UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS

Fernanda Nogueira Lotz Alves

DURACAO DA JANELA DE CONSOLIDACAO SISTEMICA E DINAMICA DE
GENERALIZACAO DE MEMORIAS AVERSIVAS: PARTICIPACAO DO
HIPOCAMPO DORSAL E CORTEX ENTORRINAL LATERAL

Porto Alegre
2020



Fernanda Nogueira Lotz Alves

DURACAO DA JANELA DE CONSOLIDACAO SISTEMICA E DINAMICA DE
GENERALIZACAO DE MEMORIAS AVERSIVAS: PARTICIPACAO DO
HIPOCAMPO DORSAL E CORTEX ENTORRINAL LATERAL

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Neurociéncias do Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul como requisito
parcial para a obtencéo do titulo de mestra em
Neurociéncias.

Orientador: Prof. Dr. Jorge Alberto Quillfeldt

Porto Alegre
2020



Dedico este trabalho a todos que o tornaram possivel



Agradecimentos

Esse periodo do mestrado foi como um trabalho de construcéo. Cada tijolo
colocado para erguer esse edificio me levou mais perto de visualizar o trabalho
completo. Mas uma casa nao se constréi sozinha, e sem 0 apoio e colaborac¢des
este projeto com certeza seria muito mais dificil de concluir. Consegui porque

nao estava sozinha nessa jornada.

Comecando pelos pilares, gostaria de agradecer a minha familia, em
especial a minha mae pelo apoio incondicional ndo sé nesses dois anos de
mestrado, mas durante a vida toda. Nao existe combinacédo bonita de palavras
que traduziria tamanha amor e gratidao que sinto por vocés. Ao professor Jorge
Quillfeldt, que me orientou na graduagao e no mestrado, por ter me acolhido no
Laboratério de Psicobiologia e Neurocomputacdo onde a curiosidade pela
neurociéncia se tornou um fascinio. Vocé é um exemplo de professor, cientista
e divulgador da ciéncia com quem aprendi muitas licbes a serem levadas para a

vida toda. Obrigada por terem acreditado em mim.

N&o menos importantes, a Mirelle Casagrande, Kétlyn Guerra e Rafaela
Gaiga que estiveram la juntos comigo com a mdo na massa, operando,
infundindo e me ajudando nos experimentos. Vocés viabilizaram a realizacao
deste trabalho. Ao Bruno Popik e a Krislei Scienza pelos comentarios uteis
sobre este projeto. Aos colegas do Laboratorio de Psicobiologia e
Neurocomputacdo e Laboratdrio de Neurobiologia da Memoria, do passado
e presente, pela amizade e lembrancas boas. A Tina pelos cuidados com os

animais.

Gostaria de agradecer também a relatora e aos membros da banca, Dra.
Denise Zancan, Dr. Alberto Rasia, e Dr. Leandro Bertoglio por melhorarem a

qualidade dessa dissertacao.
A agéncia de fomento CAPES pela bolsa.

E claro, aos ratos de laboratério que foram instrumentais para que este
trabalho fosse realizado e, quem sabe, colocaremos um tijolo na construcdo da

ciéncia.



Sumario

[ e= W o [ o] £V F= 1T | = T %
IS vz o [T T U= T Vi
RESUMIO ... e e e e e viii
Y 013 1 = Lo O PP IX
I 11 0T [ o= T R 10
I D TY i o= To I F= W 4 a1 10 £ = PRI 11
1.2 Memoéria ou memorias? Classificando as fases e 0s tipos...........cccee..... 12
1.2.1 FAsSeS damemOria .......cccooeeeeeieeee e 12
1.2.2 Classificagao quanto ao tempo de duragao ...........coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn. 13
1.2.3 Classificagdo quanto a0 CONtEUAO ..........ccuvvvreieiieeeeeiiiiiiieee e 14

1.3 Consolidag8o da MEMOIA. ........cceuiiiiiiiiiiiiee e 15
1.3.1 Consolidacgao sinaptica: rapida e ao nivel celular............................ 16
1.3.2 Consolidacgédo sistémica: prolongada e ao nivel de sistemas............ 17

1.3.2.1 O engrama dinamico: lancando luz sobre os caminhos da

CONSOlIdACAOD SISLEMICA .......cuvviiiiiie e e 17
1.4 O tempo como elemento de transformacao ..............cccevvvvvviiiiiieeeeeeenenn, 21
1.4.1 Do valor adaptativo da generalizagdo ao mal-adaptativo ................. 21

1.4.2 A generalizacao e consolidacao sistémica como dois lados de uma

EaLeT o 4 L0 T F- TR 22
1.4.3 Mecanismos por tras da perda de preciSao.........cccceeeeeeeeeeeeeeeivnnnnnnn. 23
1.5 O cortex entorrinal: Interface entre o hipocampo e o neocortex ............. 26
1.5.1 Divisdo anatdémica e conexdes com outras estruturas...................... 27

1.5.2 O cortex entorrinal lateral na consolidacdo sistémica e generalizacao

de memorias ePISOUICAS ........ccoeeviei e 29
2. ODJELIVOS ..o 33
2.1 ODJEtiVO GETal.....ciiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 33



2.2 Objetivos @SPECITICOS ..ovvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 33

3. Material @ MELOUOS .........ouviiiiiiiiiiiiii e 35
S.L ANIMAUS et e e 35
3.2 APATALOS ..ovuiiiiie i 35
3.3 Procedimentos EXPEerimentaiS........ccoceeevvveiiriiiiiiieeeeeeeeeiicis e e e e e 36

3.3.1 Condicionamento aversivo ao contexto (CAC) .....oeeeevvvvvevvniiieneeenn. 36
3.3.2 SESSOES UE S ......eiiiiiiiiieee et 36

3.3.2.1 Consolidacao SISTEMICA .......uuivieeeeeeiieiiiiie e ee e e e e e e 36

3.3.2.2 PreCiS80 da MEMOIA .......uuveiiiiieieiiiiiiiiiieee et 37
3.3.3 Cirurgia estereotéxica, canulacao e cuidados pés-operatoérios......... 37
3.3.4. Drogas € iNfUSAOD..........uuiiiieeeiiieiei e 37
R TR 1153 (0] [ Yo 1 = O 38
3.4.6 ANAIISES ESLALISHICAS .....uvvveieeeeiiiiiiiiiiee e 38

A, RESUITAAOS .....eieieiiiiee ettt e e e e e e r e e e e e e e e 39
4.1 EXPEriMENtO PIlOTO ......uuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 39
ViR o] g T<To] [T FoTor= Lo JES] Y =] 1 o1 ox TR 41

4.2.1 Participacdo do hipocampo dorsal na evocag¢do da memoéria 2 e 28

(o[ F=ESR=T oo K o IR (=1 o TP U 41

4.2.2 Participacdo do cortex entorrinal lateral na evocacdo da memoaria 2 e

2o [T =T o Lo S o I (=11 o OO 43

4.2.3 Participacdo do cortex entorrinal lateral na evocacdo da memoria

remota 45 dias apOS 0 trEIN0 .......ooouuiiiiiiiiee e 45
4.3 GeneralizaG8o da MEMOIIA .......uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieabb b 47

4.3.1 Participacéo do hipocampo dorsal na evocacdo da memaria no

CONEEXEO AITEINALIVO B e e et eee e 47

4.3.2 Participacao do cortex entorrinal lateral na evocagdo da memoéria no

CONEEXLO AILEINALIVO B e 49



4.3.3 Participacao do cortex entorrinal lateral na evocagdo da memoéria no

CONEXLO AIEINALIVO C ... 51

T B LT o U 1S1S7= To T o 1= - | RPN 53
6. CONCIUSOES. ....eeeeeiieeeiie ettt e e e e e e e e e e e e e 58
7. Perspectivas imediatas € de loNgo Prazo.........cceeuuveeiiiieeeieeeeiiiicie e 59
8. Referéncias biblIOgrafiCas ... 60
9. APEBNAICE ..o 68
9.1 GrafiCOS dOS IELESIES .......ieiiiiiiiie e 68
9.2 Esquemas representativos das histologias ..........ccccvvvevvvviiiiieeeeieeeiiiinnnnn. 73



Lista de Abreviaturas

ACC - Cortex Cingulado Anterior

AMPA - a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato
AMPAR — Receptor AMPA

CA1 - Corno de Ammon 1

CAC - Condicionamento Aversivo ao Contexto

CAMKII — Proteina Cinase dependente de Calcio e Calmodulina Il
DG - Giro Denteado

dHPC — Hipocampo dorsal

EC — Cortex Entorrinal

GABA — Acido y-Aminobutirico

HPC — Hipocampo

LEC — Cértex Entorrinal Lateral

mPFC — Cértex Pré-frontal Medial

PBS — Tampao Fosfato Salino

PKA — Proteina Cinase A

PKC — Proteina Cinase C

TEPT — Transtorno de Estresse Pds-Traumatico



Lista de Figuras

Figura 1. As fases da MemOria...........cceiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 12

Figura 2. Classificagdo das memorias de longo prazo de acordo com o seu

(o70] 01 (<10 [0 [o N UUT TR TP 15

Figura 3. Esquema representando a Teoria Standard da consolidacéo

SISTEIMICA .oiiiiieiiiii e 18
Figura 4. Esquema representando a Teoria dos Mdltiplos Tragos .................. 19
Figura 5. Esquema representando a Teoria da Transformagé&o dos Tragos ... 20

Figura 6. Diagrama esquematico simplificado das principais projecdes do lobo
temporal medial com 0s cOrtices de asSOCIAGAOD .........ovvuvvvveeeeeeeeeeeiiiiiiieeeenn 27

Figura 7. Representacdo esquematica das principais vias anatébmicas da

formacéo hipocampal e lobo temporal medial do rato............ccccoeeeeeeereiiiiinnnnnn. 28

Figura 8. Resumo das principais aferéncias e eferéncias do cortex entorrinal,

nas suas divisoes de area lateral @ medial ..........coveeveneiie e 29

Figura 9. Esquema representando o EC como estagéo de relé entre o HPC e 0

Figura 10. Comparacéo entre os trés contextos para verificar o grau de

ENEIAIIZAGAD ......uuuiiii e e e e e e e e e e e e e e e e e e et eaaeeaaaan 39

Figura 11. Comparativo entre os grupos PBS (LEC) nos trés contextos aos 28

Figura 12. O hipocampo pode estar participando da evocacédo da memoria 2,
mas ndo 28 dias apds o treino no contexto original .............cccvveeeeeeeeeiiiiinnnnee. 44

Figura 13. O LEC patrticipa da evocacao da memoria aos 2 e 28 dias apds o

treino N0 CONtEXLO OFIGINAL ........cciiiiii e 46

Figura 14. O LEC néo participa mais da evocac¢do de uma memoria contextual
FEMOLA (45 AIAS) ... oeieiii e e 44

Figura 15. Muscimol n&o teve efeito aos 28 dias, quando testados em um

contexto similar ao do treino (Contexto B) ........cooovveeiieiiiiiee 48

Vi



Figura 16. A inibicAo do LEC 28 dias ap0s o treino em um contexto similar

(Contexto B) resultou no prejuizo da memoria de medo generalizada............. 50

Figura 17. Muscimol nédo teve efeito aos 2 ou 28 dias, quando testados em um

contexto diferente do treino (CoNteXtO C).....coveeeeiieiiiiiiiiiiiee e 52

Figura 18. Sensacdes de familiaridade sao atribuidas aos cortices rinais
enquanto as de lembranga ao hipoCampo ...........coooeeiiiiiiiie 56

Figura 1 (Apéndice). Infusdo de PBS ou muscimol no dHPC 2 dias ap6s o
TreiN0 NO CONIEXIO Aottt sttt ettt et b e sbesbesbeeneas 68
Figura 2 (Apéndice). Infusdo de PBS ou muscimol no dHPC 28 dias apos o
treiN0 NO CONIEXIO A...oeeiiiiiiie et e e e e e e e et s e e e e e e e e eeeeannnnnes 68
Figura 3 (Apéndice). Infusdo de PBS ou muscimol no LEC 2 dias apds o treino
NO CONEXIO A .o e et e e e e e e e e e e e e e e ena e e e e ennnaeas 69
Figura 4 (Apéndice). Infusdo de PBS ou muscimol no LEC 28 dias ap6s o
treiN0 NO CONIEXIO A...oeeiiiiiiie et e e e e e e e et e e e e e e e e e eeeeannnnn s 69
Figura 5 (Apéndice). Infusdo de PBS ou muscimol no LEC 45 dias apds o
treiN0 NO CONIEXIO A...oiiiiiiiiiiiiiiiiii ittt ettt ettt e e e e e e e e e eeeees 69
Figura 6 (Apéndice). Infusdo de PBS ou muscimol no dHPC 2 dias apds o
trein0 NO CONEXEO B....ooveiiiii e 70
Figura 7 (Apéndice). Infusdo de PBS ou muscimol no dHPC 28 dias apos o
trein0 NO CONEXLO B.....ovviiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeee et 70
Figura 8 (Apéndice). Infusdo de PBS ou muscimol no LEC 2 dias ap0s o treino
NO CONEEXEO B et e e 71
Figura 9 (Apéndice). Infusdo de PBS ou muscimol no LEC 28 dias apds o
trein0 NO CONEXLO B.....ovviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee et 71
Figura 10 (Apéndice). Infusdo de PBS ou muscimol no LEC 2 dias ap6s o
LUE=T 1o Lo I a0 T ©X0] o1 (=2 (o 1N U 72
Figura 11 (Apéndice). Infusdo de PBS ou muscimol no LEC 28 dias apo6s o
treiN0 NO CONEXIO € ..ot e e e e 72
Figura 14 (Apéndice). Esquema representativo do local de infusdo de PBS ou
MUSCIMOI NO LEC ..o 73
Figura 15 (Apéndice). Esquema representativo do local de infusdo de PBS ou
MUSCIMOI NO AHPC ..o e e e e e e 73

vii



Resumo

A consolidacao sistémica é um processo dinamico e dependente de tempo em
gque memorias contextuais se tornam independentes do hipocampo e
dependentes de estruturas corticais para a evocacao. Em paralelo, ocorre a
perda de precisdo, que é quando os animais ndo conseguem mais distinguir
entre o contexto em que foram treinados e um contexto novo, com dicas
similares. Ou seja, a memoaria se torna generalizada. Anatomicamente, o cortex
entorrinal faz conexdes com o hipocampo e varias estruturas corticais, muitos
das quais participam de processos mnemonicos, sendo assim uma importante
interface entre essas areas. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a janela de
duracédo da consolidacao sistémica e generalizacdo de uma meméria contextual
de medo, visando o papel do hipocampo dorsal (dHPC) e cortex entorrinal lateral
(LEC). Animais foram treinados em um contexto (A) e testados no mesmo
contexto 2, 28 ou, no caso do LEC, 45 dias ap0s para verificar se a consolidacao
sistémica tinha ocorrido. Nossos resultados indicam que ocorre a consolidacéo
sistémica da memoaria contextual aversiva antes dos 28 dias para o HPC e entre
28 e 45 dias para o LEC. Em outro grupo de experimentos, ratos foram também
treinados no contexto A e testados 2 ou 28 dias apds no contexto alternativo B
ou C. De forma geral, nossos resultados obtidos com o dHPC séo congruentes
com a literatura. Quanto ao LEC, aos 28 dias a infusdo do agonista GABAA
muscimol inibiu a expressdo da memoria generalizada quando testados no
contexto B mas ndo no C. Mais estudos sdo necessarios para elucidar esses

resultados.
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Abstract

Systems consolidation is a dynamic and time-dependent process in which
contextual memories become independent of the hippocampus and dependent
on cortical structures for their retrieval. In parallel, loss of precision occurs, which
Is when animals can no longer distinguish between the context where they were
trained and a novel one, with similar cues. That is, the memory becomes
generalised. Anatomically, the entorhinal cortex forms connections with the
hippocampus and several cortical structures, many of which participate in
mnemonic processes, and is therefore an important interface between these
areas. The aim of this work was to characterize the role of the lateral entorhinal
cortex (LEC) and dorsal hippocampus (dHPC) in the duration window of systems
consolidation and generalisation of a contextual fear memory. Animals were
trained in one context (A) and tested in the same context 2, 28 or, in the case of
LEC, 45 days later to verify for systems consolidation. Our results indicate that
systems consolidation of an aversive contextual memory occurs before 28 days
for HPC and between 28 and 45 days for LEC. In another set of experiments, rats
were also trained in context A and tested 2 or 28 days later in an alternative
context B or C. In a general sense, our results for dHPC are in accordance with
the literature. As for LEC, at 28 days, infusion of the GABAAa agonist muscimol
inhibited the expression of a generalized memory when tested in context B but

not in C. Further studies are needed to elucidate these results.



1. Introducao

“Viver as avessas!” Alice repetiu em grande assombro. “Nunca ouvi falar de tal
coisal”

‘Mas ha uma grande vantagem nisso: a nossa memoria funciona nos dois
sentidos.”

“Tenho certeza que a minha s6 funciona em um”, Alice observou. “Ndo posso
lembrar coisas antes que elas acontegam.”

L

“Pobre memodria, que s6 anda de marcha a-ré”, a Rainha observou.
“De que tipo de coisas VOCE se lembra melhor?” Alice se atreveu a perguntar.

“Oh, das que aconteceram daqui duas semanas”, a Rainha respondeu num tom
displicente.

A primeira vista a observacdo da Rainha Branca, personagem do livro
Alice Através do Espelho, de Lewis Carroll (1871, capitulo 5), sobre a memdéria
pode parecer absurda, mas por tras dessa ideia desconcertante existem pelo
menos trés verdades fundamentais acerca da sua natureza. Primeiro, entre o
momento de aprendizagem e o futuro existe um periodo de amadurecimento do
traco de memoria que possibilita que este seja armazenado e evocado em longo
prazo. Segundo, experiéncias vividas transformam-se qualitativamente com o
passar do tempo, o que faz da memdria uma das mais vantajosas ferramentas
cognitivas, capaz de antecipar e lidar com um futuro incerto. Por ultimo, o tempo
€ uma variavel importante para que esse armazenamento e essas mudancas

qualitativas acontecam.

A personagem da Rainha com a sua memdria excéntrica em que 0
passado e futuro se mesclam foi de fato presciente com sua afirmacéo. Quase
150 anos apdés o Carroll ter escrito a obra, varios neurocientistas tém refletido
sobre essas e outras questdes (Suddendorf & Corballis, 2007; Dudai, 2009;
Mullally & Maguire, 2014), e varios estudos surgiram langando luz sobre os
mecanismos neurobioldgicos que se ddo em certos processos de memaria tanto
a curto como a longo prazo (Frankland & Bontempi, 2005; McGaugh, 2000;
Dudai, 2004; Kandel, 2013).
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A memoria foi, € e sera um assunto de curiosidade para muitos, mas

afinal, o que é memoaria e o que acontece com ela com o passar do tempo?

1.1 Definicdo da memoria

Em geral, temos uma noc&o intuitiva de que € memoria, mas realmente
defini-la talvez ndo seja algo trivial. O pai da psicologia, William James, escreveu
em 1890 que, “sO se pode provar que houve retencdo quando a evocacéao
ocorre”. Mais de 100 anos apds, essa observacao ainda é valida mesmo com
tudo que a neurociéncia da memodria e aprendizagem avancou nesse tempo
todo, principalmente em testes experimentais em que é feita uma avaliacdo se
um animal ou pessoa lembra de uma informacdo previamente adquirida
(Quilifeldt, 2006).

Outro psicélogo, Robert Sternberg, definiu a memédria como meio pelo
gual um animal recorre as suas experiéncias passadas a fim de usar essas
informacdes no presente (Sternberg, 2000). Ou seja, a memoaria tem um grande
valor adaptativo e € a previsao precisa do futuro, mais do que a memoria precisa
do passado em si, que transmite vantagem adaptativa (Suddendorf, 2006).
Animais como roedores e seres humanos sdo o6timos reconhecedores de
padrées e estdo sempre tracando associacdes entre aprendizados passados
para se comportarem de maneira mais adequada em um determinado contexto
no momento presente, o que lhes conferem uma vantagem num ambiente

dindmico e muitas vezes imprevisivel.

Mais recentemente, um neurocientista e estudioso da memoria, Ivan
Izquierdo definiu esse processo mnemonico como a “aquisi¢do, formacao,
conservacao e evocagao de informagdes” (Izquierdo, 2011). Essas informacdes
sdo adquiridas através dos sentidos e armazenadas ou consolidadas no
encéfalo, podendo ser evocadas posteriormente. Ao serem evocadas, podem se
tornar labeis e serem reconsolidadas ou extintas. Essa definigdo nos aproxima

da ideia de que a memdria ndo € um processo unitario, mas que ocorre em fases.
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1.2 Memoria ou meméoérias? Classificando as fases e os tipos

As experiéncias registradas no encéfalo podem ser didaticamente
classificadas em diferentes fases do processo mnemonico (Fig. 1) e ainda em
diferentes tipos de acordo com o tempo de duracdo e com base no contetdo.

1.2.1 Fases da memoria

@ Reconsolidagao
™ “-“
Y _
dj‘ﬁ‘}iﬁ\qu’ls’l@éol—ﬂConsolidagéo
=/ Extin¢cdo

(-a

Figura 1. As fases da memoria.

A primeira fase refere-se a aquisicdo de novas informacdes através dos
sentidos. Estimulos externos chegam ao encéfalo e |4 sdo codificados e
armazenados, ou seja, consolidados. A consolidacéo sinaptica € um fenébmeno
gradativo e dependente de tempo. Ocorre num periodo de algumas horas apos
a aquisicdo e é quando o traco (engrama) labillinstavel e suscetivel a
modificacdes ou interferéncias é estabilizado (McGaugh, 2000). Um processo
relacionado ocorre numa escala de tempo maior, de dias até anos, conhecido
como consolidacdo sistémica (melhor descrita na seccdo “Consolidacdo da
memoria”). Posteriormente, memodrias consolidadas podem ser evocadas. A
evocacao € um processo ativo e faz com que um tragco mnemaonico se torne
novamente labil e suscetivel a interferéncias, sendo novamente necessario um
processo de estabilizacdo com sintese proteica de novo, a reconsolidagédo
(Nader et al., 2000a; Suzuki et al, 2004), ou ocorre a aquisicdo de um novo traco
que se sobrepde a uma outra, temporariamente inibindo a sua expressao e
ocasionando a extingdo da resposta comportamental (Suzuki et al., 2004; Monfils

etal., 2009). Em suma, a reconsolidacao incorpora novas informagdes e atualiza
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o traco da memaria enquanto a extingao é a sobreposi¢cdo de uma nova memoria,

mais fraca, sobre aquela que foi previamente aprendida.

1.2.2 Classificacdo quanto ao tempo de duragao

O amante de cinema, curioso em termos neurocientificos, sabe que
assistir um filme € uma atividade que requer varios tipos de memdéria agindo em
conjunto ou em sequéncia para construir uma representacdo mental duradoura

da experiéncia.

Informacdes sdo captadas pelos receptores sensoriais e processadas
pelo sistema nervoso central. A memdéria sensorial, embora seja um processo
autdbnomo (sem controle consciente) e ndo € consolidada no encéfalo, permite
que a sequéncia de fotografias apresentadas rapidamente na tela e sons
associados as imagens dao ideias fluidas de movimento e continuidade. Esses
registros sao ultrarrapidos, ndo passando de alguns milissegundos para o0s
visuais e poucos segundos para as auditivas, antes de decairem (Ogmen &
Herzog, 2016; Thaut, 2014).

Um segundo tipo de memdria, embora tenha uma funcdo bem diferente,
similarmente persiste por pouco tempo (alguns segundos a minutos) e decai sem
ser consolidada (Polti et al., 2018). Conhecida como a memoaria de trabalho ou
mem©éria operacional, esse tipo permite que informacfes recebidas sédo
temporariamente manipuladas mentalmente e processadas principalmente no
cortex pré-frontal e parietal (Ester et al., 2015). Neste exemplo da experiéncia no
cinema, permite que se entende uma frase falada por um personagem ao manter
cada palavra nessa memoria de curtissimo prazo o tempo suficiente para que
um sentido geral seja extraido. ApOs isso, a exata segunda palavra da frase, por
exemplo, podera ser esquecida, enquanto o sentido geral do que foi falado

perdura por mais tempo para ser inserido num contexto maior de lembrancas.

Informacdes adquiridas que o encéfalo julga ser importantes sdo
consolidadas na memdéria de curto e longo prazo, com a de curto podendo
perdurar de minutos a horas enquanto a de longa persiste de dias a vida toda.

Por exemplo, uma cena de um filme que chama a atencdo ou que causa uma

13



reacdo emocional pode perdurar na memaria por mais tempo comparados a uma

cena neutra, sem esses moduladores (McGaugh, 2000).

Embora antigamente se acreditava que a memdéria de longo prazo
necessariamente fosse expressa como de curto prazo (Hebb, 1949; Wickelgren
& Berian, 1971; Dudai, 2009), existem alguns estudos que mostram que esses
dois tipos sdo processos independentes com perfis bioquimicos e moleculares
diferentes (lzquierdo et al., 1999; Medina et al., 1999; Vianna et al., 2000;
Izquierdo et al., 2002). Isto €, memodrias de curto prazo ndo necessariamente
serdo consolidadas em memoarias de longo prazo e nem toda memoéria de longo

sera expressa como uma memoaria de curto prazo.

1.2.3 Classifica¢do quanto ao contetudo

Quanto ao conteudo, as memorias de longo prazo podem ser divididas em
dois grupos, as declarativas ou explicitas e as ndo declarativas ou implicitas (Fig.
2). No primeiro grupo, sdo memorias conscientes, de facil esquecimento, que
podem ser declaradas, enquanto no segundo grupo sdo aquelas cujo contetdo
€ inconsciente, mais dificeis de esquecer, e sdo essencialmente ndo declaraveis.
Por exemplo, seria a diferenca entre uma crianca ditar quais Sado 0s passos para
aprender a andar de bicicleta e ela adquirir a memadria muscular ao tentar até

consegquir.

7

Mas toda memodria explicita € realmente declaravel? Como a
comunicacdo dos seres humanos difere do resto dos animais pelo uso da
linguagem, as pessoas tém a capacidade adicional de declarar o que lembram
enguanto outros animais expressam esse mesmo tipo de memaria através de
respostas comportamentais e fisiol6gicas a um estimulo. Principalmente por esta
razdo, serdo utilizados os termos ‘explicita’ e ‘implicita’ nas seccbes seguintes
para incluir os modelos animais, embora os termos ‘declarativa’ e ‘explicita’ ou

‘nao declarativa’ e ‘implicita’ sejam intercambiaveis.

As memorias explicitas podem ser episodicas ou semanticas (Fig. 2).
Lembrar com quem foi ver o filme ‘Brilho eterno de uma mente sem lembrangas’

no cinema é uma memoria episédica, um registro de uma experiéncia de um
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evento que vivenciou pessoalmente, enquanto que saber que o Jim Carrey e a
Kate Winslet sdo os atores principais nesse filme é lembrar de um fato, isto €&,

recordar uma memoria semantica.

As memorias implicitas se dividem em varios subtipos, como a de
procedimentos, que sao as habilidades principalmente motoras, e habitos.
Também séo incluidos nesse grupo as memdérias de condicionamento classico
simples, o priming e memarias ndo associativas como as vias de reflexo (Squire
& Zola, 1996).

Memdria de longo
prazo

Episodica Priming N3o associativa

De
procedimentos

Condicionamento
classico simples

Seméntica

Figura 2. Classificacdo das memdérias de longo prazo de acordo com 0 seu

conteudo.

1.3 Consolidacdo da memaria

A nocao de que o tragco da memoria leva um periodo para amadurecer
precede a ciéncia. Filésofos gregos como o Aristételes e oradores romanos como
o Quintiliano e Cicero escreveram extensivamente sobre varias facetas da
memo©ria, ideias que mais tarde foram mais elaboradas por filosofos medievais
(Dudai, 2004; Yates, 2011).

Ao final do século XIX, o psicélogo francés Théodule Ribot, em seu
trabalho com pacientes com amnésia retrograda, observou que ha um gradiente
temporal para as memarias, sendo que as mais antigas S&o menos propensas a
interferéncias (Ribot, 1882), hipétese que mais tarde ficou conhecida como a Lei

de Ribot. Alguns anos apds, dois pesquisadores alemaes Miller e Pilzecker
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cunharam o termo Konsolidierung para descrever um processo dependente de
tempo, em que memdrias ndo sdo instantdneas nem permanentes (Lechner et
al., 1999) mas séo estabilizadas apds a aquisicdo para depois poderem ser
acessadas (McGaugh, 2000). Foi somente quase 50 anos mais tarde com o0s
experimentos de Duncan (1949), usando um modelo animal, que o conceito de
consolidacdo ganharia forca com o posterior surgimento de varios estudos
elucidando os mecanismos e fatores celulares da consolidacdo sinaptica
(Flexner et al., 1965; McGaugh, 1966; Kandel et al., 2014).

1.3.1 Consolidacgao sinaptica: rapida e ao nivel celular

bY

Essa primeira fase da consolidacdo refere-se a transformacdo de
informacéo adquirida em sua forma duradoura. E dependente de sintese proteica
e ocorre num espaco de tempo curto apés a aquisicdo, geralmente até 6 horas,
com essa duracdo sendo modulada por fatores como glicocorticoides
(Casagrande et al., 2018).

Na consolidacdo sinaptica, espinhos dendriticos crescem e mudam
morfologicamente para acomodar a inser¢cdo de receptores glutamatérgicos
AMPA e NMDA na membrana pés-sinaptica (Kandel et al., 2014). Esse ultimo
receptor permite o influxo de Ca?* na célula que modula cascatas de sinalizacéo
intracelulares dependentes de calcio, como as cinases PKA, PKC e CAMKII
(Malenka & Bear, 2004; Huang et al., 2013; Lisman et al., 2012; Kandel et al.,
2014) Essas cinases por sua vez podem agir sobre receptores, fosforilando e
promovendo o aumento da densidade na membrana pos-sinaptica (Johansen et
al., 2011), ou sobre fatores de transcricdo para induzir a sintese proteica que
permitira a formacéo e estabilizacdo de um traco fisico a partir da formacéo de
novas conexdes entre neurdnios e a reestruturacdo de conexdes ja existentes
(Dudai, 2004; Kandel et al., 2014). Este periodo de estabilizacdo pode sofrer
interferéncias. Inibindo a sintese proteica ou a acéo de cinases apds a aquisi¢ao
prejudica a consolidacdo, impedindo entdo que as informacdes sejam
armazenadas no enceéfalo para posteriormente serem evocadas (Kukushkin &
Carew, 2017).
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Além da consolidacao sinaptica ocorre um processo relacionado, com a
reorganizacao gradual do engajamento de diferentes estruturas para memarias
episodicas pos-codificagcdo, um processo conhecido como consolidacéo
sistémica. Foco deste trabalho, o conceito seria ele proprio “consolidado” e
‘reconsolidado” na neurociéncia da memdria, com o surgimento de modelos
tedricos cada vez mais abrangendo o acumulo de evidéncias (McClelland et al,
1995; Nadel e Moscovitch, 1997; Squire, 2004; Winocur, 2010).

1.3.2 Consolidagéao sistémica: prolongada e ao nivel de sistemas

Existem na pesquisa acontecimentos que impulsionam a ciéncia de modo
imprevisto. Provavelmente um dos mais importantes casos de serendipismo na
neurociéncia da memoria foi caso do paciente H.M. (Henry Molaison, 1926-
2008), um cidadao norte-americano que sofria de crises epilépticas frequentes e
resistentes a tratamentos farmacoldgicos. Ainda jovem, Henry Molaison foi
submetido a uma cirurgia de remocéo bilateral do lobo temporal medial para
conter as crises. Testes neuropsicoldgicos posteriores a cirurgia constataram
gue Molaison perdera a capacidade de formar novas memorias declarativas
embora tivesse sua personalidade, QI, a linguagem e outros tipos de memoérias
preservados, como a de trabalho e de procedimentos (Milner, 1962 apud.
Josselyn et al.,, 2017). Além disso, Molaison teve amnésia retrograda para
memorias declarativas recentes enquanto ainda conseguia evocar memorias
similares mais antigas, revelando que além da memdria ndo ser um processo
unitario, € dindmica nas diferentes estruturas envolvidas na sua sustentacéo ao

longo do tempo (Frankland & Bontempi, 2005).

1.3.2.1 O engrama dinamico: langando luz sobre os caminhos da consolidagéo
sistémica
Tomando em consideracéo o caso de pacientes como o Henry Molaison

e inumeros estudos com lesdes (Kim & Fanselow, 1992), inibigdo farmacologica,

genética (ver Frankland & Bontempi, 2005 para uma reviséo que lista mais de 30
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estudos), mapeamento metabdlico (Bontempi et al., 1999) e mais recentemente
optogenética (Goshen et al., 2011; Cowensage et al., 2014) em modelos animais,
a importancia do hipocampo para a formacéo de memorias espaciais e explicitas
é um fato bem estabelecido (Dudai, 2015; Frankland & Bontempi, 2005, Squire,
2004). Por outro lado, a participacdo do neocértex na evocagdo de memorias
remotas também € bem descrita na literatura (Haubrich et al., 2016; Bontempi et
al., 1999; Frankland et al., 2004), mas seria este 0 repositorio final e Unico do
engrama? Qual seria o papel do hipocampo para memorias remotas? E de outras

estruturas funcionalmente distintas?

O modelo tedrico mais antigo, e provavelmente o mais simples, € a Teoria
Standard (McClelland et al., 1995; Squire & Alvarez, 1995). Resumidamente,
essa teoria propde que todas as memorias de longo prazo recentes dependem
do hipocampo para a sua evocagao, mas com o passar do tempo o engrama no
hipocampo decai e 0s processos mnemaonicos passam a depender inteiramente

do neocortex (Fig. 3).

Neocortex

Hipocampo

TEMPO

Figura 3. Esquema representando a Teoria Standard da consolidagéo sistémica.



Porém, baseado em observagdes incompativeis com esse modelo tanto
em humanos quanto modelos animais, Nadel e Moscovitch (1997) propuseram
um modelo alternativo, a Teoria dos Mdultiplos Tracos. Enquanto a Teoria
Standard descreve um destino para todas as memoérias explicitas, a dos
Multiplos Tragos considera dindmicas diferentes para memoérias episodicas e
semanticas, em que as episodicas remotas necessitam do hipocampo para a sua
evocacao (Quillfeldt, 2019). Apés a aquisicdo, o hipocampo rapidamente codifica
as informacdes episddicas, que atuam como indices para neurénios neocorticais
(Tyler & Rudy, 2007). A assembleia neuronal hipocampal-neocortical resultante
seria 0 traco mnemonico para o episddio. Como reativacdes subsequentes no
mesmo contexto seriam experiéncias similares, mas ndo idénticas, outros
indices seriam criados no hipocampo a cada exposicdo, fazendo com que
surgem novos tragos hipocampo-neocorticais interlagados e resultando em
multiplos tracos que codificam e compartilham informacdes sobre o episédio
vivido (Fig. 4). Dessa forma, o hipocampo sempre serd necessario para a
evocacao de memorias episddicas contextualmente ricas e a0 mesmo tempo
suporta a corticalizacdo que produz memérias generalizadas ou pobres em

detalhamento contextual.

Neocortex

Memorlas

ep|sud|cas
Hi pocampo

—

TEMPO

Figura 4. Esquema representando a Teoria dos Mdltiplos Tracos.
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Esse modelo seria mais tarde atualizado por Winocur e colaboradores
(2010) em um novo modelo conhecido como a Teoria da Transformacdo do
Traco que abrange observacdes que sugerem que as memarias episodicas
contextualmente detalhadas dependentes do hipocampo e as semantizadas
associadas ao neocortex coexistem, interagindo e competindo por dominancia
(Fig. 5). Dependendo das condi¢cdes limitantes ou boundary conditions
(caracteristicas da memadria como a idade, forca e tipo de tarefa comportamental
em que foi adquirida) presentes durante a evocacdo, uma representagéo pode
ser favorecida ao invés da outra (Sekeres et al., 2018). Esse modelo enfatiza os
paralelos entre as caracteristicas neuroanatdbmicas das estruturas encefalicas
gue sustentam a memoaria e as qualitativas das informacdes evocadas (Quillfeldt,
2019).

Neocortex
Hipocampo

—

TEMPO

Memarias
semantizadas

Figura 5. Esquema representando a Teoria da Transformacéo dos Tracos.

Levando em conta essa hipotese, a transformacdo na qualidade da

mem©aria ocorre concomitantemente a consolidacao sistémica.

Dessa forma, com o passar do tempo a memaria se torna semantizada,
ou generalizada, ao ser reorganizada e passa a depender de estruturas corticais

para a sua evocagao.
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1.4 O tempo como elemento de transformacao

“Das que aconteceram daqui duas semanas”, respondeu a Rainha Branca
quando Alice Ihe perguntou das coisas que ela se lembrava melhor. Tanto no
Pais das Maravilhas do outro lado do Espelho quanto no mundo real, o tempo é
um dos motores da transformagdo de memadrias de experiéncias vividas. Em
humanos, a capacidade de abstrair para imaginar um acontecimento futuro
permite planejar para o que esta por vir. Em modelos animais como roedores,
ndo ha certezas se estes sdo capazes dessa mesma facanha cognitiva, mas
demonstram ter respostas comportamentais complexas e adaptativas para lidar

com situacdes novas baseadas em aprendizados passados.

1.4.1 Do valor adaptativo da generalizacdo ao mal-adaptativo

A realidade é dindmica e muitas vezes imprevisivel, e a capacidade de o
individuo inferir consequéncias baseado no repertério mnemonico aumenta as
chances de sobrevivéncia. Porém, ter somente memorias episodicas muito
precisas necessitaria com que o animal passasse por experiéncias novas para
atualizar o repertorio comportamental. Dessa forma, generalizar uma meméria
episodica aversiva para outros estimulos tem grande valor adaptativo pois

permite que o animal antecipe situacdes adversas baseadas em dicas presentes.

O valor adaptativo de uma memaria aversiva depende muito do contexto
ambiental em que o animal estd inserido (Asok et al., 2019) e uma mesma
resposta comportamental pode salvar a vida em um conjunto de circunstancias
e ser um impedimento em outras. Por isso, deve se levar em consideracéo esses

parametros ao declarar que uma memaria aversiva € adaptativa ou nao.

Levando em conta o acima, como exemplo simples de uma resposta
adaptativa, uma crianca pequena, inexperiente e curiosa decide colocar os
dedos umatomada e recebe um choque. Agora com medo de tomadas em geral,
ela nunca mais coloca os dedos em uma e nao arrisca se lesionar. Essa crianca
nao precisaria testar todas as tomadas que encontra pela sua frente para

aprender que vai levar choque, basta generalizar a experiéncia de uma.
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Em um segundo exemplo, um soldado vivencia os traumas da guerra num
pais distante. Ao voltar para a sua terra, passa a desenvolver respostas
fisiologicas de estresse e ansiedade ao ouvir quaisquer barulhos altos repentinos
ao seu redor. Associa o fogo do seu churrasco as chamas de destruicdo da
guerra. Um buraco na estrada evoca memorias de vestigios de minas terrestres

explodidas.

No exemplo acima, a hipergeneralizacdo de memodrias aversivas é um
sintoma caracteristicamente associado aos transtornos de ansiedade e
associados a estressores como o Transtorno de Ansiedade Generalizada (TAG)
e Transtorno Pés-Traumatico (TEPT) (Lissek et al., 2010; Lissek, 2012; Keiser
et al.,, 2016). Em ambientes seguros se caracteriza, portanto, como mal-
adaptativa (Jasnow et al., 2017) pois a pessoa nao consegue mais dissociar
estimulos neutros de memarias robustas e patologicas, afetando negativamente

tanto a saude mental quanto fisica (Besnard & Sahay, 2016).

1.4.2 A generalizacéo e consolidagao sistémica como dois lados de uma mesma
moeda

Varios estudos sugerem que os dois fenbmenos — consolidagao sistémica
e generalizacdo -- sdo processos temporalmente entrelacados (Wiltgen et al.,
2010; Pedraza et al.,, 2016). O seu curso natural pode ser antecipado ou
retardado dependendo de variaveis ndo-temporais como o sexo (Lynch Il et al.,
2013; 2016; Keiser et al., 2016), a idade (Crestani & Lotz et al, 2021, manuscrito
em fase de pré-submisséo), intensidade do treino aversivo (Pedraza et al., 2016),
reativac6es periddicas (De Oliveira Alvares et al., 2012) segundos aprendizados
e aprendizados novos (Haubrich et al., 2016; Pedraza et al., 2017; Crestani et
al., 2018). Além disso, a atividade neural aumenta no mPFC em paralelo com a
emergéncia da generalizacdo do medo para as memarias remotas (Cullen et al.,
2015) enquanto que diminui nas regides hipocampais (Bontempi et al., 1999),
sugerindo que o mPFC tem um papel ativo na generalizagdo da memoria. Mas

0 que acontece com a qualidade da memoaria episodica com o passar do tempo?
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O nome dado ao fendbmeno em que uma dica nova evoca uma resposta
comportamental aprendida foi generalizacdo do estimulo. Foi observado por
Pavlov (1927) mas seriam mais trés décadas até surgir o primeiro estudo que
demonstrou que o nivel de generalizagdo da memoéria mudava de acordo com o
intervalo de retencéo (Perkins & Weyant, 1958). No Condicionamento Aversivo
ao Contexto (CAC), o freezing, que é tomado como indice da expressdo de
medo, varia de acordo com o intervalo de tempo quando roedores sao testados
em um contexto distinto daquele onde foram treinados (Wiltgen & Silva, 2007,
Wiltgen et al., 2010; Jasnow et al., 2017). Animais testados horas ou poucos dias
apos o treino em um contexto novo demonstram ter a memaria contextual ainda
precisa, isto €, conseguem discriminar os contextos e o nivel de freezing é baixo.
Aumentando o intervalo de tempo entre o treino e teste, a memoéria perde
detalhamento contextual e se torna generalizada, ou seja, h& perda de precisao

€ 0S animais nao discriminam mais entre contextos.

A perda de detalhamento contextual para memorias aversivas remotas foi
demonstrada inUmeras vezes, mas ainda é pouco conhecido 0s mecanismos por

tras deste fendmeno.

1.4.3 Mecanismos por tras da perda de precisao

A Teoria da Transformacdo do Traco oferece uma explicacdo para as
mudancas qualitativas que ocorrem com memoérias episédicas quando sao
consolidadas sistemicamente. De memorias contextualmente ricas e
dependentes do hipocampo, passam a depender de estruturas corticais e se

tornam mais semantizadas ou esquematicas.

Esse tipo de memodria requer varios processos, duas das quais é a
discriminagao entre experiéncias similares, denominada separacéo de padrdes
(pattern separation em inglés) e a evocagdo multidimensional de experiéncias,
conhecido como integracdo de padrbes (pattern completion em inglés) a partir
de dicas parciais (Rolls, 2013). Pattern separation € favorecido no hipocampo
onde h& menor sobreposicdo de tragcos enquanto que no neocortex, onde ha
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maior sobreposicdo de tracos, predomina o pattern completion, e o nivel de

sobreposicao de tracos define a interferéncia entre eles.

Tomando como base essas ideias, Hardt et al. (2013) propuseram que na
generalizacdo dependente de tempo, o decaimento do indice hipocampal
enfraquece as representacdes contextuais e, portanto, aumenta a interferéncia
entre 0s tragos corticais que estdo amplamente sobrepostos, resultando na
semantizacdo da memoaria. De acordo com os autores, € o nivel de interferéncia
no hipocampo que determina a troca qualitativa em memoérias consolidadas de
precisa a generalizada. Esta hipotese prevé que desacelerando a interferéncia
no hipocampo também terd o mesmo efeito sobre o decaimento do indice
hipocampal e, portanto, resultaria em representacdes mais precisas da memoria
episodica. (Besnard & Sahay, 2016).

A estabilidade dos receptores AMPA na membrana contendo a
subunidade GIuA2 foi proposto como um possivel mecanismo para a mediacao
de tracos mnemonicos (Hardt et al., 2013). Num estudo do grupo do Hardt, a
Migues et al. (2016) demonstraram que a internalizacao dos AMPAR contendo
a subunidade GIuA2 pode ser um mecanismo molecular que acarreta em
esquecimento. A estabilidade destes receptores mantém a potenciacdo de longa
duracdo (LTP) (Kim et al., 2007) e a infusédo do peptideo GIuA23Y efetivamente
bloqueia a internalizacdo dos AMPAR. Um achado interessante deste
experimento € que treinando os animais em um contexto e infundindo este
peptideo no dHPC 13 dias apés, a expressdao de medo em um contexto
alternativo neutro foi atenuada quando os animais foram testados 2 semanas

apos treino (Migues et al,.2016).

Estes achados sé@o de certa forma compativeis com uma hipotese mais
antiga que foi proposta por Riccio et al. (1992). Nesta, a generalizagao seria
produto de esquecimento dos atributos do estimulo, ou seja, em intervalos
longos entre o treino e teste 0s animais esquecem caracteristicas especificas
dos estimulos presentes no treino embora uma representagdo mnemaonica geral
persiste e pode ser acessada no teste. Porém, existem evidéncias que sugerem
que o traco detalhado no hipocampo permanece e pode ser recuperado apoés
manipulagbes comportamentais e farmacolégicas. Em um estudo anterior do
nosso laboratorio, reexposi¢cdes ao contexto treino durante trés semanas apos o
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treino mantiveram a memoaria precisa e a expressao dessa memoria de medo
remota nao foi sensivel a infusdo do agonista GABAa muscimol quando testado
no mesmo contexto treino, indicando que reativacfes periddicas retardem a

corticalizacdo da memoria (De Oliveira Alvares et al., 2012).

Indo um passo além, Einarsson e colaboradores (2015) demonstraram
que até 6h apds uma sessao de reativacdo de uma memoria remota, quando o
ACC ¢ inibido o hipocampo pode voltar a ficar suscetivel & manipulacao
farmacoldgica. Em outro experimento deste estudo, inibindo o ACC 6 horas apds
a reativacdo de uma memaoria remota no contexto treino e testando os animais
logo ap6s em um contexto alternativo, os ratos expressaram menos freezing
comparado ao controle, indicando que a memdria neste grupo era
contextualmente precisa. Este estudo sugere que mesmo num periodo em que
a memoria seria expressa como generalizada (30 dias apés o treino), o HPC
pode se tornar ativamente e transitoriamente envolvido quando had uma sessao
de reativacao. Foi somente com a supressao simultdnea do dHPC e do ACC que
houve prejuizo na memoaria contextual remota reativada, indicando que mesmo
no caso de memdrias que passaram por uma reativacdo, qualquer das duas

estruturas é suficiente para suportar a evocacdo de uma memaria remota.

Baseado nesses estudos com perda de funcdo temporéria (lesédo ou
inibicdo farmacoldgica) é possivel que haja um mecanismo compensatorio para
gue a memoéria remota precisa volta a se expressar. Outro estudo interessante
recente (Sekeres et al., 2020) investigando a atividade neuronal no dHPC e ACC
em encéfalos intactos e sem o efeito de farmacos mostrou que houve a
expressdo de c-fos no CALl apOs exposi¢cdo no contexto original, mas nao no
contexto novo, independentemente de ter tido uma sesséo de reativacdo entre o
treino e teste. Adicionalmente, c-fos foi altamente expresso no ACC apés a
sessdo de teste em ambos o0s contextos, independente das condicbes de
reativacdo. Esses resultados mostram que, de fato, o CA1 retém a especificidade
contextual e o ACC suporta representacdes generalizadas que sdo insensiveis

a reativacoes.

A maioria dos estudos verifica o papel do hipocampo e do neocoértex na

expressdo de memdarias recentes precisas e remotas generalizadas, mas entre
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essas duas areas cerebrais existem outras estruturas no lobo temporal medial

gue sao importantes na memaria, uma das quais € o cortex entorrinal.

1.5 O cértex entorrinal: Interface entre o hipocampo e o neocértex

Na virada do século passado, Santiago Ramén y Cajal (1902) em seus
estudos sobre a neuroanatomia descreveu uma parte do cortex temporal
posterior que estava fortemente conectado através de fibras nervosas angulares
ao subiculum da formacé&o hipocampal (Witter et al., 2017). O ganglio do cortex
esfenoidal/angular, como foi chamado por Cajal, foi rebatizado de cortex
entorrinal (EC) nos anos seguintes. Cajal sugeriu que essa area cerebral tivesse
a mesma funcéo fisiolégica que o hipocampo devido a conectividade entre as
duas estruturas e que tanto o EC quanto o HPC seriam parte do cértex olfatério.
Embora a ideia de que estas duas estruturas processavam estimulos olfatérios
nao tenha sido muito bem aceita nos anos 50 com o trabalho de Scoville e Milner
(1957), o interesse no EC foi renovado com trabalhos neuroanatdmicos em
macacos rhesus (Van Hoesen & Pandya, 1975; Van Hoesen et al., 1975) e pouco
mais tarde, com estudos sobre a importancia do EC na instalacdo da doenca de
Alzheimer (Braak & Braak, 1985; de Toledo-Morrell et al., 2004) e na epilepsia
do lobo temporal (Du et al., 1993; Bonilha et al., 2003). Em 2014, Moser, Moser
e O’Keefe foram agraciados com o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina por
descrever as place cells (células de lugar) no hipocampo (O’Keefe & Dostrovsky,
1971) e as grid cells (células de grade) no cortex entorrinal medial (Hafting et al.,
2005; Fyhn et al., 2007).

As células de lugar no hipocampo sao provavelmente um nivel acima na
escala de integracdo de informacdes que as células de grade no entorrinal
medial. O loop da hierarquia de processamento de informacbes entre o
neocoértex e o HPC, passa pelo EC (Fig. 6). Pelas suas caracteristicas
neuroanatdmicas e de conectividade entre neurbnios, o hipocampo € o maior
integrador de informagdes convergentes provenientes de cortices de associacgao.
Recebe e processa informacgdes através de duas vias principais, o “what” stream
e 0 ‘where” stream, para gerar uma representacdo de contexto (Lavenex &
Amaral, 2000; Eichenbaum et al., 2007).
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1.5.1 Divisdo anatdmica e conexdes com outras estruturas

O EC deriva 0 seu nome por estar parcialmente envolto pelo sulco rinal e
faz parte dos cortices rinais: entorrinal, perirrinal e pds-rinal (parahipocampal em
primatas), localizados na regido parahipocampal do lobo temporal medial. Possui
4 camadas, sendo, portanto, classificado como paleocortex, uma area
filogeneticamente intermediaria entre o arquicortex (3 camadas) e 0 neocortex

(6 camadas).

ra -‘ r r
C(?rt_ex C‘ort_ex
Perirrinal JL Pos-rinal

! ! ! |

Areas de associacdo Areas de associagdo
unimodais ) polimodais

Figura 6. Diagrama esquematico simplificado das principais projecdes do lobo
temporal medial com os cortices de associagdo. O hipocampo (arquicortex) seria
o destino das informacdes convergentes provenientes do neocértex e o mais alto
nivel de integracdo dessas informacdes. Informacdes processadas no
hipocampo fluem de volta para o neocortex. Adaptado e modificado de Lavenex
& Amaral (2000)

O EC recebe as principais aferéncias do cortex perirrinal (informacdes
sensoriais unimodais sobre objetos discretos; “‘what”) e do cortex poés-rinal
(informagdes espaciais polimodais; “where”) (Lavenex & Amaral, 2000; Lee &
Lee, 2013) que convergem no hipocampo para se ter uma representacao
integrada de contexto (Eichenbaum et al., 2007). Também recebe projecdes
diretas do giro temporal superior, cortex insular, cortex orbitofrontal, cortex
cingulado e o cortex retrosplenial (Insausti et al., 1987). Essa estrutura pode ser
dividida em cortex entorrinal lateral (LEC) e medial (MEC) baseada em seu
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padrdo de conectividade (Dolorfo & Amaral, 1998; Kerr et al.,, 2007) e a
informacédo das diferentes camadas do MEC e LEC flui para a formacao
hipocampal (Asok et al., 2019), onde entdo chegam no giro denteado dorsal,
regido CA3, CAl e subiculum (Fig. 7). As principais vias de entrada de
informacdes polimodais para o MEC s&o provenientes do cortex pos-rinal
enguanto o LEC recebe principalmente informacdes dos cortices de associacéo
unimodal por meio do cértex perirrinal (Suzuki & Amaral, 1994; Eichenbaum et
al., 2007).
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Figura 7. Representacdo esquematica das principais vias anatdbmicas da
formacéao hipocampal e lobo temporal medial do rato. CA: Corno de Ammon; DG:
Giro Denteado; Sb: Subiculum; LEC: Cértex Entorrinal Lateral; MEC: Cortex
Entorrinal Medial. Adaptado de Hartley et al. (2014)

As divisdes lateral e medial podem ser diferenciadas com base nas
diferencas morfolégicas como tipo de neurénios, densidade celular, tamanho e
formato das células (Canto et al., 2008) sendo estas diferencas caracterizadas
principalmente pela conectividade das aferéncias e eferéncias (Witter et al.,
2000) (Fig.8).
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Figura 8. Resumo das principais aferéncias (A) e eferéncias (B) do cortex
entorrinal, nas suas divisdes de area lateral (LEA) e medial (MEA). Setas pretas
representam maior forca de conectividade. Setas cinzas, forgca média e setas
brancas, fraca. Traduzido de Kerr et al. (2007).

Que o hipocampo e neocértex sdo importantes na consolidacdo sistémica
e transformacao qualitativa da memoéria séo fatos bem estabelecidos (Frankland
& Bontempi, 2005), mas menos € conhecido sobre o papel do EC nesses

processos.

1.5.2 O cortex entorrinal lateral na consolidacao sistémica e generalizagéo
de memorias episodicas

Evidéncias experimentais em modelos animais sugerem que o EC néo
somente é uma interface entre o hipocampo e 0 neocortex, mas que é um nédulo
importante na rede que medeia processos mnemonicos, participando da
codificacdo rapida de associa¢gfes novas. Além disso, embora seja essencial
para a aquisicdo da memoria, o EC contribui para a evocagao até quando o
hipocampo ndo € mais necessario (Takehara-Nishiuchi, 2014). Isso indica que 0
EC participa ativamente da consolidacdo sistémica. Para testar essa ideia,
Quillfeldt et al., (1996) treinaram ratos na tarefa de esquiva inibitoria e infundiram
0 antagonista AMPAR, 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX), no
hipocampo mais amigdala, no cortex entorrinal lateral e no coértex parietal
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posterior, 1, 31 e 60 dias ap6s o treino. A esquiva inibitéria €, como o CAC, uma
tarefa dependente do hipocampo. Os autores mostraram que as quatro
estruturas participam da evocacao da memaria aversiva 1 dia apos o treino. Aos
31 dias, o hipocampo néo participa mais e aos 60 dias, somente o cortex parietal
posterior continua sendo necessario para a expressao da memdéria contextual
aversiva, mostrando de forma elegante a dinamica de diferentes estruturas na

evocacao da memoria ao longo do tempo.

Estudos eletrofisiolégicos também oferecem evidéncias sobre a
importancia do LEC na estabilizacdo e na consolidacdo de memarias episédicas
recentes e remotas. A atividade do HPC é dominada por oscilacdes theta durante
uma sessao de aquisicdo e imediatamente apds, sharp waves sincronizadas sao
gerados pelos neurdnios hipocampais e podem se propagar para outras
estruturas. Por outro lado, durante a evocacdo de memdrias remotas, neurénios
no mPFC disparam seletivamente para a associacdo formada durante o treino
(Takehara-Nishiuchi & McNaughton, 2008). Takehara-Nishiuchi et al. (2012)
analisaram a sincronizagéo theta entre o HPC-LEC, e LEC-mPFC e mostraram
gue treinando ratos numa tarefa de trace eyeblink conditioning e testando em
diferentes intervalos de tempo, as oscilacdes e sincronizacdo theta mudavam.
Durante o treino, a amplitude das oscilagdes theta no HPC e a sincronizagao
theta no HPC-LEC estavam aumentadas. Esse efeito gradativamente se perdeu
com o passar do tempo, em que na sessao de teste da meméria remota, a
amplitude das oscilacdes theta no HPC e a sincronizacao theta no HPC-LEC
estavam atenuadas. Também observaram que a amplitude no LEC-mPFC ficava
gradativamente aumentada em ratos que tiveram a resposta condicionada. Além
disso, a sincronizacdo se manteve elevada entre essas duas areas durante
sessdes de teste da memoria remotas. Estes resultados sdo consistentes com a
teoria da consolidacdo sistémica, e com intrigantes evidéncias apontando o
papel do LEC como uma estacéo de relé entre o HPC e o mPFC que ativamente

regula a evocacéo dependendo da idade da memdria (Fig. 9).
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Figura 9. Esquema representando o EC como estacao de relé entre o HPC e o
ACC. A evocacdo de memorias recentes seria principalmente pela interacao
HPC-EC enquanto que as conexdes EC-ACC seriam fortalecidas com o passar
do tempo. Adaptado e modificado de Takehara-Nishiuchi (2014).

Essa caracteristica sugere que uma pequena mudanca na conectividade
do EC pode ter um impacto em como a rede cortical opera durante a evocacéo
de uma memoria contextual. Baseado em estudos passados, Takehara-
Nishiuchi (2014) hipotetizou que a conectividade entre o EC e o HPC ou ACC
muda com a consolidacdo sistémica e que o EC tem uma funcdo duradoura na
evocacdo da memoéria ao primeiro interagir com o HPC e depois com o
mPFC/ACC.

Se existem relativamente poucos trabalhos na literatura sobre o papel do
cortex entorrinal na consolidacdo sistémica, menos se sabe sobre a sua
participacdo na discriminacéo contextual. Em um estudo avaliando a preciséo da
memaoria contextual, lesdes neurotdxicas tanto no perirrinal e entorrinal lateral ou
no poés-rinal e entorrinal medial produziram uma rapida generalizacdo 1 dia ap6s
o treino, sugerindo que a regiao parahipocampal € necessaria para a codificacéo
de memdrias contextualmente precisas (Burwell et al., 2004), porém com a
extensdo da lesdo nao fica claro a contribuicdo do LEC na precisdo ou
generalizagdo da memoria. Em outro, os autores registraram disparos neuronais
nas camadas profundas do EC, alvos de conexdes provenientes do hipocampo,
enquanto os animais exploraram um labirinto e verificaram gque essas camadas

do EC mantém o mesmo padrédo de atividade mesmo quando o contexto muda
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(Frank et al., 2000). Os autores sugerem que esse padrdo de disparo poderia
favorecer a generalizacdo entre contextos ja que o EC representa as
regularidades entre trajetorias diferentes. Analisando o MEC, Kitamura et al.
(2015) viram que células especificas da camada Il do MEC (Ocean Cells) que
projetam diretamente para o DG sdo essenciais para a formacao rapida de

representacdes contextuais distintas.

Partindo destes resultados anteriores do nosso e de outros laboratérios,
e justificando-se pelos vazios na literatura acerca da participagédo do LEC na
consolidacédo sistémica e precisdo da memoria aversiva contextual, nossa
hipétese de trabalho é de que, em funcdo de suas conexdes e funcbes
especificas, o LEC podera exibir um perfil temporal distinto do HPC na dinamica
da consolidagéo sistémica e generalizacao.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

Caracterizar, por meio da inibicdo farmacoldgica pré-teste com o agonista
GABAA muscimol, o perfil temporal da participagdo de duas areas corticais — 0
hipocampo dorsal e o cortex entorrinal lateral — na evocagdo da memoria de
longo prazo na tarefa de condicionamento aversivo ao contexto, em diferentes
intervalos treino-teste. Paralelamente ao envolvimento da estrutura em questao
(mediante essa inativacdo farmacoldgica), avaliar a qualidade da memaria nos
diferentes intervalos temporais. Isto &, verificar se os animais sdo capazes de
discriminar entre o contexto onde foram condicionados e contextos neutros

similares ao treino.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Avaliar os efeitos da inibicdo reversivel do hipocampo dorsal (dHPC)
mediante a infusé@o bilateral de muscimol ou seu veiculo 15 minutos antes da
sessdo de teste realizada 2 ou 28 dias apds o treino no mesmo contexto do

condicionamento (Contexto A).

2.2.2 Avaliar os efeitos da inibicao reversivel do cortex entorrinal lateral (LEC)
mediante a infusd@o bilateral de muscimol ou seu veiculo 15 minutos antes da
sessdo de teste realizada 2 ou 28 dias ap0s o treino no mesmo contexto do

condicionamento (Contexto A).

2.2.3 Néo havendo participacdo do LEC nos dois tempos, serd repetido o
protocolo acima para 14 dias ap0s o treino. Havendo participacdo dessa

estrutura nos dois tempos, sera repetido 45 dias apés o treino.

2.2.4 Avaliar os efeitos da inibicdo reversivel do hipocampo dorsal (dHPC)
mediante a infusdo bilateral de muscimol ou seu veiculo 15 minutos antes da
sessdao de teste realizada 2 ou 28 dias apés o treino no contexto alternativo, com

dicas espaciais e tacteis similar ao do condicionamento (Contexto B).
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2.2.5 Avaliar os efeitos da inibicao reversivel do cortex entorrinal lateral (LEC)
mediante a infusdo bilateral de muscimol ou seu veiculo 15 minutos antes da
sessdao de teste realizada 2 ou 28 dias ap6és o treino no contexto alternativo, com

dicas espaciais e tacteis similar ao do condicionamento (Contexto B).

2.2.6 Avaliar os efeitos da inibicao reversivel do cértex entorrinal lateral (LEC)
mediante a infusd@o bilateral de muscimol ou seu veiculo 15 minutos antes da
sessao de teste realizada 2 ou 28 dias apds o treino no contexto alternativo com
dicas visuais similares ao do condicionamento (Contexto C).
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3. Material e métodos

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos com idade entre 70 e 75 dias no
comeco dos procedimentos (pesos entre 300 e 4509) fornecidos pelo CREAL —
Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratorio da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, e mantidos durante o periodo dos
experimentos no Ratario do Laboratorio de Psicobiologia e Neurocomputacéo
(LPBNC). Os ratos foram acondicionados em gaiolas de plexiglass, até 4 por
caixa-moradia, com assoalho de maravalha. O ratario € climatizado (22-26°C
com humidade constante) e submetido a um ciclo de iluminagao de 12h claro/12h
escuro (luzes acesas das 7h as 19h). Os ratos receberam agua e comida ad
libitum. Todos os experimentos foram conduzidos em acordo com a legislacao
vigente (Lei Federal 11794/2008) e previamente aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRGS (Projeto UFRGS #35969).

3.2 Aparatos

O Contexto A era uma caixa de acrilico (33 x 22 x 22 cm) iluminada
internamente, com listras verticais em preto e branco nas quatro paredes. O ch&o
era uma grade de barras de aco inoxidavel paralelas de calibre 0,1 cm,
espacadas 1 cm umas das outras. Os ratos foram observados através de uma

webcam montada na tampa opaca.

O contexto alternativo B era uma caixa retangular (22 x 22 x 25 cm) com
trés paredes bege opacas e uma transparente. Uma lampada de mesa colocada
ao lado da parede transparente iluminava a camara. O Contexto B continha um
ch&o de grade similar de barras de cobre paralelas de calibre 0,1 cm, espacadas

1 cm umas das outras.

O contexto alternativo C foi um cano de PVC circular cortado (diametro:
25 cm; altura: 22 cm) com listras verticais em preto e branco. O chéo liso

consistia em vidro preto temperado e a tampa, vidro transparente.

Os contextos B e C foram colocados em uma sala adjacente ao contexto

de condicionamento (A). Os ratos foram habituados dentro das suas caixas
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moradia a sala com ruido constante de fundo do aparelho de ar condicionado
por 30 min antes de cada sessao de teste. As camaras de condicionamento e

teste foram limpas com solucéo de etanol a 70% antes de cada animal.
3.3 Procedimentos Experimentais

Todos os animais foram submetidos ao mesmo protocolo de treinamento.
Os grupos foram divididos em experimentos avaliando o papel do LEC
(Experimento 1) e do dHPC (Experimento 2) na consolidacdo sistémica e na

precisdo da memoria.
3.3.1 Condicionamento aversivo ao contexto (CAC)

Todos 0s grupos experimentais foram treinados no contexto de
condicionamento (Contexto A). Durante a sessdo de condicionamento, 0S
animais foram habituados ao contexto por 3 minutos antes de receber dois
choques continuos de 0,5 mA com duracdo de 2 s, separados por um intervalo
de 30 s. ApGs 5 segundos adicionais ap6s o segundo choque, os ratos foram

removidos do contexto e retornados as suas caixa-moradias.
3.3.2 Sessoes de teste
3.3.2.1 Consolidacéo sistémica

Na sesséo de teste, muscimol ou PBS foram infundidos bilateralmente no
LEC ou dHPC 15 minutos antes dos animais serem reexpostos ao contexto de
condicionamento (Contexto A). As sessdes de teste duraram 5 minutos, durante
as guais a resposta de freezing do rato foi cronometrada por um observador
experiente, usando um crondmetro. O comportamento de freezing, definido
como a auséncia de todos os movimentos, exceto aqueles relacionados a
respiracao (Blanchard & Blanchard, 1969), foi usado como um indice de retencdo
de memodria e expresso como porcentagem do tempo total da sessdo. Todos os
ratos foram testados novamente por 5 min no mesmo contexto, 4 horas apos a
sessao de teste, na auséncia de infuséo intracerebral (reteste). As sessodes de
condicionamento e teste ocorreram no periodo da manhd, com sessfes de

reteste a tarde.
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3.3.2.2 Precisdo da memodria

Sessodes de teste para avaliar a precisdo da memoéria foram realizadas em
contextos alternativos (Contextos B e C). Os protocolos de infusdo, duracao da

sessdao e protocolo de reteste foram os mesmos dos citados acima.
3.3.3 Cirurgia estereotaxica, canulacdo e cuidados pds-operatorios

Os ratos foram anestesiados com uma injecdo IP contendo uma
associacdo de cetamina (75 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). Céanulas-guia de
calibre 22 foram implantadas bilateralmente nas coordenadas do hipocampo
dorsal ou cértex entorrinal lateral (de acordo com Paxinos & Watson, 2007)
posicionadas apenas 1,0 mm acima da regido alvo. As canulas foram
posicionadas nas seguintes coordenadas em relacdo ao Bregma (mm): -7,0 AP,
+5,0LL, -8,4 DV (da superficie do cranio) para LEC e -4,0 AP, + 3,0 LL, -1,6 DV
(da superficie do cranio) para a regiao CA1 do dHPC. Os ratos se recuperaram
por um periodo pos-operatorio de 5 a 7 dias antes das tarefas comportamentais.
Imediatamente antes da cirurgia e uma vez ao dia por dois dias consecutivos
apos a cirurgia, 0s animais receberam injecdo subcutanea de medicamento anti-
inflamatoério (meloxicam - 1,5 mg/kg) e monitorados quanto a dor usando a Rat

Grimace Scale (Sotocinal et al., 2011).
3.3.4 Drogas e infusao

O muscimol (1 pg/ul, Sigma-Aldrich) foi dissolvido em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) e infundido bilateralmente na regido LEC ou CAl
15 min antes do teste no Contexto A, B ou C. O agonista GABAa muscimol
suprime temporariamente reversivelmente o disparo neuronal, inativando a area
do cérebro alvo. O grupo veiculo recebeu apenas PBS. Muscimol ou veiculo foi
infundido bilateralmente na regido de interesse com canulas de injecdo de calibre
27 (mizzy) usando uma microbomba de duas seringas a uma taxa lenta (20 pl/h)
em um volume de 0,5 pl/hemisfério. A ponta da agulha de injecdo se projetava
1,0 mm além da ponta da canula guia, voltada para a regido de interesse. Apds
a infusdo, as cénulas de injecdo permaneceram por mais 30 segundos para
permitir a difusdo antes de serem removidas e o animal retornado a sua caixa-

moradia.
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3.3.5 Histologia

Ao final de cada experimento, os cérebros foram removidos e imersos em
uma solucdo de sacarose a 20% e paraformaldeido a 4% por pelo menos dois
dias. Os cérebros foram entédo congelados e cortados em secdes coronais de 50
pum usando um criostato (Leica). As se¢Bes foram montadas na lamina e coradas
com violeta cresil para posterior verificagdo. Animais com colocagé&o incorreta de
canulas, lesdes macroscopicas e gliose foram excluidos das analises

estatisticas.
3.3.6 Analises estatisticas

Tendo passado os testes de normalidade e homocedasticidade, os
resultados foram analisados usando teste t de Student bicaudal ndo pareado,
ANOVA independente de uma via ou duas vias. O teste post-hoc de Bonferroni
foi entdo usado para identificar diferengas significativas. A significancia foi
estabelecida em P<0,05. A quantificacdo dos tamanhos dos efeitos entre os
grupos experimentais muscimol e veiculo foram calculados usando o g de

Hedges.
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4. Resultados

4.1 Experimento Piloto

Antes de comecar 0s experimentos era necessario verificar se existia
uma gradacéo de generalizacdo entre os dois contextos alternativos, B e
C. Para isso, ratos foram treinados no contexto de condicionamento (A) e
testados 28 ou 45 dias apés no mesmo contexto (A) ou em um dos

alternativos (B ou C).

Comparativo Contextos

(Piloto)
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Figura 10. Comparacao entre os trés contextos para verificar o grau de
generalizacdo. Dados expressos como Média + SEM. O n foi de 6, 7 e 7 para

Contexto A, B e C respectivamente. Os animais ndo foram canulados para este

experimento.

Foi encontrado com o teste da ANOVA independente de duas vias um efeito
de Contexto (F,34=3,773; p=0,033) mas nao de Tempo (F,34=0,139; p=0,710)
ou Interagdo Contexto x Tempo (F,34=2,666; p=0,084). O teste pds-hoc de

Bonferroni revelou que aos 28 dias o Contexto B difere do Contexto A (p=0,027).
A partir deste experimento piloto foi escolhido o Tempo de 28 dias para os
experimentos de generalizacao subsequentes. No entanto, analisando os dados

obtidos nos testes de experimentos posteriores com animais canulados essa
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gradacéo nao foi encontrada. Comparando os grupos PBS nos Contextos A, B
e C, a ANOVA independente de 1 via revelou que néo tinha efeito de Contexto
(F2.22=3,371; p=0,052) embora o p pequeno € sugestivo. Indica que aos 28 dias
os animais do grupo PBS de ambos os contextos alternativos generalizaram a

memoria.

Comparativo Contextos
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Figura 11. Comparativo entre os grupos PBS (LEC) nos trés contextos aos
28 dias. Grafico mostrando porcentagens de freezing dos trés grupos controle
obtidos nos experimentos com o LEC aos 28 dias para a verificagdo da gradacao
da generalizacdo da memoria. Os dados sao expressos como Média + SEM e 0s
pontos representam o comportamento individual dos ratos. ANOVA
independente de uma via. Os tamanhos das amostras dos grupos sdo: 8,10 e 7

para Ctx A, B e C respectivamente.
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4.2 Consolidacéo sistémica

No primeiro conjunto de experimentos, os ratos foram treinados no
Contexto A e testados no mesmo contexto 2 e 28 dias (HPC e LEC) e 45 dias
(LEC) ap6s o condicionamento. 15 minutos antes do teste, 0s animais receberam
infusdo intracerebral bilateral de muscimol (MUS) ou seu veiculo (PBS). Os
animais foram reexpostos ao contexto 4 h mais tarde para uma sessao de reteste

sem infusao.

4.2.1 Participac@o do hipocampo dorsal na evocacdo da memoria 2 e 28 dias
apos o treino

Existem amplas evidéncias mostrando que o dHPC participa da evocacao
de memorias contextuais recentes e que deixa de participar com um intervalo de
tempo maior (Frankland & Bontempi, 2005). Para validar os nossos resultados
experimentais do LEC, infundimos muscimol ou PBS na area CAl1 do dHPC
antes do teste no contexto de condicionamento 2 e 28 dias ap0s o treino para
verificar se a consolidacéo sistémica havia ocorrido nesse periodo. Ao contrario
do esperado, a ANOVA independente de duas vias nao revelou um efeito
significativo do Tempo (F,23=4,115; p=0,054), Droga (F(1,23=1,519; p=0,230) ou
Interacdo Tempo x Droga (F@.23=3,071; p=0,093). Embora ndo obtivemos um p
significativo para 2 dias, o calculo do g de Hedges revelou um tamanho de efeito
grande (g=1,136), o que néo foi encontrado para 28 dias (g=0,0409).
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Figura 12. O hipocampo pode estar participando da evocacdo da memaoria
2, mas nao 28 dias ap0s o treino no contexto original. A: desenho
experimental. B: Grafico mostrando porcentagens de freezing na sesséo de teste
para memoria recente (2 dias) e remota (28 dias). Os dados sédo expressos como
Média £ SEM e os pontos representam o comportamento individual dos ratos.
ANOVA independente de duas vias n&o revelou diferengas significativas para 2
e 28 dias. O g de Hedges = 1,136 (2 dias) e 0,0409 (28 dias). Os tamanhos das
amostras dos grupos séo: 6,7 e 6,8 para 2 e 28 dias, respectivamente. Dados do

reteste sdo mostrados no texto e no Apéndice.

42



Como esperado, na sessdo do reteste, sem o efeito do farmaco, nao
houve diferenca significativa entre os grupos tanto para 2 dias (t11=0,699;
p=0,498) quanto para 28 dias (t12=0,321; p=0,753). Para comparac¢des entre 0s
grupos teste e reteste aos 2 dias, a ANOVA de duas vias de medidas repetidas
revelou uma interagdo Droga x Sesséo (F@,11= 7,778; p=0,017) porém o teste
pos-hoc de Bonferroni revelou que a diferenca entre o grupo MUS do teste e

reteste ndo era significativa (p=0,053).

Estes resultados sdo bastante sugestivos de que o muscimol teve efeito
quando infundido pré-teste no dHPC no mesmo contexto treino, em
concordancia com estudos anteriores. E provavel que o efeito estatistico
significativo seja encontrado aumentando o n dos animais ja que o tamanho da

amostra é baixo.

4.2.2 Participagdo do coértex entorrinal lateral na evocacdo da memoria 2 e 28
dias apds o treino

Para replicar os resultados encontrados por Quillfeldt et al. (1996) e
comparar com os resultados obtidos no HPC, infundimos muscimol ou seu
veiculo no LEC para verificar se essa estrutura participa da evocacdo da

memoria contextual 2 dias e 28 dias apds o treino.

ANOVA independente de duas vias revelou um efeito do Tempo
(F@32=6,611; p=0,015) e Droga (F@, 32=12,410; p=0,001) mas ndo para a
Interacdo Tempo x Droga (F,32=0,03977; p=0,843). Comparagbes multiplas
com o teste pés-hoc de Bonferroni revelou uma diferenca significativa entre os
grupos MUS e PBS tanto 2 dias (p=0,030) e 28 dias (p=0,043). Foi encontrado
um tamanho de efeito grande nos dois tempos (g=1,1338 para 2 dias e g=1,1204

para 28 dias).
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Figura 13. O LEC participa da evocacdo da memaoria aos 2 e 28 dias ap6s o
treino no contexto original. A: Desenho experimental. B: Grafico mostrando
porcentagens de freezing na sessao de teste para memoéria recente (2 dias) e
remota (28 dias). Os dados sdo expressos como Média + SEM e os pontos
representam o comportamento individual dos ratos. ANOVA independente de
duas vias com asteriscos indicando p<0,05 (teste pés-hoc de Bonferroni). O g de
Hedges = 1,1338 (2 dias) e 1,1204 (28 dias). Os tamanhos das amostras dos
grupos séo: 12,6 e 8,10 para 2 e 28 dias, respectivamente. Dados do reteste séo

mostrados no texto e no Apéndice.
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No reteste, grupos MUS e PBS nao diferiram entre si tanto aos 2 dias
(tas)=1;707 p=0,108) quanto aos 28 dias (t16=0,619; p=0,544). Estes resultados
sugerem que, embora neste intervalo de tempo o HPC ndo seja mais recrutado
para a evocagdo da memoria contextual, ainda ndo ocorreu a consolidacdo

sistémica no LEC.

4.2.3 Participacao do cortex entorrinal lateral na evocacdo da memaria

remota 45 dias apos o treino

Como o LEC ainda € necessario aos 28 dias, nos perguntamos se
estendendo o intervalo de tempo para 45 dias essa estrutura ainda seria

recrutada para a evocacdo de uma memoaria contextual.

N&o encontramos uma diferenca significativa entre os grupos MUS e PBS
para a memoria remota nem para o teste (ta5=0,897; p=0,383) quanto para o
reteste (tus=1,022; p=0,323), indicando que a memoria foi consolidada

sistemicamente em algum momento entre 28 e 45 dias.
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Figura 14. O LEC nédo participa mais da evocacdo de uma memoaria
contextual remota (45 dias). A: Desenho experimental. B: Grafico mostrando
porcentagens de freezing na sessao de teste para a memdéria remota (45 dias).
Os dados sdo expressos como Média + SEM e o0s pontos representam o
comportamento individual dos ratos. Nao houve diferenca estatistica entre
grupos (teste t de Student ndo pareado; p>0,05). O g de Hedges = 0, 445. Os
tamanhos das amostras dos grupos séo: 8 e 9. Dados do reteste sdo mostrados

no texto e no Apéndice.
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4.3 Generalizacdo da memoaria

No segundo grupo de experimentos, 0s ratos foram treinados no Contexto
A e testados 2 ou 28 dias apés em um dos contextos alternativos B (HPC e LEC)
ou C (LEC) para verificar a discriminagcéo contextual. 15 minutos antes do teste,
0s animais receberam infuséo intracerebral bilateral de muscimol (MUS) ou seu
veiculo (PBS). Ratos foram reexpostos ao mesmo contexto do teste 4 h mais

tarde para uma sessao de reteste sem infuséo.

4.3.1 Participacdo do hipocampo dorsal na evocagdo da memaoria no contexto

alternativo B

Estudos anteriores mostraram que a generalizacdo da memdéria pode
ocorrer em paralelo com a consolidacéo sistémica (Pedraza et al., 2016; Crestani
& Lotz et al., 2021 — manuscrito em fase de submissao). Dessa forma, testamos
para verificar se uma memodria remota independente do hipocampo seria
sensivel ao efeito inibitério do muscimol. ANOVA independente de duas vias
revelou um efeito bem significativo para Tempo (F(,29=20,48; p<0,0001) mas
ndo para Droga (F@29=0,6966; p=0,410) ou Interacdo Tempo x Droga
(F1,29=0,9848; p=0,329). O teste pds-hoc Bonferroni revelou que ndo houve
diferencas entre os grupos MUS e PBS para 2 dias (p>0,999) e 28 dias
(p=0,343). Para esses grupos, obteve-se um tamanho de efeito pequeno para 2
dias (g=0, 0,048) e para 28 dias (d=0,733).
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Figura 15. Muscimol nédo teve efeito aos 28 dias, quando testados no
contexto alternativo B. A: Desenho experimental. B: Gréafico mostrando
porcentagens de freezing na sessao de teste para a memoéria recente (2 dias) e
remota (28 dias). Os dados sédo expressos como Média + SEM e os pontos
representam o comportamento individual dos ratos. Nao houve diferenca
estatistica entre grupos (ANOVA independente de duas vias com teste pds-hoc
de Bonferroni). O g de Hedges = 0,048 (2 dias) e 0,733 (28 dias). Os tamanhos
das amostras dos grupos sao: 7,7 e 9,10 para 2 e 28 dias, respectivamente.

Dados do reteste sdo mostrados no texto e no Apéndice.
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Uma diferenca significativa entre os grupos MUS e PBS nao foi
encontrada no reteste para 2 dias (ta12=1,352; p=0,201) e 28 dias (ta7)=0,240;
p=0,812). Estes resultados indicam que a memaria generalizada aos 28 dias ndo
€ mais dependente do hipocampo, congruente com os resultados obtidos no

experimento da consolidagéo sistémica (Fig. 10).

4.3.2 Participagdo do cértex entorrinal lateral na evocagdo da memoria no

contexto alternativo B

A inibicdo do LEC 28 dias apés o treino em um contexto similar
supreendentemente resultou no prejuizo da memoéria de medo generalizada. A
ANOVA independente de duas vias revelou um efeito significativo para o Tempo
(Fa,30=6,294; p=0,017) mas nao para Droga (F(@30=1,955; p=0,172). Uma
Interacdo Tempo x Droga foi encontrada (F(,30=9,240; p=0,004). O teste pos-
hoc subsequente revelou que ndo houve diferenca entre os grupos MUS e PBS
2 dias apos o treino (p=0,562) e houve uma diferenga bem significativa aos 28
dias (p=0,004). Os tamanhos do efeito encontrados foram g=0,801 (2 dias) e
g=1,269 (28 dias).
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Figura 16. A inibicdo do LEC 28 dias apés o treino no contexto alternativo
B resultou no prejuizo da memdédria de medo generalizada. A: Desenho
experimental. B: Grafico mostrando porcentagens de freezing na sessao de teste
para a memoaria recente (2 dias) e remota (28 dias). Os dados sédo expressos
como Média + SEM e os pontos representam o comportamento individual dos
ratos. Houve diferenca estatistica entre grupos aos 28 dias (ANOVA
independente de duas vias com teste pds-hoc de Bonferroni; asterisco duplo
indica p<0,01). O g de Hedges =0, 0,801 (2 dias) e 1, 269 (28 dias). Os tamanhos
das amostras dos grupos sao: 7,8 e 10,9 para 2 e 28 dias, respectivamente.

Dados do reteste sdo mostrados no texto e no Apéndice.
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No reteste ndo houve diferenca entre os grupos MUS e PBS para 2 dias
(ta3=0,475; p=0,642) e o efeito encontrado no teste ao 28 dias desapareceu no
reteste (t16=0,364; p=0,720). Levando em conta que o LEC ainda participa da
memodria contextual aos 28 dias no contexto treino (Fig. 11), este resultado pode

ter algumas implicacdes interessantes.

4.3.3 Participacdo do cortex entorrinal lateral na evocacdo da memadria no

contexto alternativo C

Testando os animais em um contexto alternativo C, 2 e 28 dias ap0s o
treino, ndo encontramos um efeito para Tempo (F,31)=0,044; p=0,834), Droga
(Fa,31=2,214; p=0,146) ou Interagdo Tempo x Droga (F@,31)=0,371; p=0,546). Os
tamanhos do efeito obtidos foram pequenos, com g=0, 257 para 2 dias e g=0,648

para 28 dias.

No reteste também ndo encontramos diferenca entre os grupos MUS e
PBS para 2 dias (t11=0,840; p=0,418) e 28 dias (t(15=0,610; p=0,550).
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Figura 17. Muscimol néo teve efeito aos 2 ou 28 dias, quando testados no
um contexto alternativo C. A: Desenho experimental. B: Grafico mostrando
porcentagens de freezing na sessao de teste para a memoaria recente (2 dias) e
remota (28 dias). Os dados sédo expressos como Média + SEM e 0s pontos
representam o comportamento individual dos ratos. Nao houve diferenca
estatistica entre grupos (ANOVA independente de duas vias). O g de Hedges =
0, 257 (2 dias) e 0, 648 (28 dias). Os tamanhos das amostras dos grupos séo:
9,9 e 8,9 para 2 e 28 dias, respectivamente. Dados do reteste sdo mostrados no

texto e no Apéndice.
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5. Discusséo geral

A Teoria da Transformacgdo do Traco postula que memorias episodicas
ricas em detalhamento contextual e dependentes do hipocampo coexistem com
as genéricas, ou semantizadas, associadas ao neocértex, e que esses dois
tracos competem por dominancia (Fig. 5) (Winocur et al., 2010). Embora testar
essa hipotese ndo foi um dos nossos objetivos, nossos resultados favorecem

essa interpretacgéo.

O fato de que o HPC é importante na evoca¢do de memarias recentes e
contextualmente precisas € um fato bem estabelecido (Frankland & Bontempi,
2005; De Oliveira Alvares et al., 2012). Os resultados aqui apresentados
mostram que quando a memadria ndo é mais dependente do hipocampo para a
sua expressdo (Fig. 12), se encontra também generalizada (Fig. 15), em
concordancia com outros experimentos que sugerem que, sem outras
intervencdes farmacoldgicas e comportamentais que podem acelerar ou retardar
0 processo, a consolidacdo sistémica e generalizacdo da memaria ocorrem em

paralelo.

Existem poucos estudos verificando o papel do LEC na consolidacao
sistémica. Em um dos primeiros (Quillfeldt et al., 1996), os autores treinaram
ratos na esquiva inibitéria e testaram em diferentes intervalos apés o
condicionamento. Viram que o LEC tem uma participagéo mais prolongada em
comparacao com o HPC — embora ndo fosse maior que a de areas neocorticais
como o cértex parietal posterior - indicando uma dinadmica temporal na evocacéo
de estruturas do lobo temporal medial. De fato, outros estudos dao peso a essas
observacdes (Takehara-Nishuichi, 2014). Usando outra tarefa comportamental
(CAC), também dependente do HPC, replicamos, aqui, o0s resultados
encontrados por Quillfeldt et al. (1996). Verificamos que o LEC patrticipa aos 2
dias e aos 28 dias apods o treino (Fig.13), mesmo quando ja tinha um
desengajamento do HPC 28 dias ap6s o condicionamento (Fig. 12), e que a
participacédo do LEC n&o € tdo duradoura pois aos 45 dias ndo € mais necessario
para a expressdo da memoria (Fig. 14). Nossos resultados mostram que,

enguanto que a memoéria contextual aversiva é consolidada sistemicamente do
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HPC antes dos 28 dias, essa memoria continua sendo dependente do LEC até

algum momento entre 28 e 45 dias ap6s o condicionamento.

Da interacao anatémica emerge a qualitativa ou psicologica, como sugere
a Teoria do Transformacdo do Traco (Quillfeldt, 2019). Em nosso trabalho,
testando os animais em um contexto com dicas espaciais e tacteis similares ao
do treino (Contexto B), verificamos que a infuséo pré-teste de muscimol no dHPC
nao teve efeito aos 28 dias (Fig. 15), que era esperado pois no mesmo intervalo
de tempo a memoria ja foi consolidada sistemicamente do HPC (Fig. 12). Como
controle adicional, testamos também no contexto alternativo 2 dias apés o treino
e, como esperado, o freezing foi baixo tanto para o grupo MUS quanto o grupo
PBS, indicando que os animais mantinham uma representacao contextualmente
precisa (Fig. 15). O mesmo ocorreu para o LEC aos 2 dias (Fig. 16). Quando
temporariamente inativamos o LEC 28 dias ap6s o treino no Contexto B,
supreendentemente a expressao da memoria generalizada também foi inibida
(Fig. 16) e essa memoria generalizada voltou a ser expressa na sessao do
reteste (Apéndice Fig.9), indicando que o freezing baixo visto no grupo MUS foi
devido ao efeito do farmaco. O reteste sem o efeito do farmaco € um importante
controle em experimentos com inativacéo farmacoldgica temporaria, e se espera
que os grupos veiculo e droga ndo diferem estatisticamente entre si. Levando
iSso em consideragao, no experimento no Contexto B aos 28 dias, podemos dizer
que o LEC, como outras areas neocorticais, participa da generalizacdo da
memoria, ja que no teste 0 muscimol teve efeito e esse efeito ndo perdurou na

sessao do reteste.

Este resultado foi inesperado pois aos 28 dias a infusdo de muscimol no
dHPC néo teve efeito, indicando que esta area ja ndo participa mais da
evocacao. Como, entdo, que a memdria volta a ser aparentemente precisa
quando o LEC esta inibido? Seria um problema de armazenamento ou de

evocagao?

As propriedades anatomicas do EC e o neocortex sugerem que o EC néo
SO seria uma interface entre o HPC e areas corticais, mas também entre o ACC
e outras regides neocorticais (Burwell, 2000; Agster & Burwell, 2009). Se esse
for o caso, a interacdo entre o EC e essas areas neocorticais deve ter papel
fundamental na expressdo da memoria consolidada (Takehara-Nishuichi, 2014).
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Para testar essa ideia, Tanninen et al., (2013) treinaram ratos numa tarefa de
trace eyeblink conditioning, uma tarefa dependente do HPC, EC e varias regides
neocorticais, e testaram os animais 1 dia (recente) ou 30 dias (remota) apos,
com infusdo unilateral e contralateral de muscimol ou aCSF no LEC e no
prelimbico. Verificaram que o LEC participa tanto da expressao da memoria
recente dependente do HPC, quanto da remota associada ao mPFC. Estes
resultados sugerem que o envolvimento do LEC na expressdo da memoria
recente pode ser atribuido as interagbes com o HPC, enquanto que a remota

com suas interacdes com o mPFC.

Embora tenhamos usado outra tarefa comportamental aversiva (o
condicionamento aversivo ao contexto em vez da esquiva inibitéria), uma
hip6tese para explicar este resultado encontrado (Fig 16) € que o HPC volta a
ser necessario para a expressdo da memoria contextualmente precisa quando o
LEC é inibido, como um mecanismo compensatorio, ja que as conexdes entre o
LEC e o neocoértex talvez ndo estejam fortalecidas o suficiente para suportar a
memodria corticalizada e generalizada (Fig. 9). Se esse for o caso, a inativacdo
bilateral simultdnea do LEC e do dHPC antes do teste da memoria remota

provavelmente resultaria na expressdo da memoria generalizada.

Outros achados que suportam essa hipétese podem ser encontrados nos
trabalhos de Sutherland et al. (2010). Analisando tratamentos com perda de
funcdo, como lesBes ou inativacdo farmacolégica reversivel, cunharam o termo
Distributed Reinstatement Theory (DRT), ou Teoria da Reinstalacdo Distribuida
em portugués, como hipétese ad hoc que postula que, ao invés da uma
reorganizacao gradual e prolongada de um traco mnemaonico, ocorre a criacao
rapida de um traco duplo no hipocampo e areas corticais. O traco hipocampal
seria uma representacdo fortalecida enquanto que o cortical, mais fraca
(Quillfeldt, 2019). Tomando isso em consideracgao, possivelmente o HPC poderia
ser favorecido quando o LEC é inibido pois a representacdo mnemonica
hipocampal ainda estéa fortalecida e favorecida ap6s este periodo de tempo. E
necessario, também, testar com infuséo pré-teste de muscimol no LEC em um
periodo mais longo apos o treino no Contexto B para melhor elucidar este

resultado dos 28 dias.
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Uma outra hipotese para explicar este resultado dos 28 dias no Contexto
B é a funcdo desempenhada pelos cértices rinais (entorrinal, perirrinal e pos-
rinal) na memoria de reconhecimento e a sensacao de familiaridade (Fig. 19). O
LEC recebe principalmente projecfes do cértex perirrinal (Fig. 7), que por sua
vez, recebe principalmente projecdes do neocértex por onde fluem informacdes
unimodais sensoriais (Suzuki & Amaral, 1994; Lee & Lee, 2013). Trabalhos com
foco no perirrinal mostram que lesionando essa estrutura resulta em um déficit
no reconhecimento visual dos estimulos, prejudicando o reconhecimento de
objetos discretos (Liu & Bilkey, 1999; Kesner et al., 2001) e na auséncia da
atividade do perirrinal a representacdo € generalizada no CAC (Bucci et al.,
2002). Embora essa estrutura ndo seja o foco desse trabalho, levando em conta
as conexodes que o cortex perirrinal faz com o HPC e o LEC, este Ultimo também
tendo papel na familiaridade, no reconhecimento de itens discretos e a
localizacéo destes no espaco (Deshmukh & Knierim, 2011; Wilson et al., 2013),
ha a possibilidade de que também exista um mecanismo compensatério que
favoreca as conexdes diretas perirrinal-hipocampo quando o LEC deixa de
intermediar essa conexdo, embora esse efeito, se existe, ndo parece se
generalizar ao contexto com dicas visuais similares ao do treino, o Contexto C
(Fig.17). Mais experimentos sdo necessarios para elucidar o papel dessa

estrutura na discriminag&o contextual, porém.

Lembra nga -
o -
Cortex Cortex
Perirrinal Pés-rinal

Areas de associagdo Areas de associacdo
unimodais polimodais

Figura 18. SensacgbOes de familiaridade s&o atribuidas aos cortices rinais
enquanto as de lembranca ao hipocampo. Adaptado de Lavenex & Amaral
(2000) e Shimamura (2010).
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Estudos eletrofisiolégicos mostram que os neurbénios do LEC néo séo
espacialmente seletivos (Hargreaves et al., 2005) nem em contextos contendo
varias dicas (Yoganarasimha et al., 2011). Porém, essa estrutura pode estar
participando da transmissao de dicas visuais para o hipocampo (Scaplen et al.,
2017). Neste ultimo estudo, verificaram que a inativagdo do LEC resultou na
maior influéncia de dicas visuais na atividade das células de lugar no HPC,
indicando que o LEC esta envolvido na modulacéo da utilizacao de dicas visuais
pelo dHPC. Em nosso contexto alternativo C, utilizamos um cilindro com dicas
visuais bem explicitas (listras pretas e brancas na parede, igual ao contexto
treino). Verificamos que, aos 2 dias, animais PBS e MUS tinham uma
representacdo generalizada quando infundimos o LEC com PBS ou MUS, o que
foi verificado também aos 28 dias. (Fig. 17). Sendo que ratos tém uma
preferéncia por estimulos olfatorios e tateis ao invés de visuais, e albinos tém
uma visdo relativamente pobre, este resultado de memodria remota €
interessante, porém problematico porque a generalizacao foi rapida aos 2 dias
(quando se espera que 0s animais discriminam entre contextos) e, ao contrario
do teste aos 28 dias no Contexto B (Fig. 16), o muscimol ndo teve efeito quando

testado nesse mesmo intervalo no Contexto C.

Antes de iniciar os experimentos de generalizacao, foi verificado se havia
uma gradacao entre contextos (Fig. 10). Porém, analisando os niveis de freezing
entre os grupos PBS do LEC aos 28 dias nos contextos A, B e C, essa gradacéo
nao foi confirmada (Fig.11). O Contexto C se mostrou ser muito similar ao do
condicionamento A, mesmo aos 2 dias apés o treino, quando se espera que 0S
ratos discriminam bem entre contextos, houve freezing alto tanto para o grupo
controle quanto para o muscimol (Fig. 17), tornando a utilizacdo desse contexto
problematico. Uma diferenca entre os animais do experimento piloto com 0s
outros € o fato de que estes primeiros ndao foram canulados, o que pode ter
influenciado nos resultados obtidos. Também, sera interessante testar os ratos
nos trés contextos para verificar se existe gradacao aos 2 dias, um experimento
gue nao foi feito. Além disso, sera necessario tornar o Contexto C menos similar
ao de condicionamento (A), possivelmente adicionando um estimulo olfatério

diferente.
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6. Conclusdes

O cortex entorrinal lateral faz conexdes com varias estruturas importantes
no processo mnemaonico, mas o papel do LEC na consolidacdo sistémica e
generalizacdo de memdrias contextuais aversivas ainda é pouco conhecido. Os
resultados aqui apresentados fortalecem a visdo do LEC como um importante
nédulo nesses circuitos e oferecem uma viséo intrigante do papel dessa estrutura

na generalizacdo dessas memodrias.

Dada a importancia dessa estrutura em varias doencas neurolégicas e
psiquiatricas, e da generalizacdo para transtornos como o TEPT, é importante
elucidar os mecanismos por tras desses processos, possivelmente abrindo um
caminho para estratégias de atenuacdo de memorias hipergeneralizadas e
patologicas que prejudicam a saude mental de tantos.
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7. Perspectivas imediatas e de longo prazo

1. Refazer o teste com 0 n aumentado no contexto treino aos 2 dias com infusao
no dHPC;

2. Realizar a infusédo bilateral e simultanea de muscimol ou veiculo no dHPC e

LEC antes do teste aos 28 dias no contexto alternativo B;

3. Realizar um teste com infusdo de muscimol ou veiculo no LEC no Contexto B

45 dias apés o treino;

4. Incorporar dicas olfatérias diferentes para tornar o Contexto C menos similar
ao contexto treino e verificar se tem uma gradacéao entre A, Be C aos 2, 28 e 45

dias.

5. Havendo gradacdo da generalizacdo, repetir os experimentos no Contexto C

com inativagdo do LEC 2 e 28 dias ap0s o treino.
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9. Apéndice

9.1 Graficos dos retestes
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Figura 1. Infusdo de PBS ou muscimol no dHPC 2 dias apés o treino no
Contexto A.
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Figura 2. Infusdo de PBS ou muscimol no dHPC 28 dias apés o treino no
Contexto A.

68



LEC 2 dias Ctx A

100 °
80
o o0
c ®
= 60 ]
§ ) I
L 40- °
2 ™
20 °
°
0 T
PBS MUS

Figura 3. Infusdo de PBS ou muscimol no LEC 2 dias apds o treino no
Contexto A.
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Figura 4. Infusdo de PBS ou muscimol no LEC 28 dias ap0s o treino no
Contexto A.

LEC 45 dias Ctx A
100+

80_ mn
60—

40-

% Freezing

20+

ooo .|. o

T
PBS MUS

Figura 5. Infus&o de PBS ou muscimol no LEC 45 dias ap0s o treino no
Contexto A.
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Figura 6. Infusdo de PBS ou muscimol no dHPC 2 dias apdés o treino no

Contexto B.
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Figura 7. Infusdo de PBS ou muscimol no dHPC 28 dias apds o treino no

Contexto B.
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Figura 8. Infusdo de PBS ou muscimol no LEC 2 dias ap6s o treino no

Contexto B.
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Figura 9. Infusdo de PBS ou muscimol no LEC 28 dias apés o treino no

Contexto B.
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Figura 10. Infusdo de PBS ou muscimol no LEC 2 dias apés o treino no
Contexto C. N&o foi possivel completar o grupo PBS por questdes técnicas no

dia do experimento (falta de energia elétrica).
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Figura 11. Infusdo de PBS ou muscimol no LEC 28 dias ap6s o treino no

Contexto C.
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9.3 Esquemas representativos das histologias

Figure 48

Interaural 1.96 mm Bregma -7.04 mm

Figura 14. Esquema representativo do local de infusdo de PBS ou
muscimol no LEC.

] —— Figure 35
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Figura 15. Esquema representativo do local de infusédo de PBS ou muscimol no
dHPC.
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