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RESUMO

As memorias remotas tém fascinado os clinicos e experimentalistas, sendo um tema
amplamente reconhecido por ter implicagbes na estruturagcdo e organizagdo da
memoria. E sabido que o aprendizado é dependente de mudancas nas estruturas
sinapticas e na plasticidade hipocampal, mudancas estas dependentes de sintese
protéica. No entanto estas memodrias ndo sdo armazenadas permanentemente no
hipocampo. Em humanos e animais, danos no hipocampo interrompem
preferencialmente memorias recentes, poupando as memdrias adquiridas ha mais
tempo. Estes efeitos indicam que as memadrias remotas se tornam independentes do
hipocampo. Neste trabalho, investigamos a patrticipacdo serial do hipocampo e dos
cortices entorrinal, retroesplenial e pré-frontal medial na expressao do traco
mnemaonico aversivo para a tarefa da esquiva inibitoria, distintos dias ap6s o treino.
Para tanto, utilizamos infusfes localizadas nas regifes alvo de muscimol, agonista
GABAA. Nossos resultados indicam e confirmam que o armazenamento e a
evocacdo de memobrias recentes dependem do hipocampo enquanto que, em
estagios posteriores, o hipocampo interage com regides neocorticais, onde as
conexdes cortico-corticais se desenvolvem progressivamente e, direcionam a

estocagem e a lembranca das memdrias remotas.

PALAVRAS-CHAVE: memoria remota. memoéria recente. hipocampo. coértex

entorrinal. cortex retroesplenial. cértex pré-frontal medial.



ABSTRACT

Remote memories have historically raised the interest of physicians and researchers,
because of their importance in structural organization of mnemonic processes.
Learning relies on protein synthesis-dependent modifications in synaptic efficacy.
Consolidated memories, however, are not permanently stored in the hippocampus.
Both in animals and in humans, hipocampal damage hampers recent memories
without affecting older ones, which suggests that remote memories are
hippocampus-independent. Here, we investigated the involvement of the
hippocampus and of the entorhinal, retrosplenial and prefrontal cortices in the
expression and long-term storage of inhibitory avoidance memory. Microinfusions of
the GABA, antagonist muscimol were given into specific brain structures of male
Wistar rats. Our results indicate that the storage and retrieval of recently acquired
memories depend on hipocampal integrity whereas, at later stages in mnemonic
processing, the hippocampus interacts with other neocortical areas, stimulating
connections between different cortical subareas, which then take control of memory
storage.

KEYWORDS: remote memory. recent memory. hippocampus. entorhinal cortex.

retrosplenial cértex. medial frontal cortex.
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1 INTRODUCAO

A capacidade de recordar experiéncias e demonstrar emoc¢fes através da
fala, dos movimentos corporais e por meio de atitudes, torna o0 homem superior as
outras espécies. No entanto, os animais também se comunicam de formas distintas
por ndo disporem da capacidade de falar. Esta forma de comunicacdo que
visualizamos no comportamento do animal, levou o homem ao encontro do
entendimento de muitos conceitos referentes ao cérebro, como a formacdo e o
processamento da memoria.

Os processos basicos que estdo envolvidos na formagdo da memoria sao
caracterizados pela aquisi¢cado, formacao, conservacao e evocacao de informacgdes.
Este conjunto de mecanismos ocorre para que as lembrancas conscientes e
inconscientes facam de cada individuo um ser unico, constituido pelas suas
experiéncias de vida que determinam o que chamamos de personalidade (lzquierdo,
2002; Squire e Kandel, 2003).

O conceito “personalidade” diz unicamente do ser humano, que como bem
sabemos, consegue demonstrar através da conduta e da linguagem seu
aprendizado adquirido ao longo do seu desenvolvimento, o que permite que ele seja
aguilo que recorda, conhece (Izquierdo, 2002).

As memorias sdo formadas a partir de experiéncias diarias, sendo estas
fundamentais para a construcdo da personalidade individual, ou seja, o que nos
torna seres humanos é exatamente a soma do que queremos lembrar com aquilo
gue queremos esquecer (lzquierdo, 2004).

Ao longo da vida, recebemos uma avalanche de informagbes que precisam
ser processadas pelo sistema nervoso. Estas informacgfes sofrem interferéncias
como do estresse ou séo filtradas por mecanismos atencionais e emocionais. Dentre
aguelas que sao relevantes, apenas algumas sédo consolidadas como memoarias de
longa duracéo, e mesmo dentre estas, muitas séo esquecidas (Izquierdo, 2002).

Quanto ao tempo que permanecem armazenadas, as memorias sao ditas de
curta duragdo, com duracdo de poucas horas; de longa duracdo, com permanéncia
de horas ou dias; ou ainda memorias remotas, que sdo as memdrias de longa

duracdo que persistem por muitos meses ou anos. As memorias de longa duracao
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necessitam de sintese de proteina, 0 que ndo ocorre na memdria de curta duracgéo.
(Tabela 1).

Quanto ao seu conteudo, consideramos dois tipos de memoria. Aquela
adquirida com intervencdo da consciéncia € chamada memoria declarativa ou
memoéria explicita, se refere a fatos, eventos ou conhecimentos que possam ser
contados ou relatados pelo individuo. O segundo tipo de memoria relacionado ao
conteudo € a memodria ndo-declarativa ou implicita, que diz das capacidades e
habilidades motoras do individuo, as quais sao dificeis de serem descritas ou faladas
por ele (Tabela 2). Nadar, dirigir um automovel e digitar sdo exemplos de memorias

procedimentais.
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Tabela 1 Classificacdo das memarias de acordo com o tempo que perduram

Tempo de permanéncia

Caracteristicas

Memérias Sensoriais

Memorias de Curta Duracgéo
(MCD)

Memorias de Longa
Duracéo (MLD)

Poucos segundos.

Menos de 3 horas.

Dias, meses, anos, a vida

toda.

Retém a breve impressdo de um estimulo apés este ter desaparecido, ou seja, depois que o sistema

sensorial correspondente deixa de enviar informagédo ao cérebro.

Permite manter “na mente” e em um estado ativo e facilimente acessivel, uma pequena quantidade de

informacao.

Contém itens informacionais de diversas indoles altamente interconectados entre si os quais se encontram

armazenados de maneira mais ou menos permanente constituindo um sistema de arquivo dindmico.
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Tabela 2 Classificacdo das memorias de longa duracdo de acordo com o conteudo.

Caracteristicas

Subdivisdes e caracteristicas

Episddicas
o Informagbes que usualmente sabemos
Explicitas/ i
. que possuimos e a qual temos acesso
Declarativas )
consciente. AL
Semanticas
Representacdo
perceptual
Informagbes as quais ndo temos acesso Procedimentos
o consciente, tal como a informagao obtida a
Implicitas/ . . .
. . partir de aprendizados simples como
N&o-declarativas ) )
aqueles derivados pelo treino em tarefas
de condicionamento classico e habituag&o. Associativa

Nao associativa

Guardam informacdes acerca de nossa propria vida.

Armazenam informacdes acerca do mundo que nos rodeia, mas que lembramos
sem saber como, quando e onde as adquirimos.

Representacdes (imagens, sons) sem significado aparente conhecido, mas Uteis
como dicas facilitatérias da evocagdo de informagdes inerentes; memoria pré-

consciente (priming).

Habitos, habilidades, regras.

Associa dois ou mais estimulos (condicionamento classico), ou um estimulo a uma

resposta (condicionamento operante).

Atenua uma resposta (habituacdo) ou a aumenta (sensibilizagdo) através da

repeticdo de um mesmo estimulo.
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As memorias declarativas podem ser subdivididas em episédicas ou
semanticas. As episodicas sdo as nossas memorias autobiograficas, aquelas
referentes a eventos aos quais assistimos, participamos, ou seja, vivenciamos ao
longo de nossas vidas. J& as memorias semanticas, carregam informacdes que sao
de conhecimento geral, como o conhecimento em psicologia, lingua portuguesa ou
contos populares. Todas as memorias, independente do tipo, ndo sdo adquiridas na
sua forma definitiva, e durante os primeiros minutos ou horas sdo suscetiveis a
interferéncias geradas por novas situacfes que venham a ocorrer, assim como por
outras experiéncias, drogas ou tratamentos (McGaugh, 2000; Izquierdo et al., 2002).

A formacédo desses dois tipos de memorias, assim como de outros, depende
de diversos processos bioquimicos e metabdlicos que sdo desencadeados em
distintas estruturas cerebrais. Enquanto as memdrias explicitas requerem a
integridade do lobo temporal medial, que compreende o hipocampo, o giro denteado
e 0 complexo subicular, juntamente com os cértices entorrinal (ENTO), perirrinal e
para-hipocampal; as memoérias implicitas envolvem diferentes estruturas como a
amigdala, os ganglios da base e o cerebelo (Albright et al., 2000; Lees e Jones,
2000; Izquierdo, 2002; Squire et al., 2007).

Os mecanismos neurofisiolégicos e neuroquimicos que desencadeiam o0s
processos mnemonicos sdo um dos temas mais fascinantes da neurociéncia e
objeto de diversos estudos had muito tempo. A formacdo de memdérias envolve
alteracdes na representacao neural, através de eventos plasticos que modificam a
comunicacdo entre neurbnios (Dudai, 1989), sendo que, eventos plasticos podem
incluir alteracGes na estrutura, na distribuicdo e no niumero de sinapses (Rusakov et
al., 1997; Woolf, 1998; Geinisman, 2000).

No processo pelo qual as informacbes sdo armazenadas, chamado
consolidacdo da memoria, ocorrem diferentes eventos moleculares, como a
transcricdo e traducdo génica, conseqientemente a sintese de novas proteinas
necessarias para modificagbes funcionais e estruturais (Izquierdo et al., 2006).
Postula-se que estes requisitos moleculares decorrentes do processo de
consolidacdo da memoria sdo apenas 0S passos iniciais de uma seérie de eventos
que evoluem por um periodo prolongado, em diferentes regides do ceérebro
(Izquierdo e Medina, 1997; Izquierdo et al., 2006).

Uma das perguntas fundamentais das neurociéncias e que ainda nao tem

uma resposta refere-se a onde e de que maneira se armazenam nossas memaorias.
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A falta de uma resposta satisfatoria para esta pergunta deve-se, em parte, ao fato de
que durante décadas a formagdo de memorias tem sido entendida (e estudada)
como um fenbmeno sequencial, no qual a informacdo torna-se progressivamente
mais resistente na medida em que passa pelos sucessivos estagios de um processo
de consolidacdo continuo que, uma vez concluido, resulta em um traco mnemaénico
imutavel e imune a acdo de agentes amnésicos, denominado memoria de longa
duracdo (MLD; McGaugh, 1966). Ainda que indubitavelmente frutifera (Izquierdo e
Medina 1997; McGaugh, 2000) e extremamente Utili na hora de explicar o0s
mecanismos bioquimicos envolvidos no processamento inicial da informacao
adquirida (Izquierdo et al., 2006), a nocéo de que a formac&do de memorias € produto
de um mecanismo sequencial e unidirecional, levou a suposicdo de que ela é
vulneravel ao valor da experiéncia que lhe deu origem ou de alteracdes no estado
neuro-humoral (naturais ou farmacologicamente induzidas) do sujeito.

A formacdo da memdria de longa duracdo envolve uma série de processos
metabdlicos no hipocampo e em outras estruturas cerebrais, processos que
compreendem diversas fases e que requerem entre trés e oito horas de duracao.
Enquanto esses processos ndo estiverem concluidos, a memoéria estara sujeita a
alteracodes.

O hipocampo é uma estrutura cerebral bilateral localizada no lobo temporal e
€ um importante componente do sistema limbico, desempenhando um papel
fundamental na formacdo de memorias de curto e longo prazo (lzquierdo et al.,
1998a), sendo que diferentes areas corticais aferentes e eferentes interagem com
esta estrutura para regular a aquisicdo e o armazenamento de novas informacoes
(Izquierdo et al., 1998b), entre elas os cértices ENTO, perirrinal e pré-frontal medial
(CPFm).

As informacbes que chegam ao hipocampo percorrem a subarea CA1, apés
escalas no ENTO, giro denteado e subarea CA3. A subarea CALl projeta, por sua
vez, para o subiculo, e este para 0 ENTO. O ENTO recebe fibras de, e emite fibras
para todas as demais regides do coértex. Diversos estudos correlacionaram lesdes no
hipocampo ou de suas conexdes extrinsecas, com o prejuizo em tarefas de memaoria
espacial (Izquierdo e Medina, 1997; Muir, 2001). O hipocampo pode armazenar a
memoria de longo prazo durante horas ou dias, transferindo-a gradativamente para
regides especificas do cortex cerebral. Suas conexfes via ENTO possibilitam a

comparacao entre as condi¢cdes de uma experiéncia atual com outras similares mais
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antigas. Com dano parcial no hipocampo, sdo produzidos varios graus de amnésia
e, quando totalmente destruido, nada mais é gravado e pouco pode ser recordado.
Porém memorias mais antigas permanecem inalteradas, corroborando com a
hipétese que o local final de armazenamento das memoérias se desloca do
hipocampo para outras estruturas (Bevilaqua et al.,1997; Izquierdo e Medina,1997;
Izquierdo et al.,1997,1998).

Uma das teorias da consolidacdo da memoria postula que o armazenamento
e a evocacdo de memdrias recentes dependem do hipocampo enquanto que, em
estagios posteriores, o hipocampo interage com regides neocorticais, onde as
conexdes corticocorticais se desenvolvem progressivamente e, direcionam a
estocagem e a lembranca das memdérias remotas (Squire e Alvarez, 1995; Squire et
al., 2004, Frankland e Bontempi, 2005; Squire e Bayley, 2007).

Evidéncias experimentais utilizando imagens, sugerem que existe uma
ativacdo sequencial do hipocampo e do CPFm (Bontempi et al., 1999). Mais ainda,
outros estudos mostraram que a inducdo de genes imediatos, e a expressdo de
proteinas no crescimento axonal (Routtenberg et al., 2000; Frankland et al., 2004;
Maviel et al., 2004; Frankland e Bontempi, 2005) sustentam a idéia de que estruturas
extra hipocampais s@o requeridas na consolidacdo de memodrias remotas (Teng e
Squire, 1999; Rosenbaum et al., 2000) e que a transformacdo de um traco
originalmente débil em resistente envolve também a ativacdo coordenada do
hipocampo e areas corticais, incluindo o CPFm, CCA e retroesplenial (RETRO).

As memodrias, no entanto, parecem nao ser literalmente transferidas do
hipocampo para o neocortex conforme consolidadas ao longo do tempo. Varios
modelos propdem que o hipocampo tem um papel privilegiado em organizar a
estocagem das memdérias remotas que pode consistir em modificar dinamicamente
as conectividades nas redes corticais (McClelland et al., 1995; Squire e Alvarez,
1995). Este papel sugere intuitivamente que ocorrem mudangas na morfologia dos
neurdnios corticais ou hipocampais durante a formagdo de memdrias recentes ou
remotas (Leuner et al., 2003; Knafo et al., 2004; Restivo et al., 2006).

A consolidacdo de memadrias em uma forma estavel e de longa duragdo é um
topico de investigagdo cientifica tedrico e empirico (McGaugh, 2000; Squire et al.,
2004; Frankland e Bontempi, 2005; Wiltgen et al., 2005a). Independente dos
circuitos cerebrais em que se baseiam diferentes formas de memorias, a

contribuicdo especifica de uma regido pode depender da idade daguela memoria
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(Ribot, 1882; Squire, 1992; Knowlton e Fanselow, 1998; Frankland e Bontempi,
2005). A teoria da consolidacdo sugere que as memorias sdo gradualmente re-
organizadas assim como as regioes cerebrais responsaveis pelo armazenamento e
evocacao das memorias se modificam (Marr, 1971; McClelland et al., 1995; Squire e
Alvarez, 1995). As primeiras evidéncias disto advém de modelos de amnésia
retrograda graduados temporalmente em pacientes que sofreram dano no lobo
temporal (Scoville e Milner, 1957). Padrdes similares sdo observados em animais
usando manipula¢gdes no hipocampo via uma variedade de procedimentos, incluindo
discriminagédo de objetos (Zola-Morgan e Squire, 1990), medo condicionado ao
contexto (Kim e Fanselow, 1992; Anagnostaras et al., 1999), condicionamento ao
piscar de olhos (Kim et al., 1995; Takehara et al., 2002) e, preferéncia ao sabor
(Clark et al., 2002).

Nos ultimos anos ocorreram mudancas na direcdo da identificacdo das
regides extra hipocampais que mantém as memorias de longa duracédo e, uma das
regides implicadas € o CPFm. O hipocampo e o CPFm estdo funcionalmente inter-
relacionados através de padrbes de atividade correlacionados que podem ser
importantes para a consolidacdo da memoéria (Jay e Witter 1991; Siapas e Wilson
1998; Sutherland e McNaughton 2000; Siapas et al., 2005). Bontempi e
colaboradores (1999) mostraram que a atividade metabolica no CPFm aumenta com
longos intervalos de retencdo, e que existe um gradiente temporal para ativacdo de
Zif-268 e Fos no CPFm apds o treino na tarefa de medo condicionado ao contexto
(Frankland et al., 2004).

Experimentos que buscam avaliar a localizacdo das memdrias remotas,
mostram que lesdes no CPFm prejudicam severamente a resposta condicionada
(CR) adquirida ha mais tempo, porém tem pequeno efeito sobre CR recentes (Squire
e Bayley, 2007)

Outra estrutura que participa dos aspectos envolvidos com a memoria,
fazendo conexdes com o hipocampo é o ENTO (Izquierdo, 2002), assim como
intermediando os sinais da formacdo hipocampal e 0 neocortex associativo (Bear,
Connors e Paradino, 1995; Zilles e Wree, 1995; Martin, 1996) é o cortex cingulado.
Esta dltima estrutura esta dividida em regido anterior e regido posterior, sendo que a
regido esta ultima também é chamada de RETRO (Zilles e Wree, 1995), onde a LTP
e LDP tem sido descritas (Hedberg e Stanton, 1995). Pouco se sabe a respeito da

ligagdo do RETRO com a memoria. No rato, o RETRO é dominado por reciprocas
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conexdes com o nucleo anterior dorsal e o nucleo lateral dorsal do talamo, assim
como com 0 hipocampo. O nucleo anterior do tdlamo, RETRO e o hipocampo
dependem um do outro no aprendizado espacial. O RETRO faz ainda, reciprocas
ligacbes com o coértex pré- frontal dorsolateral, porém ndo se sabe se existe e qual
seria a Unica contribuicdo mnemonica dele (Vann et al., 2009).

A formacé&o de novas memdrias envolve mudancas na estrutura sinaptica e na
plasticidade hipocampal, mudancas estas dependentes de sintese protéica. No
entanto estas memorias ndo sdo armazenadas permanentemente no hipocampo.
Em humanos e animais, danos no hipocampo interrompem preferencialmente
memodrias recentes, poupando as memoérias adquiridas ha mais tempo. Estes efeitos
indicam que as memorias remotas tornam-se independentes do hipocampo, por isso
a importancia de estar buscando as outras estruturas que as memarias percorrem

ao longo do cérebro durante o processo de armazenamento.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a participacdo serial ou paralela de diferentes estruturas cerebrais

na expressao do traco mnemonico aversivo com distintas idades.

2.2 Objetivos Especificos

Investigar o papel do hipocampo para a expressdo da memdéria aversiva com

distintas idades.

Elucidar o envolvimento do cortex entorrinal para a expressao da memoria

aversiva com distintas idades.

Avaliar a importancia do cértex retroesplenial para a expressdo da memdria

aversiva com distintas idades.

Estudar a importancia do CPFm para a expressao da memoria aversiva com

distintas idades.

Investigar se a participacdo destas diferentes estruturas (hipocampo e
cortices entorrinal, retroesplenial e pré-frontal medial) € sequencial conforme avanca

a idade do traco mneménico.

Estudar que estruturas estdo envolvidas com o deslocamento da informacao

com o passar do tempo.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostra

A amostra foi constituida por ratos Wistar machos adultos, com
aproximadamente 3 meses de idade, com um peso médio de 330 a 400 gramas. Os

animais foram submetidos & cirurgia estereotaxica, como seré descrito a seguir.

3.2 Animais Experimentais

Os animais selecionados para 0s experimentos permaneceram alojados em
caixas-moradia, agrupados em 5 animais por caixa, em ambiente climatizado
(temperatura de 21-23° C), submetidos a um ciclo claro/escuro de 12 horas, com
agua e comida ad libitum. Os animais foram adquiridos da Fundacédo Estadual de
Producdo e Pesquisa em Saude (FEPPS) e mantidos no biotério do Centro de
Memoria do Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS. Foram tomadas
precaucdes com o intuito de minimizar o sofrimento dos animais e de reduzir o
namero de animais utilizados. Todos 0s experimentos realizados estiveram de
acordo com as normas dos “Principles of laboratory animal care” (NIH publication N°
85-23, revised 1996).

3.2.1 Cirurgia Estereotatica

Para fim de experimentacdo farmacologica, os animais utilizados foram
submetidos a cirurgia estereotatica (Figura 1) para implantacdo bilateral de canulas
guia de 0,2 mm de calibre, posicionadas na regido CAl do hipocampo dorsal (AP -
4,2; LL £ 3,0; DV - 2,0) e nos cortices prée-frontal medial (AP + 3,2; LL £ 0,8; DV -
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3,0), retroesplenial (AP - 3,9; LL £ 0,4; DV - 1,8) e entorrinal (AP - 6,7; LL + 3,8; DV -
9,2; INCL 10°) segundo o Atlas de Paxinos e Watson (1986).

Todo o procedimento foi realizado com os animais previamente anestesiados
com ketamina, juntamente com Xilazina, que tem efeito sedativo, miorrelaxante e
analgésico, administrados intra-peritonealmente (i.p.), nas doses de 75 mg/Kg e 10
mg/Kg, respectivamente. Uma vez recuperados da anestesia, 0S animais eram
recolocados em suas caixas-moradia. Os mesmos ficaram em recuperacao durante

quatro dias antes de serem submetidos a qualquer procedimento.

Figura 1 Foto de um animal sendo submetido a cirurgia estereotatica.

3.2.2 Manipulagéo

No quinto dia apés a cirurgia, os animais foram submetidos a duas sessdes
de manipulacdo. Durante cada sessdo, os animais eram levados do biotério até a
sala onde os experimentos seriam conduzidos, retirados da gaiola e manuseados
durante 3 minutos.



23

3.3 Protocolos experimentais

3.3.1 Esquiva inibitéria

A esquiva inibitoria trata-se de um paradigma de condicionamento ao medo
muito utilizado, no qual o estimulo condicionado é a parte segura da caixa, a
plataforma, o estimulo incondicionado € um choque nas patas do animal quando o
mesmo desce da plataforma e a resposta condicionada é o fato de permanecer na
area segura (sobre a plataforma), resultando no aumento da laténcia de descida da
plataforma apds a exposi¢cdo ao estimulo incondicionado (Bevilagua et al., 2003;
Cammarota et al., 2004).

O aparato utilizado na tarefa de esquiva inibitoria consiste em uma caixa nas
dimensdes 50 x 25 x 25 cm (L x A x C), com uma plataforma do lado esquerdo,
medindo 5 cm de altura, 8 cm de largura e 25 cm de comprimento (Figura 2). O
assoalho desta caixa é constituido por barras metalicas que conduzem corrente
elétrica. A sessdo de treino consistiu em colocar gentimente o animal sobre a
plataforma. Quando o animal descia da plataforma com as quatro patas no assoalho
metdlico, recebia um choque elétrico de 0,8 mA por 2 segundos, sendo retirado
imediatamente da caixa. A retencdo da memoria na esquiva inibitoria foi avaliada em
uma sessao de teste realizada 2, 14, 28 ou 42 dias ap0s o treino. Nesta sessédo o
animal foi novamente colocado sobre a plataforma e foi contabilizado o tempo que o
mesmo levava para descer com as quatro patas na grade, nesta sesséo de teste o

animal ndo recebe choque.

Figura 2 Fotografia da caixa de Esquiva Inibitoria. Note o animal sobre a plataforma.
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3.3.2 Campo Aberto

A fim de verificar se a atividade locomotora e o comportamento exploratério
dos animais ndo estavam alterados devido aos tratamentos farmacolégicos, utilizou-
se a tarefa denominada de campo aberto. O aparelho utilizado nesta tarefa consiste
em uma caixa de madeira com dimensfes de 60 x 40 x 50 cm (comprimento X
profundidade x altura) com a sua parede frontal de vidro transparente, sendo o
assoalho da caixa dividido em 12 quadrantes iguais (Figura 3). A tarefa consiste em
colocar gentilmente o animal na arena do campo aberto para explorar a caixa
livremente por 5 minutos. Foram registrados o numero de linhas cruzadas e o
namero de elevacdes sobre as patas traseiras (em inglés rearings), que sao
tomados como indicadores de locomocédo e atividade exploratéria respectivamente
(Bonini et al., 2006).

Figura 3 Campo Aberto. Foto do aparato utilizado para avaliacdo da atividade locomotora e o
comportamento exploratério dos animais.

3.3.3 Labirinto em Cruz Elevado

O labirinto em cruz elevado constitui um modelo comportamental utilizado em
estudos para a compreensao de processos neurobiolégicos associados a ansiedade
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(Da Silva et al., 2006). O aparato consiste de dois bracos abertos, medindo 50 x 10
cm, dispostos perpendicularmente a dois bragos fechados por paredes laterais
desprovidas de teto, medindo 50 x 10 x 40 cm. O labirinto fica elevado a uma altura
de 1 metro do chéo (Figura 4).

Os animais foram individualmente colocados no centro do labirinto em cruz
elevado e ficavam livres para explora-lo durante uma sesséo de 5 minutos. Foram
registrados o numero total de entradas nos quatro bracos, bem como o niumero de
entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos (Bevilaqua et al., 2003; Kerr
et al., 2005).

Figura 4 Fotografia de um rato sendo submetido ao Labirinto em Cruz Elevado.

3.3.4 Analise histoldgica

Aposs o término do experimento comportamental, infundimos azul de metileno
4% no mesmo volume utilizado para a infusdo dos farmacos de acordo com cada
regido estudada. Os animais foram sacrificados através de decapitacdo 15 minutos
apos a infusdo, tempo de difusdo do corante. O encéfalo foi retirado e colocado em
formol 10% por pelo menos 4 dias, com um volume de formol 3 vezes maior que o
volume do encéfalo. Apds esse periodo o encéfalo era fatiado e corado pra a analise
da regido atingida (Figura 5). Apenas dados de animais com as canulas implantadas

corretamente foram incluidos nas analises estatisticas.
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Figura 5 Representacdo esquematica de cortes histolégicos de hemisfério cerebral. A parte
grifada mostra a 4rea alvo das infusdes realizadas nos experimentos apresentados nesta dissertacéo;
em A regido CA1 do hipocampo dorsal (AP - 4,2; LL + 3,0; DV - 2,0), em B ENTO (AP - 6,7; LL + 3,8;
DV - 9,2; INCL 10°), em C RETRO (AP - 3,9; LL+0,4; DV - 1,8) e em D CPFm (AP + 3,2; LL + 0,8;
DV - 3,0). Animais nos quais a infusdo de azul de metileno, realizada durante a verificagdo de
posicionamento das cénulas, estava fora da area indicada acima ndo foram considerados durante a
andlise dos dados.

3.4 Tratamento farmacoldgico

Utilizamos neste estudo o Muscimol (MUS). Esta droga € um agonista dos
receptores GABAA. Com a ligag&o de seu agonista, o receptor GABAA apresenta um
efeito inibidor instantdneo e reversivel, causando uma imediata supressdo da
atividade celular da area atingida pela infuséo, motivo pelo qual foi objeto de escolha
neste trabalho. Através da infusdo de MUS pode-se inibir temporariamente uma

regido especifica sem afetar outras regides que estdo no entorno.
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A dose utilizada (0,1 pg/ul) dissolvida em solugdo salina (10ug/ul) foi
determinada baseada em experimentos pilotos e/ou estudos prévios mostrando o
efeito do composto sobre o aprendizado ou desempenho comportamental.

Para a realizacdo do tratamento farmacolégico utilizou-se uma micro-seringa
Hamilton, acoplada a um tubo de polietileno com uma agulha de infusdo (0,05 mm
de diametro). O volume de infuséo variou de acordo com a regido estudada. Assim
na regido CA1 do hipocampo dorsal e nos CPFm e RETRO infundimos 1,0 ul/lado e
no ENTO infundimos 0,5 pl/lado. A infuséo foi realizada com o auxilio de uma
bomba de infusdo (KDScientific) a uma velocidade de 0,5 pl/min. Ao término, a
agulha de infusdo era deixada no local por 60 segundos adicionais para evitar
refluxo (Figura 6). Nos animais controles, realizou-se o mesmo procedimento, no
entanto, fazendo uso de solugéo salina 0,9%.

A infusdo do farmaco foi realizada 15 minutos antes de cada teste, o animal
previamente treinado recebia a infusdo de MUS na regido CA1 do hipocampo dorsal
ou nos cortices ENTO, RETRO e CPFm e 15 minutos mais tarde era novamente
colocado sobre a plataforma para a avaliacdo da laténcia de descida. O
procedimento utilizado na sesséo de teste era idéntico ao empregado na sessao de
treino, exceto que ao descer da plataforma o animal ndo recebia choque.

Nos experimentos comportamentais complementares os animais receberam
infusdo de MUS 15 minutos antes de serem treinados no campo aberto ou no

labirinto em cruz elevado.

Figura 6 Fotografia ilustrando o procedimento de infusdo de farmacos através das canulas-guia
esteriotaxicamente implantadas.
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3.5 Anédlise Estatistica

Para a andlise dos dados obtidos na tarefa de esquiva inibitéria foram
utilizados testes de estatistica paramétrica, sendo eles: ANOVA de uma via seguida
pelo teste de comparacao multipla de Dunnett. Para a analise dos dados das tarefas
de Campo Aberto e do Labirinto em Cruz Elevado foi utilizado teste t de Student.
Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software Prism Graph-Pad 5.1.



4 RESULTADOS

4.1  Ainfuséo intra-hipocampal de MUS 15 minutos antes do teste de 2 e 14
dias apo6s o treino na tarefa da esquiva inibitéria impede a expressdo da

memaoria aversiva.

O estudo da consolidagdo da memoria em sua forma perduravel e estavel ao
longo do tempo € um topico de consideravel especulacéo cientifica tanto tedrica e
pratica (McGaugh, 2000; Squire et al., 2004; Frankland e Bontempi, 2005; Wiltgen et
al., 2005a). Independente dos circuitos cerebrais em gque se baseiam os distintos
tipos de memoéria e, dentro de um particular tipo de memoria, a contribuicdo de uma
regido especifica pode depender da idade desta memoéria (Ribot, 1882; Squire,
1992; Knowlton e Fanselow, 1998; Frankland e Bontempi, 2005).

Uma influente teoria da consolidacdo da memoéria postula que a
armazenagem e a evocacdo de memdrias recentes dependem do hipocampo e que,
em estagios tardios, o hipocampo interage com regides neocorticais onde as
coneccles cortico-corticais se desenvolvem e passam a governar a estocagem e a
evocacdo das memoérias remotas (Squire e Alvarez, 1995; Squire et al., 2004;
Frankland e Bontempi, 2005; Squire e Bayley, 2007).

Neste trabalho decidimos investigar em primeiro lugar se a inibicdo da regiao
CA1 do hipocampo dorsal 15 min antes do teste na tarefa da esquiva inibitéria (El)
impede a expressdo da memdria relacionada a esta tarefa. Para tal, treinamos
animais na El como descrito na metodologia e dividimos estes animais em 4 grupos
distintos que foram testados 2, 14, 28 ou 42 dias ap0s o treino. Quinze minutos
antes do teste os animais receberam infusdo bilateral de veiculo (VEH) ou MUS (1
ul/lado — 0,1 pg/ul), um agonista dos receptores gabaérgicos, na regido CA1 do
hipocampo dorsal. Como se pode observar na Figura 7, a administracdo de MUS na
regido CA1 15 min antes do teste de 2 e 14 dias bloqueou a expressdo da memoaria
aversiva (representada aqui pela laténcia de descida da plataforma) se comparada
ao respectivo grupo controle. No entanto este efeito amnésico ndo € observado nos
animais que receberam a infusdo de MUS 15 min antes do teste realizado 28 ou 42

dias apos o treino.
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Além disso, podemos observar no grafico um declinio da laténcia de descida
da plataforma de acordo com o tempo e este decaimento € estatisticamente
significativo. No entanto, nos testes de 28 e 42 dias, onde as medias das laténcias
sdo menores, ainda podemos observar que 0S animais apresentam memoaria se

comparados as laténcias registradas no dia do treino.
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Figura 7 A expressdo da memoria aversiva requer a participacao da regido CA1 do Hipocampo
Dorsal 2 e 14 dias ap6s o treino. Animais foram treinados na tarefa de El e divididos em 4 distintos
grupos que foram testados 2, 14, 28 ou 42 dias mais tarde. Quinze minutos antes do teste estes
animais receberam infuséo bilateral na regido CAl do hipocampo dorsal de veiculo (VEH; solucédo
salina 0,9 %) ou muscimol (MUS — 0,1 pg/ul; 1 pl/lado). As barras representam média * erro padrao
das laténcias de descida durante o treino (TR) e durante os testes de retencéo realizados 2, 14, 28 ou
42 dias poés-treino. Foram utilizados 12 animais por grupo.

4.2 A infuséo intra-cortex entorrinal de MUS 15 minutos antes do teste de 2,
14 e 28 dias ap6s o treino na tarefa da esquiva inibitéria impede a expressao

da memboéria aversiva.

A teoria da consolidacdo sugere que as memorias sdo gradualmente
reorganizadas fazendo com que as regibes cerebrais responsaveis pelo
armazenamento e evocacao do traco mnemonico sejam modificadas ao longo do
tempo (Marr, 1971; McClelland et al., 1995; Squire e Alvarez, 1995). As memarias,
no entanto, nado parecem ser literalmente transferidas do hipocampo para o

neocortex como elas foram consolidadas. Varios modelos propuseram que o
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hipocampo desempenha um papel privilegiado na organizagdo da estocagem das
memorias remotas que consiste em modificar dinamicamente a conectividade e
distribuicdo pra as redes corticais (McClelland et al., 1995; Squire e Alvarez,1995).
Apesar disto, varios estudos indicam que as memoérias mais velhas tornam-se
independentes do hipocampo.

Apbs termos verificado que o MUS impede a expressdo da memaria aversiva
qguando infundido no hipocampo antes do teste de 2 e 14 dias decidimos investigar
se a inibicdo do ENTO interfere na expressdao da memoria aversiva. Para isso,
treinamos animais como descrito na metodologia e dividimos estes animais em 4
grupos diferentes, que foram testados 2, 14, 28 e 42 dias apés o treino. Quinze
minutos antes do teste os animais receberam infuséo bilateral de VEH ou MUS (0,1
ul/lado — 0,1 pg/ul), um agonista dos receptores gabaérgicos, no ENTO. Como se
pode observar na Figura 8, a administracdo de MUS no ENTO 15 min antes do teste
bloqueou a expressdo da memoria aversiva (representada aqui pela laténcia de
descida da plataforma) tanto do teste de 2 e 14 quanto de 28 dias, se comparada ao
respectivo grupo controle. No entanto este efeito amnésico ndo € observado nos
animais que receberam a infusdo de MUS 15 min antes do teste de 42 dias apos o
treino.

Além disso, podemos observar no grafico um declinio da laténcia de descida
da plataforma de acordo com o tempo e este decaimento € estatisticamente
significativo. No entanto, no teste 42 dias, onde a media da laténcia € menor, ainda
podemos observar que os animais apresentam memaoria se comparados as laténcias

dos animais treinados.



32

3501 VEH

@l MUS
300+

k%

2501 |

200- *
150+

1004

Laténcia de descida (s)

3]
e

—1
TR 2 14 28 42
Dias pos-treino

Figura 8 A express@o da memoria aversiva requer a participacdo do ENTO 2, 14 e 28 dias ap6s
0 treino. Animais foram treinados na tarefa de El e divididos em 4 distintos grupos que foram
testados 2, 14, 28 ou 42 dias mais tarde. Quinze minutos antes do teste estes animais receberam
infusdo bilateral no ENTO de veiculo (VEH; solugdo salina 0,9 %) ou muscimol (MUS — 0,1 pg/ul; 0,1
ul/lado). As barras representam média + erro padrdo das laténcias de descida durante o treino (TR) e
durante os testes de retencéo realizados 2, 14, 28 ou 42 dias p6s-treino. Foram utilizados 12 animais
por grupo.

4.3 Ainfuséo intra-retroesplenial de MUS 15 minutos antes do teste na tarefa

da esquiva inibitéria ndo impede a expressdo da memdéria aversiva.

Na tentativa de investigar outro possivel sitio de armazenamento de
memorias remotas e apos termos verificado que o MUS impede a expressao da
memoria aversiva quando infundido no hipocampo antes do teste de 2 e 14 dias e no
ENTO quando infundido antes do teste de 2, 14 e 28 dias decidimos investigar se a
inibicdo do RETRO interfere na expressdo da memoria aversiva. Para isso,
treinamos animais como descrito na metodologia e dividimos estes animais em 4
grupos diferentes, que foram testados 2, 14, 28 e 42 dias apds o treino. Quinze
minutos antes do teste os animais receberam infusédo bilateral de veiculo (VEH) ou
MUS (1,0 pl/lado — 0,1 ug/ul), um agonista dos receptores gabaérgicos, no RETRO.
Como se pode observar na Figura 9, a administracdo de MUS no RETRO 15 min
antes de qualguer um dos testes realizados ndo blogueou a expressao da memoria

aversiva (representada aqui pela laténcia de descida da plataforma).
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Além disso, podemos observar no grafico um declinio da laténcia de descida
da plataforma de acordo com o tempo e este decaimento € estatisticamente
significativo. No entanto, no teste de 42 dias, onde a media da laténcia € menor,
ainda podemos observar que os animais apresentam memoria se comparados as

laténcias dos animais treinados.
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Figura 9 A express@o da memdria aversiva ndo requer a participacdo do RETRO. Animais foram
treinados na tarefa de El e divididos em 4 distintos grupos que foram testados 2, 14, 28 ou 42 dias
mais tarde. Quinze minutos antes do teste estes animais receberam infuséo bilateral no RETRO de
veiculo (VEH; solugéo salina 0,9 %) ou muscimol (MUS — 0,1 pg/ul; 1 yl/lado). As barras representam
média + erro padrdo das laténcias de descida durante o treino (TR) e durante os testes de retencao
realizados 2, 14, 28 ou 42 dias pés-treino. Foram utilizados 12 animais por grupo.

4.4 A infusdo intra-cortex pré-frontal medial de MUS 15 minutos antes do

teste natarefa da esquiva inibitoria impede a expressdo da memaoria aversiva.

Nos ultimos anos, ocorreram mudancas na tentativa de identificar as regides
extrahipocampais que mantém as memorias de longa duragédo e o CPFm tem sido
implicado diretamente. O hipocampo e o CPFm estdao funcionalmente inter-
relacionados em atividades arroladas a consolidacdo de memoérias (Jay e Witter,
1991; Siapas e Wilson, 1998; Sutherland e McNaughton, 2000; Siapas et al., 2005).
Devido a isso, apos termos verificado que o MUS impede a expressdo da memoria

aversiva quando infundido no hipocampo antes do teste de 2 e 14 dias e no ENTO
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antes dos testes de 2, 14 e 28 dias e, ndo havendo encontrado nenhuma inibigdo no
RETRO, decidimos investigar se a inibicdo do CPFm interfere na expressao da
memoria aversiva. Para isso, treinamos animais como descrito na metodologia e
dividimos estes animais em 4 grupos diferentes, que foram testados 2, 14, 28 e 42
dias apos o treino. Quinze minutos antes do teste os animais receberam infusdo
bilateral de veiculo (VEH) ou MUS (1,0 plllado — 0,1 pg/ul), um agonista dos
receptores gabaérgicos, no cortex pré-frontal. Como se pode observar na Figura 10,
a administracdo de MUS nesta estrutura 15 min antes do teste bloqueou a
expressdo da memoria aversiva (representada aqui pela laténcia de descida da
plataforma) em todos os testes realizados (2, 14, 28 e 42 dias), se comparada ao
respectivo grupo controle.

Além disso, podemos observar no grafico um declinio da laténcia de descida
da plataforma de acordo com o tempo e este decaimento € estatisticamente
significativo. No entanto, no teste de 42 dias, onde a media da laténcia € menor,
ainda podemos observar que 0s animais apresentam memoria se comparados as

laténcias dos animais treinados.
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Figura 10 A expressdo da memdria aversiva requer a participagdo do CPFm 14, 28 e 42 dias
apods o treino. Animais foram treinados na tarefa de El e divididos em 4 distintos grupos que foram
testados 2, 14, 28 ou 42 dias mais tarde. Quinze minutos antes do teste estes animais receberam
infusdo bilateral no CPFm de veiculo (VEH; solugdo salina 0,9 %) ou muscimol (MUS — 0,1 pg/ul; 1
pl/lado). As barras representam média * erro padrdo das laténcias de descida durante o treino (TR) e
durante os testes de reten¢do realizados 2, 14, 28 ou 42 dias p0Os-treino. Foram utilizados 12 animais
por grupo.
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45 A infusdo de muscimol na regido CAl do hipocampo dorsal ou nos
cortices entorrinal, retroesplenial e pré-frontal medial, 15 minutos antes do

teste ndo afeta a atividade exploratéria e locomotora ou o estado de ansiedade.

Para averiguar se a infusdo intra-hipocampal e intra-cortices ENTO, RETRO e
CPFm de MUS exerceria alguma agédo no estado de ansiedade ou na atividade
exploratdria dos animais que pudesse mascarar a evoca¢do da memoria de longa
duracdo estudada, infundimos bilateralmente VEH ou MUS e submetemos os
animais a uma sessdo comportamental no campo aberto ou no labirinto em cruz
elevado 15 min apds a infusdo. Como se pode observar na figura 11 A e B o MUS
nao alterou nem o numero de cruzamentos nem o namero de elevacdes durante
uma sessao comportamental de 5 min de dura¢cdo num campo aberto. Similarmente,
a infusdo de MUS ndo afetou o numero de entradas totais, 0 nimero de entradas
nos bragos abertos nem o tempo total gasto nos bragos abertos durante uma sessao
de 5 min no labirinto em cruz elevado (Figura 12 A, B e C). Em conjunto estes
resultados indicam que quando infundido em qualquer das estruturas estudadas 15
min antes da avaliagdo comportamental MUS n&o modifica nem a atividade motora

nem o estado de ansiedade dos animais.
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Figura 11 A infus8o de muscimol 15 minutos antes de uma sessdo comportamental ndo afeta a
atividade locomotora e exploratoria. Animais com canulas estereotaxicamente implantadas na
regido CAl do hipocampo dorsal e nos cortices entorrinal (ENTO), retroesplenial (RETRO) e pré-
frontal medial (CPFm) receberam infus@es bilaterais de veiculo (VEH; solucdo salina 0,9 %) ou
muscimol (MUS — 0,1 pg/ul; 1 pl/lado) 15 min antes de uma sessdo comportamental de campo aberto.
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Em A as barras representam média + erro padrdo do numero de cruzamentos e em B do nimero de
elevagdes contabilizados durante a sessdo de teste. Foram utilizados 10 animais por grupo.
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Figura 12 A infusdo de muscimol 15 minutos antes de uma sessédo comportamental nédo afeta o
estado de ansiedade. Animais com céanulas estereotaxicamente implantadas na regido CAl do
hipocampo dorsal (CA1) e nos cortices entorrinal (ENTO), retroesplenial (RETRO) e pré-frontal medial
(CPFm) receberam infusdes bilaterais de veiculo (VEH; solugéo salina 0,9 %) ou muscimol (MUS —
0,1 pg/ul; 1 pl/lado) 15 min antes de uma sessdo comportamental de labirinto em cruz elevado. Em A
as barras representam média + erro padrdo do ndmero total de entradas nos bracos abertos e
fechados, em B do numero de entradas nos bracos abertos e em C da porcentagem de tempo gasto
nos bracgos abertos. Foram utilizados 10 animais por grupo.

Estes resultados complementares também estdo expressos sob a forma de tabela
(Tabela 3).
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Tabela 3 A infusdo de muscimol na regido CA1 do hipocampo dorsal ou nos cortices entorrinal, retoesplenial e pré-frontal
medial, 15 minutos antes do teste ndo afeta a atividade exploratéria e locomotora ou o estado de ansiedade.

CAl ENTO RETRO CPFm
VEH MUS VEH MUS VEH MUS VEH MUS
Total de entradas 20.3+1.9 18.3+2.9 23.3+29 19.3+19 19.3+29 193+15 183+1.9 195+21
Entrada nos bracos abertos 8.2+09 7.2+19 82+13 7613 9.2+19 74+10 7.2+09 94+15
% Tempo nos brag¢os abertos 25.6+4.1 21.6+5.1 27.6+5.1 22.6+6.1 24.6 £4.5 23.6+3.1 226+4.1 21.0+6.4
Cruzamentos 77.3+6.8 80.3x7.8 80.3+£9.9 74377 78.3+7.8 84.3+8.5 75.3+6.8 81.4+8.6
Elevacdes 18.8+2.0 21.8+3.0 21.0+20 16.8+2.0 19.8+15 21.0+23 17.8+2.0 214+28

Muscimol (MUS - 0,1 pg/ul; 1 plllado) foi infundido bilateralmente na regido CA1l do hipocampo dorsal (CAl), nos cortices entorrinal (ENTO),
retroesplenial (RETRO) e pré-frontal medial (CPFm), 15 min antes de uma sessao comportamental de Campo Aberto ou Labirinto em Cruz Elevado. Os
dados estédo expressos como média (z erro padrdo) do nimero total de entradas, nimero de entradas nos bracos abertos e porcentagem de tempo nos
bracos abertos (Labirinto em Cruz Elevado; n= 10 por grupo) e nimero de total de cruzamentos e eleva¢des (Campo Aberto; n= 10 por grupo). VEH =
veiculo. Um grupo distinto de animais foi utilizado para cada paradigma comportamental.



5 DISCUSSAO

O medo é considerado um mecanismo defensivo que representa uma
adaptacao evolutiva em proteger-se do perigo. Enquanto que alguns tipos de medo
sao inatos (como por exemplo, barulhos altos evocam medo em criancas recém
nascidas), outros tipos se caracterizam por ser rapidamente adquiridos e
permanecer por muito tempo. Entre estes esta o medo a diferentes estimulos, o que
permite que os animais possam responder adaptivamente as mudancgas ambientais.
Em situacbes experimentais, o0 condicionamento classico pavioviano e suas
variacbes como, por exemplo, a tarefa da esquiva inibitoria (El), tornou-se uma
excelente escolha para o estudo das bases moleculares, celulares e anatdmicas da
formacao e retencdo das memodrias.

A teoria da consolidacdo da memoria sugere que as memoérias sejam
gradualmente re-organizadas assim como as regifes cerebrais responsaveis pelo
seu armazenamento e evocacado (Marr, 1971; McClelland et al., 1995; Squire e
Alvarez, 1995). Esta teoria diz que o traco mneménico néo é definitivamente fixado
ao mesmo tempo em que € codificado, mas passa por um processo gradual de
estabilizacdo e consolidagéao (Dudai, 2004; Squire et al., 2004).

Como colocado anteriormente, o processo de armazenamento da memoaria
depende de uma série de eventos que evoluem com o tempo em diferentes regiées
do cérebro (Izquierdo e Medina, 1997; lzquierdo et al., 2006). Sendo que, a
formacdo da memoria de longa duracdo, necessita destes eventos — processos
metabdlicos — que ocorrem no hipocampo (lzquierdo et al., 1998a), assim como em
outras regiées como o0 ENTO e o CPFm (lzquierdo et al., 1998b).

Acredita-se que memodrias recentes sejam inicialmente dependentes de
modificacdes nas conexdes sinapticas hipocampais (Squire e Alvarez, 1995; Squire
et al., 2004; Bailey et al., 2004; Frankland e Bontempi, 2005; Squire e Bayley, 2007).
Sua armazenagem nesta regido cerebral €, no entanto, limitada pelo tempo, ja que
danos ao lobo temporal, que inclui o hipocampo, interrompem a evocacao de
memorias recentes deixando as memdrias remotas inalteradas (Zola-Morgan e
Squire, 1990; Kim e Fanselow, 1992; Martin e Clark, 2007; Squire e Bayley, 2007).

Consistente com os dados relatados acima, 0s experimentos apresentados

nesta dissertacdo oferecem evidencias diretas de que mudancas dependentes do
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tempo ocorrem no hipocampo e em regides corticais durante formacdo de memarias
recentes e remotas, uma vez que a inibicdo da regido CA1 do hipocampo dorsal 15
minutos antes do teste, sO foi capaz de bloquear a expressédo do traco de 2 e 14
dias.

O hipocampo parece estar transientemente envolvido na armazenagem de
memoérias de medo (Phillips e LeDoux, 1992). Mais ainda, dados demonstraram que
o ENTO, que é reciprocamente conectado ao hipocampo, pode estar envolvido,
assim como o proprio hipocampo na consolidacdo e evocacdo das memarias
recentes. Estudos relatam que lesGes no cértex perirrinal, que € intimamente ligado
ao ENTO, produzem déficits 1, mas nao 28 dias apos o treino (Bucci et al., 2000).

Nossos resultados mostram que o ENTO participa da reativacdo da memoéria
recente assim como da memadria remota, sendo uma estrutura necessaria para que
0S animais possam evocar a memoria aversiva. Os grupos dos diferentes dias de
teste que receberam a infusdo do MUS 15 minutos antes do teste, ndo conseguiram
ativar o aprendizado nos dias 2, 14 e 28 dias, o que confirma achados anteriores
sobre a participacdo desta regido da consolidacdo e evocacao das memorias.

Acredita-se que o hipocampo interage com regides neocorticais, onde as
conexdes cortico-corticais se desenvolvem progressivamente e, direcionam a
estocagem e a lembranca das memarias remotas.

O CPFm desempenha um papel critico no comportamento que requer um alto
nivel de integracdo mental devido ao fato de regular a preferéncia (Dias et al., 1996),
representacdo, (Fuster e Alexander, 1971), monitoramento (Everling et al., 2002), e
interpretacdo (Dolan e Fletcher, 1997; Schoenbaum et al.,, 1998) dos estimulos
multimodais.

Além disso, o CPFm participa na associacdo de eventos separados
temporalmente (Fuster et al., 2000). Danos a esta estrutura representam inabilidade
em selecionar, manter e associar estimulos desconectados temporalmente (Harlow,
1848; Dias et al., 1997; Morris et al., 1997). Embora estas disfuncdes sejam
relacionadas a inabilidade de aprender, elas também podem resultar de uma
deficiéncia na armazenagem realizada pelo CPFm. Apesar de inUmeros estudos
demonstrarem a participacdo do CPF na formag¢ao da memoria, ainda ndo esta clara
a sua participacdo no armazenamento desta informacdo (Kronforst-Collins e
Disterhoft, 1998; McLaughlin et al., 2002).
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Os resultados apresentados aqui demonstram que a armazenagem da
memoéria de longa duragdo ocorre no CPFm, mais ou menos, a0 mesmo tempo em
que ocorre no hipocampo, mais ainda, nossos experimentos evidenciam que a
armazenagem das memorias de longa duracdo tem inicio no hipocampo e depois
sao transferidas para distintas regides corticais, entre elas o ENTO e o CPFm. O
CPFm desempenha ainda a importante funcdo de participar do processamento
mnemonico tanto das memodrias remotas quanto das recentes. Isto pode ser
explicado pelo principio central da teoria da consolidacdo que diz que o
recrutamento das redes corticais no armazenamento das memorias remotas requer
ativacao inicial dos circuitos hipocampo-CPFm. De acordo com este ponto de vista,
lesGes hipocampais realizadas logo apdés o condicionamento podem prevenir 0
aumento de espinhos dendriticos no CCA e prejudicar a memaria remota. Estudos
testaram diretamente esta predicdo lesionando o hipocampo apos o aprendizado e
analisando a morfologia cortical 36 dias mais tarde. Os resultados demonstraram
gue ndo somente a memoaria remota foi prejudicada como esperado, mas que estas
lesbes impediram o crescimento dos espinhos dendriticos no CCA gue se mostram
presentes na memaoria remota (Frankland et al., 2004).

Estes e outros resultados em conjunto, mostram que a formacdo e a
expressdo de memodrias perduraveis envolvem plasticidade estrutural no CCA e
requer a integridade hipocampal somente nos estagios iniciais da formacédo da
memoria. No entanto, como o hipocampo atua para ativar o que € relevante e enviar
as regides corticais € ainda uma questdo a ser respondida. Distintos estudos
sugerem a existéncia de um papel central das conec¢des hipocampo-cortices na
consolidacdo da memoria. Interacbes entre o0 hipocampo e o coértex seguidas do
aprendizado direcionam as memadrias a um gradual estabelecimento de memorias
perduraveis distribuidas em redes corticais independentes do hipocampo.

Coletivamente, nossos dados mostram que ocorre um remodelamento dentro
dos circuitos hipocampo-corticais durante a consolidacdo da memoria aversiva. No
entanto, varios aspectos desta reorganizacdo estrutural necessitam ser clarificadas,
como por exemplo: quais 0s mecanismos que controlam o desacoplamento do
hipocampo na armazenagem e evocacao das memoadrias com o0 passar do tempo;
uma vez estabelecidas no cértex, as memorias consolidadas permanecem na sua

forma original e retém sua precisdo?
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As pesquisas que objetivam a identificagéo das estruturas corticais que estao
envolvidas na representacdo das memorias de longa duracdo estdo nos estagios
iniciais. No entanto, as evidéncias disponiveis, somadas aos resultados aqui
apresentados, sugerem que o CPFm e o ENTO, estdo entre os envolvidos.

Nossos dados mostram que o processamento da memoria aversiva envolve a
associacdo de mudltiplas regides corticais, 0 que é consistente com a proposta de
gue memorias duradouras sdo armazenadas nestas mesmas regides. A ativacao
cortical € muito maior apos testes de memadria remota do que memoria recente.
Acredita-se que durante o processo de codificagdo da memdria, o0 CCA desempenhe
um papel integrativo em controlar diversos processos cognitivos como atengao,
variabilidade e supervisdo. Contudo, ainda ndo sabemos onde é o local do
armazenamento da memodria e se este local medeia processos analogos
responsaveis por integrar multiplas representacdes em que estdo baseadas as
memaorias remotas.

Assim, os resultados nos levam a supor que as estruturas investigadas
apresentam participacdo na expressao do traco mnemaonico aversivo, com excecao
do RETRO, conforme demonstrado na figura 9 do item resultados. As regides do
ENTO e CPFm apresentam uma participagcdo paralela ao hipocampo na
armazenagem da memoria, sendo que o CPFm envia e recebe conexfes durante
todo o processo de armazenamento com o0 hipocampo e o ENTO. O gue nossos
dados demonstram, sdo os percursos seguidos pela memaria ao longo dos dias de
teste, 0 que nos permite concluir que o processamento da memoria aversiva, a
memoéria escolhida para a nossa pesquisa, envolve a associacdo de mdltiplas
estruturas, assim como as memoarias de longa duracdo, porém nao possuimos
dados suficientes para dizer qual seria o local responsavel por integrar as multiplas
representacbes em que estdo baseadas as memorias remotas. O hipocampo
apresenta um envolvimento transitério no armazenamento da memoria aversiva,
sendo que nossos resultados confirmam que ele participa inicialmente e
posteriormente transfere as informacdes para regifes corticais independentes dele,
fase que a memoria pode ser considerada remota, jA o ENTO, que € reciprocamente
conectado ao hipocampo, pode estar envolvido, assim como o proprio hipocampo na
consolidagdo e evocacdo das memorias recentes Quanto ao CPFm, nossos
resultados demonstram que a armazenagem da memoria de longa duracdo ocorre

no CPFm, mais ou menos, a0 mesmo tempo em que ocorre no hipocampo, mais
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ainda, nossos experimentos evidenciam que a armazenagem das memorias de
longa duracgdo tem inicio no hipocampo e depois é transferida para distintas regides
corticais, entre elas 0 ENTO e o CPFm. O CPFm desempenha ainda a importante
funcdo de participar do processamento mnemonico tanto das memorias remotas

guanto das recentes.



6 CONCLUSOES

Atraveés dos resultados obtidos pode-se concluir que:

A expressdo da memoria aversiva requer a participacdo da regido CA1l do

hipocampo dorsal 2 e 14 dias ap0s o treino.

A expressado da memoria aversiva requer a participacdo do ENTO 2, 14 e 28

dias apos o treino.
A expressdo da memoria aversiva ndo requer a participacdo do RETRO.

A expressdo da memoria aversiva requer a participacdo do CPFm 2, 14, 28 e

42 dias apés o treino.
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