbico, assim o infra-limbico estaria preservado e quando ao HPCv ndo descrevem
especificamente quais seriam as regides lesionadas (apenas CA1 ou envolvendo também
o subiculum). Assim, € possivel que o principal papel do HPC em relagdo ao CPFm seja
de proporcionar um aprendizado rdpido ao animal, de fato os efeito descritos da
desconexdo HPC-CPFm sdo muito similares aos efeitos observados quando se
inativa/lesiona o CPFm bilateralmente, embasando a ideia de que o CPFm ¢ dependente
do circuito HPC-CPFm para o aprendizado répido e de informacdes contextuais
(FRANKLAND et al., 2004). Novamente, nenhum evidéncia de lateraliza¢do funcional
foi observada.

Os resultados gerados nesse experimento por meio da realizacdo do teste de
reconhecimento de objetos, apontou que apenas o grupo tratado com veiculo da droga e
o grupo com lesdo ipsilateral esquerda do circuito HPC-CPFm exploraram o objeto novo
por mais tempo em relagdo ao objeto familiarizado, preservando assim sua capacidade de
reconhecer o objeto ao qual foram apresentados previamente. Quanto ao grupo com lesao
ipsalteral direita do circuito, nenhum diferenca estaticamente significante foi revelada
quando comparado o tempo de exploragdo dos objetos familiarizado e novo. Tais dados
poderiam ser interpretados com uma possivel lateralizagdo funcional do circuito no
processamento desse paradigma, sendo o hemilateral direito um sitio de maior relevancia
para o reconhecimento e discriminacdo de objetos. Entretanto, se observamos os
resultados obtidos durante o primeiro e segundo experimentos, destacamos que
independente de lesdes uni (direita ou esquerda) ou bilaterais tanto do HPCv e do CPFm
separadamente, nenhum prejuizo foi observado.

Assim, diante do diminuto nimero de animais experimentais por grupo lesionado
(n=5), dos dados prévios gerados, e da média de tempo de exploragdo do objeto novo
maior (28,2 + 0,1 - ainda que ndo significativo P=0,06) comparado ao tempo de
exploragdo do objeto familiarizado (20,06 £ 4,9), ¢ mais parcimonioso assumirmos que
o resultado possa ndo refletir uma lateralizagdo funcional do hemilateral direito para
tarefas de reconhecimento de objetos. Tais dados poderdo ser confirmados perante
aumento de réplicas experimentais por grupo de tratamento.

Até o presente momento, nenhum trabalho ocupou-se de avaliar o envolvimento do
circuito HPC-CPFm especificamente em tarefas de reconhecimento de objeto, o que
restringe e dificulta a exploracdo e extrapolagdo de nossos resultados. Perante aos

numerosos trabalhos que destacam a importancia das regides extra-hipocampais, em
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especial o cortex perirrinal na modulagdo desse tipo de memoria episodica ( HAMMOND
et al., 2004; ALBASSER et al., 2009; AGGLETON et al., 2010), é expectavel nos
deparamos com tais dados, uma vez que em todos os experimentos desenvolvidos nesse
trabalho os animais possuiam seus coOrtex perirrinal e regides para-hipocampais
preservadas.

Referente ao labirinto em T for¢ado, nossos resultados indicaram que animais com
lesdes ipsilaterais direita e esquerda do circuito HPC-CPFm apresentaram prejuizo para
resolver a tarefa espacial comparado ao grupo veiculo, dado que obtiveram porcentagem
de escolhas pelo brago com alimento disponivel inferior ao do grupo veiculo. Esse perfil
de resultados esta em consonancia com os dados obtidos no experimento envolvendo o
CPFm desse estudo, em que grupos com lesdes uni (direita ou esquerda) ou bilaterais
desse sitio também apresentaram desempenho prejudicado no paradigma do labirinto em
T forg¢ado; resultado esse, de certa forma, esperado; dado que o CPFm também estava
lesionado na manipulacao do circuito HPC-CPFm e lesdes envolvendo apenas o HPCyv,
ndo prejudicaram os animais nesse paradigma.

Diante da pouquidade de trabalhos que investigam o papel do circuito HPC-CPF em
tarefas de memoria espacial, artigos dedicados a memoria de trabalho espacial ou ao uso
do paradigma do labirinto em T for¢ado sdo ainda mais escassos. Spellman e
colaboradores (2015), utilizando-se do protocolo de alternacdo espontanea no labirinto
em T para estudo da memoria de trabalho espacial, observaram que a integridade das
aferéncias entre HPCv e CPFm s3o essenciais para a execugdo apropriada dessa tarefa.
Quando inibiam as aferéncias entre esses sitios por técnicas de optogenéticas, os
pesquisadores observaram prejuizos no desempenho dos animais em etapas iniciais,
especificas para a codificacdo das informagdes espaciais. Ao passo que, durante etapas
posteriores de execu¢do da tarefa, tais como durante a manuten¢do ou evocacdo da
informagdo espaciais, a inativagdo das mesmas aferéncias ndo afetou o comportamento
dos animais.

Ainda, os pesquisadores observaram que durante essa fase de codificagdo de
informagdes espaciais, ocorre uma sincronizacdo de oscilagdes do tipo gama entre os
neurdénios do HPCv e CPFm. Em nosso protocolo, trabalhamos com lesdes excitotoxicas
permanentes, de modo que durante todo o protocolo experimental no labirinto em T, os
animais estavam com a comunicagdo entre HPCv e CPFm comprometidas; assim ¢
possivel considerar que comunicacdo comprometida entre esse sitios, possivelmente

levou ao desempenho prejudicado que observamos nesse paradigma.
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Liu e colaboradores, em um trabalho recente (2018), também investigando a memoria
de trabalho espacial, agora no labirinto em Y; assim como no trabalho supracitado
observaram a presenca de atividade neuronal sincronica entre 0 HPCv e o CPFm durante
a execu¢do desse paradigma. Esses autores ainda constataram que atividade neural
iniciada no HPCv e direcionada ao CPFm via aferéncias diretas precede a tomada de
decisdo correta do animal durante a execucdo da tarefa. Assim, os autores propdem que,
em tais situagdes, 0o HPCv parece desempenhar um papel mais determinante na execucao
bem-sucedida da memoria de trabalho espacial quando comparado ao CPFm. Entretanto,
quando direcionamos aten¢do para os dados obtidos ao longo do trés experimentos
desenvolvidos nesse trabalho, observamos que lesdes uni ou bilaterais do HPCv ndo
afetaram o desempenho dos animais no labirinto em T, ao passo que lesdes uni ou
bilaterais do CPFm e lesdes ipsalterais (direita e esquerda) do circuito HPCv-CPFm
prejudicaram o desempenho dos animais nessa mesma tarefa. Dessa forma, nossas dados
contradizem o proposto pelas autores nesse ultimo trabalho citado. De qualquer forma,
em todos os estudos citados, a comunicagao integra entre HPCv ¢ CPFm parece ser

essencial para a execugdo apropriada da memoria de trabalho espacial.

5. CONCLUSOES FINAIS

Diante dos dados gerados nesse estudo ¢ possivel depreender que o HPCv, de fato,
parece ndo ser a sub-regido hipocampal elementar para o processamento de memorias
episodicas espaciais, dado que quaisquer lesdes nesse sitio ndo prejudicaram o
desempenho dos animais nas tarefas aos quais foram submetido. Entretanto, parece
desempenhar papel significativo no processo de evocacdo de memorias episodicas
remotamente adquiridas, dado que animais com lesdes bilaterais nessa regido tiveram
evocacao de memoria prejudicada compara aos demais grupos. Dada a articulag@o intima
dessa estrutura com o CPFm, levantamos a hipdtese de que tal prejuizo se dé por conta
da desconexao entre essas estruturas, uma vez que a evocacao de memoria remotas pelo
CPFm parece ocorrer concomitantemente com ativagdes de neurdnios hipocampais,
possivelmente contribuindo com informacdes a respeito do contexto onde os
comportamentos precisam ser guiados. A inexisténcia de efeitos sobre aquisi¢do de
informagdes e evocagdo das memorias recém adquiridas, possivelmente deva-se ao fato
de que a porc¢ao dorsal do HPC ainda estar preservada, dada a grande importancia que

esta possui para a aquisi¢do e consolidacdo de memorias episodicas.
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Nossos dados sobre CPFm, reforcam a hipdtese de que essa regido participe mais
ativamente da evocacdo de memorias remotas do que das recentes ou até mesmo da fase
de aquisi¢do de informagdes espaciais; dado que nossos dados sugerem um envolvimento
seletivo do CPFm na evocagdo das memorias remotas. Reafirmamos também o papel do
CPFm em tarefas que envolvam avaliagdo de informagdes e tomada de decisdes, dado
que na tarefa com reforco alimentar empregada nesse estudo (labirinto em T) os animais
com CPFm lesionado (uni ou bilateral) tiveram desempenho prejudicado. Assim, em tais
condi¢cdes o CPFm parece ser relevante ainda na fase de aquisi¢do ou expressdao de
memoria de trabalho.

Por fim, os resultados obtidos pelo experimento final, lesdo ipsilateral do circuito
HPC-CPFm; somam-se as ideias previamente postuladas nos experimentos anteriores.
Apesar da integridade do HPCd; a articulagdo entre as por¢des componentes do circuito
HPC-CPFm parece ser fundamental para aquisi¢do e evocagdo de memorias episddicas;
dado que os animais presentaram prejuizos expressivos em fases de aquisicdo das tarefas
e evocacao de memorias independente de seu tempo de aquisicao.

Nenhum efeito foi observado sobre a memoria de reconhecimento, possivelmente por
ser uma func¢do mais associada a tecidos extra-hipocampais, tal como o cortex perirrinal
que esteve preservado durante todas nossas manipulagdes. Apesar das recentes evidéncias
de lateralizagdo do CPFm em tarefas cognitivas e do HPC na aquisi¢do ¢ modulagdo de
memorias, nenhum indicativo de lateralizacdo funcional foi observada nesse estudo;
possivelmente dada a natureza complexa de memorias episddicas e sua riqueza de
informagdes distintas que se articulam.

E valido ressaltar que a memoria (independente de seu contetdo) trata-se de um
processo altamente dindmico e articulado no qual representagdes de
eventos/contextos/experiéncias sdo constantemente atualizados por meio de incorporagao
continua de novas informacdes do ambiente, o que faz dessa capacidade cognitiva um
objeto de estudo altamente complexo e de compreensdo lenta, ainda que muitos
pesquisadores dediquem sua carreira tentando desvendé-la. Existem muitas questdes a
serem atendidas quanto ao papel desse circuito (HPC-CPFm) na modulagdo da memoria
e quais os mecanismos de neuroplasticidade envolvidos nesse processo. Entretanto, hoje
possuimos conhecimento suficiente e metodologias para comecarmos a compreender
como se dé seu funcionamento basal e a partir de entdo langar luz sobre como o mau

funcionamento do mesmo pode estar relacionado a determinadas doencas que afetam a
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capacidade cognitiva do individuo, tais como doenca de Alzheimer ou mesmo a

esquizofrenia.
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7. ANEXOS

7.1. ANEXO 1 - Prancha com imagens representativas dos sitios lesionados nos
animais pertencentes ao grupo com lesdo no circuito hipocampo — cortex pré-frontal
medial esquerdos ipsilaterais.
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7.2. ANEXO 2 - Prancha com imagens representativas dos sitios lesionados nos

animais pertencentes ao grupo com lesdo no circuito hipocampo — cortex pré-
frontal medial direitos ipsilaterais.
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CAPITULO 5

Consideragoes finais e perspectivas futuras
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1. CONSIDERACOES FINAIS

Em face dos resultados apresentados ao longo desse estudo; foi possivel perceber
que o circuito hipocampo-cortex pré-frontal medial (HPC — CPFm) de fato trata-se de
uma via encefilica extremamente importante para o processamento de memorias
episodicas espaciais, dados que manipulagdo nesse circuito como um todo ou em sua
partes separadamente, produziram, em algum nivel, desempenho prejudicado na
execugdo das tarefas pelos animais.

O hipocampo ventral (HPCv), ainda que seja a principal sub-regido hipocampal
com a qual o cortex pré-frontal medial se articula, mostrou-se uma estrutura relacionada
principalmente a evocacdo de memorias espaciais remotamente adquiridas. Enquanto
etapas de aquisi¢do e evocacdo de memdrias espaciais recentes nao foram afetadas pela
manipulacdo dessa estrutura.

O cortex pré-frontal medial per se, mostrou-se ativamente relacionado com a
evocacdo de memorias espaciais independente do seu tempo de aquisicdo, evidenciando
que essa estrutura possa participar ja em etapas iniciais no processamento de memorias
episddicas. Especialmente quando a tarefa envolve comportamentos guiados ou reforgos
positivos, como pudemos observar no labirinto em T for¢ado, em que a lesdo (ainda que
unilateral) do CPFm prejudicou a etapa de aquisi¢ao desse paradigma.

Manipulagdes do circuito HPC-CPFm mostrara-se igualmente criticas para o
processamento de memdarias episddicas, assim como as manipulagdes eram realizadas em
sua sub-regides separadamente. Corroborando as evidencias de que essse circuito de fato,
¢ chave para a biologia de memorias contextuais/episddicas no encéfalo de mamiferos.

Surpreendentemente, nenhum evidéncia de lateralizacdo funcional foi observada
nesse estudo, para nenhuma das regides encefalicas manipuladas e nenhum dos teste
comportamentais elencados para esse estudo. E possivel que devido a natureza complexa
e a riqueza de moddulos distintos que compdem memorias episddicas, a lateralizacio
funcional seja um atributo biologicamente invidvel para o processamento dessas

informacoes.

2. PERSPECTIVAS FUTURAS

Esse estudo foi um dos primeiros (e o primeiro em alguns pontos/aspectos) a

dedicar sua atengdo e esforgos para o estudo HPCv e CPFm no processamento temporal
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de memorias episodicas. Especialmente com um olhar sobre as possibilidades de o
circuito HPC-CPFm e sua partes separadas, atuarem como estruturas bilaterais, com
funcdes e caracteristicas distintas no processamento de memorias, questdo essa que tem
sido historicamente negligenciada pela comunidade de neurocientistas.

Diante de tantos dados produzidos, esse trabalho abre canais para inumeros
desdobramentos e investigagdes que venham a somar e construir um entendimento mais
abrangente desse circuito e dessa fung¢ao bioldgica tdo instigante que ¢ a memoria. Assim,
levantamos algumas instigagdes a serem investigadas; (i) a investigacdo do papel do
HPCv e/ou CPFm no processamento de memorias emocionais, como condicionamento
ao contexto; incluindo-se um perspectiva temporal dessa memdrias (recente e remotas) e
analise de possivel lateralizagdo dessa regido nessas tarefas; (ii) inativagao transiste uni e
bilaterais das regides alvo desse estudo (HPCv e CPFm) durante as diferentes etapas da
memoria (aquisicdo, consolidagdo, evocagdo de memorias recentes e evocagdo de
memorias remotas) para uma analise mais refinada e (iii) estudo das sub-regides das
estruturas alvo desse estudo); como realizar a manipulagdo especificamente o subiculum,
ou CA1/CA2 do HPCv; bem como uma analise das fungdes separadas do cortex pré-
limbico e infralimbico do CPFm na modulacdo da memoria e suas possiveis lateralizagdes
funcionais.

Muitos foram os esfor¢os e contribui¢cdes desse trabalho; entretanto, muito
também permanece a ser estudado e pesquisado acerca da modulagdo da memoria
espacial; seus possiveis substratos encefalicos que permitem o processamento temporal
das mesmas, bem como sua possivel e debatida lateralizag¢ao funcional. O presente estudo
fornece importantes substratos metodologicos, filosoficos, conceituais para fomentar

esforcos continuos nessa area e trazer luz a neurobiologia da memoria.






