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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esta pesquisa possui um impacto cientifico significativo ao aprofundar nossa
compreensdo sobre aspectos do funcionamento basico do hipocampo de mamiferos basais. Sob
0 ponto de vista de testes comportamentais, ela é crucial para desvendar as complexidades da
sub-regido hipocampal que esta intrinsecamente ligada ao circuito de formacao das memadrias
do medo além de contribuir para o entendimento sobre a formacao das memdrias espaciais. Ao
investigar esses mecanismos fundamentais, nossa pesquisa ndo apenas preenche lacunas no
conhecimento existente, mas também se estabelece como um ponto de partida essencial para
estudos futuros. Dessa maneira, trata-se de uma pesquisa basica que fornece os alicerces
necessarios para: (i) uma compreensdo aprofundada sobre como as memadrias sao formadas; (ii)
abrir caminho para investigacbes mais detalhadas sobre o funcionamento normal e as
disfuncdes relacionadas ao hipocampo e; (iii) Servir como base para pesquisas futuras que
busquem entender e tratar doencas neurologicas e psiquiatricas que afetam a memaria e outras

condicdes que impactam as func¢des hipocampais.
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RESUMO

O hipocampo (HPC) é uma estrutura fundamental para o processamento de diferentes tipos de
memoria. No entanto, pouco se sabe sobre as contribuicdes de suas sub-regides em diferentes
etapas do processamento da memoria. Nesse sentido, 0s objetivos desta pesquisa foram avaliar
a funcéo e possivel lateralizacdo funcional da area CA1 do HPC ventral na aquisicao e evocacao
da memoria aversiva e evocagdo da memdria espacial recente. Dessa forma, foram utilizados
169 ratos Wistar que passaram inicialmente pelos procedimentos cirtrgicos de implante de
canulas guia bilaterais na area de interesse. Ap0Os recuperacao cirurgica, 0s animais foram
submetidos a tarefa de esquiva discriminativa no labirinto em cruz elevado (PM-DAT) ou
passaram pelo labirinto aquatico de Morris (LAM). Para causar uma lesdo transiente direita,
esquerda ou bilateral, os animais receberam microinfusdes de lidocaina (LIDO) enquanto os do
grupo controle receberam de solucdo de RINGER. Foram realizados trés experimentos: duas
exposi¢cdes ao PM-DAT com injecao das drogas antes (i) da primeira ou (ii) segunda exposi¢édo
e; (iii) treinos e teste no LAM com injecdo antes do teste. Os animais também passaram pelo
teste do campo aberto para avaliacdo de comportamentos ansiogénicos e de possiveis
comprometimentos locomotores. Posteriormente foram realizadas a analise histologica de
confirmacdo do local das cénulas e; analise imuno-histoquimica da expressdo do proto-
oncogene c-Fos na area de interesse como avaliagdo da atividade neuronal. Todos os dados
foram submetidos ao teste de homogeneidade de Shapiro-Wilk. Dados paramétricos foram
analisados por uma ANOVA de um fator e os ndo paramétricos por um teste de Kruskal-Wallis.
Para a construcdo das curvas de aprendizagem e analise com mais de uma variavel foi utilizada
uma ANOVA de dois fatores. O nivel de significancia aceito foi de p < 0,05. Os animais dos
experimentos | e Il apresentaram esquiva ativa do brago com contexto aversivo durante a
primeira exposi¢do ao PM-DAT, mas nao diferiram entre ambos os bracos fechados na segunda
exposicdo. No experimento 111, animais com infusdes de LIDO lembraram do local onde antes
estava a plataforma durante o teste de memoria espacial. Os dados do campo aberto nao
demonstraram comprometimento de exploracdo e locomocgdo para 0s animais de nenhum
experimento. No entanto, para o experimento I11, os animais com lesGes transientes esquerdas
exibiram comportamento mais ansioso do que os animais do grupo veiculo. A analise imuno-
histoquimica evidenciou a proteina c-Fos em animais do grupo veiculo ap6s os trés
experimentos. Em suma, sob essas condicdes e testes comportamentais, ndo ha envolvimento
da CA1 do HPC ventral na aquisicdo e evocacdo da memoria aversiva ou evocacao da memoria
espacial; tampouco houve indicios de lateralizagdo funcional.

Palavras-chave: lateralizacdo funcional, memdria emocional, navegacao espacial.



ABSTRACT

The hippocampus (HPC) is fundamental for the processing of different types of memory.
Furthermore, little is known about the contributions of its sub-regions in different stages of
memory processing. Thus, this study aims to evaluate the role and possible functional
lateralization of the CALl area of the ventral HPC in the acquisition and recall of aversive
memory and recall of recent spatial memory. Thus, one hundred and sixty-nine Wistar rats that
initially underwent surgical procedures for implanting bilateral guide cannulas in the area of
interest were used. After surgical recovery, the animals were subjected to a discriminative
avoidance task in the elevated plus maze (PM-DAT) or passed through the Morris water maze
(MWM). To cause a right, left or bilateral transient lesion, the animals received microinfusions
of lidocaine (LIDO) while the control group received RINGER's solution. Three experiments
were performed: two exposures to the PM-DAT with injection of the drugs before (i) the first
or (i) the second exposure and; (iii) training and testing in the MWM with injection before the
test. The animals also underwent the open field test to evaluate anxiogenic behaviors and
possible locomotor impairments. Subsequently, histological analysis was performed to confirm
the location of the cannulas and; immunohistochemical analysis of the expression of the c-Fos
proto-oncogene in the area of interest as an assessment of neuronal activity. All data were
subjected to the Shapiro-Wilk homogeneity test. Parametric data were analyzed by a one-way
ANOVA and nonparametric data by a Kruskal-Wallis test. To construct the learning curves and
analyze more than one variable, a two-way ANOVA was used. The significance level accepted
was p < 0.05. The animals in experiments | and 11 showed active avoidance of the arm with an
aversive context during the first exposure to PM-DAT, but did not differ between both closed
arms in the second exposure. In experiment I11, animals with LIDO infusions remembered the
location where the platform had been during the spatial memory test. The open field data did
not demonstrate impairment of exploration and locomotion for the animals in any experiment.
However, in experiment 111, animals with left transient lesions exhibited more anxious behavior
than animals in the vehicle group. Immunohistochemical analysis demonstrated c-Fos protein
in animals from the vehicle group after the three experiments. In summary, under these
conditions and behavioral tests, there is no involvement of CAl of the ventral HPC in the
acquisition and recall of aversive memory or recall of spatial memory; nor was there evidence
of functional lateralization.

Keywords: functional lateralization, emotional memory, space navigation.
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1. INTRODUCAO

A formacdo de memdrias depende da capacidade do sistema nervoso modificar-se de
alguma forma frente a um estimulo. Dessa maneira, a memoria é um processo cognitivo de
aquisicdo de informacdes que podem ser armazenadas para posteriormente serem utilizadas. O
processo neurobioldgico de formacdo da memoria ocorre a partir das fases de aquisicéo,
também denominada aprendizagem, seguido pela codificacdo, consolidacdo e evocacgdo,
podendo ocorrer ainda, reconsolidacdo, esquecimento ou extincdo das memorias (NADEL et
al., 2012; KANDEL et al., 2014; Figura 1). Esses processos neurofisiolégicos ocorrem por
meio da formacdo de circuitos neurais, potenciais elétricos e fendmenos bioquimicos
(KANDEL et al., 2014).

A formacdo das memorias é um processo altamente dindmico. O processo de aquisicao
pode ocorrer de varias maneiras, como pela aprendizagem associativa, que envolve o
condicionamento classico e o operante, e a aprendizagem n&o associativa, na qual ocorre
habituacdo e/ou sensibilizagdo (KANDEL et al., 2014). Na aprendizagem associativa ha a
associacgdo entre dois ou mais estimulos enquanto que, repetidas apresentacfes de um mesmo
estimulo, ou vivenciar varias vezes a mesma experiéncia, resulta em mudancas persistentes a
situacdo, 0 que caracteriza o aprendizado ndo associativo (RESCORLA; HOLLAND, 1982;
KANDEL et al., 2014). Em exemplo, a reexposicdo de um animal a um labirinto resulta na
diminuicdo de comportamento exploratério com o passar das exposicOes, caracterizando a
habituacdo, um tipo de aprendizagem néo associativa (KANDEL et al., 2014).

O que ocorre depois relaciona-se com o principio de “ganho pelo uso, perda pelo
desuso”, o qual impera sobre as conexdes neuronais entre regides encefalicas durante as fases
de codificacdo e consolidacdo de um traco de memoria (GUYTON; HALL, 2011). Como
exemplo, para a codificacdo e consolidacdo de uma memoria de algum episddio que ocorreu
durante o dia (memoria episddica), o hipocampo (HPC), presente no lobo temporal do encéfalo,
assume um papel primordial no processamento das novas informacoes (estimulos) recebidos, e
entdo, juntamente com estruturas corticais, como o cortex pré-frontal medial (CPFm), codifica
e consolida essas novas informacdes (FRANKLAND; BONTEMPI, 2005; NADEL et al.,
2012). Dessa maneira, 0 processamento dessas informacdes ocorre de maneira continua e
esparsa no encéfalo, iniciando em uma regido e finalizando em outra (FRANKLAND;
BONTEMPI, 2005), mas unidas por conexdes neuronais, que podem estar enfraquecidas ou
fortalecidas, criando entdo o traco de memdria. Dessa forma, uma memoria episddica é

armazenada no encéfalo de forma “dividida” com diferentes aspectos relacionados a
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experiéncia em regides encefalicas diferentes (NADEL et al., 2012). Assim, o processo de
evocar/lembrar de uma memoria episddica vai envolver uma “reconstrucao” com ativacao de
todo o traco codificado e consolidado, o que pode ndo ocorrer com precisdo (BARTLETT,
1995; NADEL et al., 2012).

Apos o processo de consolidacdo, uma memoria aparentemente fixa e estavel, quando
reativada, pode se tornar labil estando sujeita a modificacbes (NADEL et al., 2012). Apesar
dela apenas poder voltar a ficar estdvel novamente, as modificacbes que podem ocorrer
envolvem enfraquecimento, fortalecimento ou alteracdo do trago de memoria (NADER et al.,
2000; HUPBACH et al., 2007; NADEL et al., 2012; ALBERINI; LeDOUX; 2013;
HAUBRICH; NADER, 2018).

Em contextos experimentais com animais, a injecdo de inibidores de sintese de proteinas
nesse momento pode interromper essa memoria instavel apagando-a (NADER et al., 2000). Por
outro lado, quando uma memodria ja consolidada se torna labil por reativacdo ela também esta
sujeita a um acrescimo de informacgdes. Essa reativacdo inicia entdo um processo de
reconsolidacdo dessa memoria, o qual pode levar a apenas alteragfes ou a uma extingdo dessa
memoria (NADER et al., 2000; HUPBACH et al., 2007; ALBERINI; LeDOUX; 2013;
HAUBRICH; NADER, 2018).

Figura 1. Processo de formacédo de memdrias. O fluxograma representa o processo de formacdo de memorias a
partir de um estimulo/evento até a formacao de uma memoria fixa. Mais do que isso, detalha que na reativacéo do
traco de meméria formado, ele fica sujeito a modificacBes: seja por interrupcao com perda do traco de memoria;
seja por reestabilizacdo do traco de memdria por algo que a fortaleceu; ou por uma atualizacdo com novas
informagdes com uma nova experiéncia.
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Fonte: Nadel e colaboradores (2012).
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1.1.0s diferentes tipos de memoria

As memdrias podem ser classificadas de diferentes maneiras: (i) segundo o curso
temporal de armazenamento, em memdrias de curto ou longo prazo; (ii) segundo a idade da
aquisicdo, em memorias recentes ou remotas, ou; (iii) segundo a natureza da informacéao
armazenada, em memodrias explicitas (declarativas) ou implicitas (ndo-declarativas) (FRANK;
LANDEIRA-FERNANDEZ, 2006; BEAR; CONNORS; PARADISO, 2008; KANDEL et al.,
2014).

As memorias de curto prazo tém duracdo de segundos a minutos e sdo breves, enquanto
a de longo prazo tem duracao de meses até uma vida inteira (KANDEL et al., 2014; GUYTON;
HALL, 2011). Memorias recentes sdo as adquiridas ha poucos dias e as remotas ha um periodo
de tempo maior, como muitos dias, meses ou até anos (FRANKLAND; BONTEMPI, 2005). A
mem©ria explicita esta disponivel conscientemente e relaciona-se a fatos (memaoria semantica)
e eventos (memoria episodica), j& a memoria implicita € um tipo de memoria processual que
envolve habilidades e associagdes inconscientes (PURVES et al., 2008; KANDEL et al., 2014).
A classificacdo das memorias segundo a natureza da informacdo armazenada (explicitas ou
implicitas) é imprecisa quando se trata de outros animais a ndao ser os seres humanos. No
entanto, 0s processos que ocorrem para a formacéo dessas memorias sao semelhantes em todos
0s mamiferos, estando sujeitos a circuitos neurais homologos (PURVES et al., 2008).

A memoria espacial, imprescindivel para todos os animais, € um tipo especifico de
mem©ria explicita (BAILEY et al., 2008). Além disso, ha as memdrias que sdo moduladas pelos
sistemas emocionais, como por exemplo, pelo medo, originando as memdrias aversivas
(LARICCHUITA et al., 2016; TYNG et al., 2017). Essas memorias de “medo”, além de se
relacionarem a um componente emocional, sdo memorias episddicas uma vez que se referem a

eventos vivenciados.
1.1.1. Memoria espacial

A capacidade de codificar, armazenar e recuperar informacGes sobre o ambiente é
fundamental para a sobrevivéncia de diversas espécies. Essa habilidade permite que os animais
se orientem, encontrem recursos como alimento e dgua, e evitem predadores em seus habitats
(O’KEEFE; NADEL, 1978). Essa fung¢ao cognitiva ¢ um tipo de memoria episddica explicita
denominada memdria espacial (BAILEY et al., 2008).

H& evidéncias que mostram que 0S mecanismos neurais e cognitivos complexos
relacionados ao processamento da memdria espacial sdo conservados evolutivamente entre as
espécies (SALAS et al., 2006; BROGLIO et al., 2015). Nesse sentido o HPC é uma estrutura



23

encefélica crucial no processamento dessas informacgdes. Estudos comparativos revelaram
desempenho de fungdes semelhantes do HPC em diferentes grupos de vertebrados, como a

formac¢ao de mapas cognitivos e a navegacao espacial (O’KEEFE; NADEL, 1978).
Deslocamento e orientacéo espacial

O deslocamento dos animais no ambiente envolve pelo menos trés fatores estudados que
sdo interconectados: as células especificas no cérebro que sdo estimuladas, a formacao de um
mapa mental do ambiente (mapa-like) e as dimensbes quanto a posi¢do corporal. Quanto aos
neurdnios que recebem os estimulos pelo deslocamento, podemos citar trés: as células de lugar,
presentes no HPC; e as células de grade e de borda (ou fronteira), presentes no cortex entorrinal.

Nesse sentido, as células de lugar disparam em locais especificos do ambiente,
formando um “mapa” do espaco (O'KEEFE; DOSTROVSKY, 1971). Ja as células de grade
disparam quando padrfes hexagonais sdo formados, fornecendo um sistema de coordenadas
para a navegacao espacial (HAFTING et al., 2005). Por fim, as células de borda estdo
envolvidas na representacdo espacial e disparam quando o animal estd proximo de limites ou
paredes do ambiente, auxiliando na orientacdo espacial (LEVER et al., 2009).

A interacdo entre esses trés conjuntos de neurdnios fornece orientagdo para o
deslocamento dos animais no ambiente. Dessa maneira, 0 HPC em conjunto com outras regides
encefalicas, como o cortex entorrinal, € responsavel pela formacao de um “mapa cognitivo” do
ambiente. Esse mapa é uma representacdo interna do espaco que permite aos animais se
orientarem, planejarem rotas e encontrarem locais especificos (TOLMAN, 1948). A atividade
do conjunto de células especificas que fornecem essas informacdes permite a representacdo
conhecida como “mapa-like”, no qual ha a codificagdo de informagdes sobre a localizagao,
distancia e direcdo no ambiente (TOLMAN, 1948).

Por fim, o deslocamento pelo ambiente esta relacionado ha duas dimensdes: o espaco-
corporal, que se relaciona a posi¢cdo dos membros e tronco; e o espaco externo ambiental ao
individuo. Essas duas dimensdes caracterizam duas estratégias de locomocdo espacial: a
alocéntrica e a egocéntrica (BURGESS, 2006; RAINS, 2004). Enquanto a estratégia alocéntrica
refere-se a informagGes do ambiente, independente da propria posicdo corporal (O’KEEFE,;
NADEL, 1978), a estratégia egocéntrica € um tipo de navegacao em que o animal baseia-se em
referéncias centradas em seu préprio corpo e posi¢do (WAGA, 2008). Em mamiferos, o HPC é
frequentemente relacionado a navegacdo alocéntrica enquanto que o estriado relaciona-se a
navegacao egocéntrica (COLOMBO et al., 2003; COMPTON, 2004; SALAS et al., 2006;
BROGLIO et al., 2015).
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1.1.2. O medo e as memarias aversivas

O medo é uma resposta emocional a uma ameaca real ou percebida. Trata-se de uma,
das sete emoc0es basicas e que desempenha um papel crucial na sobrevivéncia, alertando o
organismo para potenciais ameacgas e preparando-o para acdo (EKMAN; CORDARO, 2011,
LeDOUX, 2012). Embora a experiéncia subjetiva do medo possa variar, as respostas
fisiolégicas e comportamentais sdo frequentemente consistentes, envolvendo a ativacdo do
sistema nervoso simpatico, a liberacdo de horménios do estresse e a modulacéo de circuitos
cerebrais especificos (DAVIS, 2000). Dentre as reacdes fisiologicas que caracterizam o medo
podemos citar o aumento da frequéncia cardiaca, sudorese, respiracdo acelerada e tensdo
muscular. Os comportamentos adotados que acompanham essas alteracdes fisioldgicas variam
entre as expressoes faciais, congelamento, luta ou fuga do perigo (LeDOUX; PINE, 2016).

Dessa forma, 0 medo como o sentimos € uma experiéncia provinda de um conjunto de
informacgdes. Inicialmente circuitos neuronais sdo ativados e processam as ameagas resultando
nos ajustes fisiologicos acompanhados de comportamentos defensivos (LeDOUX; PINE,
2016). Quando estendemos essa analise a outras espécies de animais, que ndo humanos, fica
dificil a compreensdo do estado mental (LeDOUX, 2000). Por isso, 0 que observamos nesses
outros seres vivos sdo 0s outros dois pilares, os ajustes fisiologicos acompanhados de
comportamentos defensivos.

Existem duas modalidades de medo, o medo inato e o medo condicionado. O medo inato
é natural e inerente ao ser vivo, relacionando-se com seu nicho. Varios sdo os estimulos que
podem ocasionar 0 medo inato a um ser vivo, como p.e., predadores, fatores ambientais (altura,
area aberta) e ou estimulos internos (dor) ou externos (odor de predador, sangue) (SILVA;
GROSS; GRAFF, 2016). Por outro lado, 0 medo condicionado é o medo aprendido com
vivéncia e pode ser explorado no contexto experimental a partir da aprendizagem associativa.

Como ja mencionado anteriormente, a aprendizagem associativa pode ser caracterizada
pelo processo no qual os animais estabelecem uma relacdo entre dois ou mais estimulos. Neste
sentido, o condicionamento classico Pavloviano é um modelo basico em estudos que investigam
0s circuitos neuronais envolvidos nos mecanismos associativos da aprendizagem e memoria
uma vez que ¢é facilmente exequivel, robusto e confiavel (TOVOTE; FADOK; LUTH, 2015;
BERGSTROM, 2020). A partir do condicionamento classico, um estimulo inicialmente neutro,
guando emparelhado com um estimulo incondicionado, adquire a capacidade de provocar uma
resposta incondicionada (BERGSTROM, 2020; KOTA et al., 2020). As respostas

incondicionadas sdo caracterizadas por serem naturais do animal, como p.e., salivar para um
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alimento ou fugir/se esquivar frente a uma ameaca. As respostas provenientes do “medo” frente
a um perigo potencial estdo entre as formas mais duraveis e persistentes de memoria conhecidas
(BERGSTROM, 2020).

Dessa forma, experimentos que utilizam tarefas classicas de condicionamento ao medo,
comumente associam um estimulo neutro a um estimulo aversivo incondicionado, produzindo
assim as respostas emocionais aprendidas. Nesse sentido, uma das respostas emocionais que é
mais frequentemente observada nos animais sob este contexto € o congelamento (freezing), por
ser uma resposta de defesa automatica na qual os animais parecem mortos a possiveis
predadores (DIEHL et al., 2019). No entanto, nestas circunstancias o animal estad sob um
contexto de ameagas aprendidas e sua resposta pode ser bem complexa.

Por outro lado, diferentemente do condicionamento do medo cléssico, também existem
as tarefas de condicionamento operante proposto por Skinner a partir de 1937, na qual o
processo de condicionamento resulta das consequéncias posteriores (SAMPAIO, 2005). Ao
contrario do que ocorre no condicionamento cléssico, o condicionamento operante ocorre de
uma maneira ativa e “consciente” por parte do organismo que o esta vivenciando pois ele reage
a partir de um reforco. Nesse sentido, uma vez que o reforco é positivo a frequéncia do
comportamento realizado anteriormente aumenta, no entanto, se o reforco for negativo, a
tendencia € que a frequéncia do comportamento diminua (SAMPAIOQO, 2005).

Ap0s processo de aprendizagem associativa entre um sinal ou fonte de luz (estimulo
inicialmente neutro) e um estimulo aversivo incondicionado, 0s animais também podem passar
a evitar ativamente a busca por um alimento ou adentrar locais relacionados a algum perigo
(DIEHL et al., 2019). De fato, a evitacao ativa de potenciais perigos € um comportamento que
ocorre naturalmente com roedores na natureza e pode também ser observada em situacdes
cotidianas em humanos (DIEHL et al., 2019).

As respostas aprendidas, como a evitacdo ativa, também podem ser exibidas com a
exposicdo do animal apenas a um ambiente (estimulo inicialmente neutro) ao qual o estimulo
aversivo incondicionado foi experimentado (PHILLIPS; LeDOUX, 1992). Nesse sentido, a
mem©aria aversiva pode ser modulada por informacdes contextuais sendo esse processo
caracterizado como condicionamento contextual ao medo (GOOSENS, 2011). Uma vez que 0
evento aversivo foi associado, 0 ambiente, que antes era neutro, passa a provocar a resposta
incondicionada. 1sso ocorre porque a recuperacdo da memoria episddica esta sujeita a uma
ativacdo dos mesmos padrdes cerebrais presentes no momento da codificacdo (KOTA et al.,

2020), o que pode ocorrer apenas com a exposic¢ao do animal ao ambiente anteriormente neutro.
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Fanselow (1990) pontua que para que ocorra condicionamento contextual aversivo é
necessario a formacg&o de uma representacdo configuracional dos varios elementos dispostos no
ambiente em questdo. Além da aprendizagem ambiental com um forte componente emocional
0 condicionamento a um contexto aversivo envolve uma combinacdo de varios estimulos
presentes no ambiente (visual, olfatorio, auditivo, dentre outros) (PHILLIPS; LeDOUX, 1992).

Apesar dos dois tipos de aprendizagem serem distintos por envolverem respostas
naturais e involuntérias (condicionamento cléassico) ou voluntarias (condicionamento operante)
frente a um estimulo, ambas podem afetar o comportamento. Além disso, estimulos que sdo
condicionados classicamente podem ser um incentivo a aumentar o condicionamento operante
(TARANTOLA etal., 2017), criando a possibilidade de testes com interagdo de ambos 0s tipos
de aprendizagem.

Independente da interacdo ou nao do condicionamento classico e o operante, trata-se de
uma combinacdo de varios fatores e o cérebro recebe varios estimulos sensoriais. Dessa
maneira, mais de uma regido esta envolvida no processamento dessas informacgdes e na
expressdo da memoria do medo (TOVOTE; FADOK; LUTH, 2015). Essas regides incluem,
dentre outras, a amigdala, o cértex pré-frontal medial e 0o HPC (QUIRK et al., 2003; TOVOTE;
FADOK; LUTH, 2015). A interacdo entre essas regides permite que as memorias aversivas
sejam complexas, envolvendo tanto 0 componente emocional, relacionado a amigdala, quanto

0 contexto em que o0 evento ocorreu, que ¢é frequentemente relacionado ao HPC.
1.2.Mecanismos neurais envolvidos no processamento das memaorias

O HPC é uma das estruturas encefalicas mais conservadas evolutivamente (BROGLIO
et al., 2015) e seu papel fundamental na aprendizagem e formacdo de memorias ja estd bem
definido (VANGUILDER; FREEMAN, 2011; CIOCCHI et al., 2015). De fato, modelos de
formacdo de memoria pressupdem que a formacgdo das memorias episodicas, por exemplo,
depende criticamente do HPC, uma vez que ele une caracteristicas de um evento ao seu contexto
(KOTA et al., 2020). Mais especificamente, ja foi pontuada a relevancia do HPC no
processamento das memorias recentes (FRANKLAND; BONTEMPI, 2005) e sua relagdo com
0 processamento de diferentes tipos de memoria, como a espacial (FLORESCO; SEAMANS;
PHILLIPS, 1996; KLUR et al., 2009) e a aversiva (FERNANDES et al., 2013; LEAO et al.,
2016 a, b). Nesse sentido, € valido ressaltar a complexa estrutura do HPC, suas sub-regides e
as possiveis compartimentalizacdes de fungdes dessas areas.

A arquitetura neural é bem semelhante entre o encéfalo de humanos e roedores,

explicando o uso frequente de roedores em pesquisas de neurociéncias (XU et al., 2022). O
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HPC de roedores é uma estrutura encefalica muito estudada com assimetrias anitomo-
funcionais bem definidas. Uma andlise dessas assimetrias permite a organizacdo do HPC nos
eixos longitudinais e transversais, 0 que pode conferir grande compreenséo das sub estruturas
que o compde (FANSELOW; DONG, 2010). Fanselow e Dong (2010) observaram diferencas
anatomicas e de expressao génica no eixo longitudinal e, dessa forma, dividiram o HPC em
duas principais porcdes: a ventral (HPCv) e a dorsal (HPCd).

O HPCd esta frequentemente relacionado as memadrias espaciais, enquanto que o HPCv
esta relacionado ao processamento de memdrias emocionais, regulando respostas ao estresse
(FANSELOW; DONG, 2010). O HPCv também ja se mostrou importante para 0 processamento
de informacdes relacionadas a comportamentos fobicos (KJELSTRUP et al., 2002) e também
a fatores estressantes (novidade, natacdo e restricdo) (FLORIOU-SERVOU et al., 2018).
Lesdes nessa estrutura (HPCv) ja evidenciaram prejuizos no processamento do medo com a
diminuicdo de comportamentos defensivos e do tempo do animal realizando freezing
(PENTKOWSKI et al., 2006).

Por outro lado, o eixo transversal do HPC € composto pelo giro dentado, subiculo e o
HPC propriamente dito, também conhecido como Corno de Amon (CA). O CA apresenta pelo
menos trés sub-regides estrutural e funcionalmente distintas: CAl1, CA2 e CA3 (WITTER,;
AMARAL, 2004; CHOI; WON, 2011) (Figura 2). Anatomicamente, as trés sub-regides
apresentam diferencas de tamanho e organizacdo nas conexdes dos neurénios. A CA1 possuli
neurdnios piramidais menores que 0s neurbnios piramidais observados em CA2 e CA3
WITTER; AMARAL, 2004). Além disso, os limites observados entre essas regifes envolvem
uma extensa organizacao laminar, células piramidais e conexdes unicas (WITTER; AMARAL,
2004).

Quanto a funcdo, a regido CA1 parece estar mais relacionada com associagédo de padrdes
temporais e com o processamento de memorias (SHIPTON et al., 2014); ja a CA2 parece estar
relacionada a memdria social (DOMINGUEZ et al., 2019; TZAKIS; HOLAHAN, 2019)
enquanto que a CA3 vem sendo relacionada com processos de associacao espaciais (SHIPTON
et al., 2014) e memoria de reconhecimento (PIMENTEL et al., 2022).
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Figura 2. Anatomia do hipocampo de roedores. Posicéo e vista detalhada do hipocampo de roedores. Cl e
C3=Cornode Amon1le3.
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Fonte: Adaptado de Ugarte e colaboradores (2020).

1.2.1. Memoria espacial

A formacdo e o armazenamento da memoria espacial envolvem diversas regides
cerebrais, com destaque para o HPC. Estudos com lesdes e eletrofisiologia em roedores
revelaram que o HPC desempenha um papel crucial na codificacdo e recuperacdo de
informacdes espaciais (O'KEEFE; NADEL, 1978). Outros estudos também ja evidenciaram o
papel do HPC no processamento de memorias espaciais recentes e remotas (BROADBENT;
SQUIRE; CLARK, 2006; CLARK; BROADBENT; SQUIRE, 2007).

O HPC e mais duas estruturas limbicas, o cortex retrosplenial e o talamo anterior, séo
conectadas bidireccionalmente por uma ampla gama de conexdes diretas e indiretas (SMITH et
al., 2022; Figura 3). Além disso, o cdrtex entorrinal também faz parte desse sistema sendo uma
regido de projecdo de volta ao HPC de neur6nios vindos do cdrtex retrosplenial e do talamo
anterior. Nesse sentido, o cortex entorrinal fornece uma entrada primaria ao HPC. Unidas, essas
estruturas formam um circuito neuronal com componentes essenciais envolvidos no
processamento de diversos tipos de memoria, como a espacial e a contextual (SMITH et al.,
2022).

Além disso, a sub-regido CA1l do HPCv, estrutura investigada nessa pesquisa, ja
apresentou em outros estudos ser importante no processamento das memorias espaciais
(FLORESCO; SEAMANS; PHILLIPS, 1996). Outros estudos também ja evidenciaram que a

CAL pode ter um funcionamento ndo homogéneo e apresentar circuitos neuronais altamente
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diversificados ao longo do eixo dorsal-ventral do HPC (BEER et al., 2014; KOUTSOUMPA,
PAPATHEODOROPQULOS, 2019). Klur e Colaboradores (2019) por outro lado, notaram que
h& maior expressdo génica na CAl do HPC direito do que no esquerdo em uma tarefa de
aprendizagem espacial. Dessa maneira, é consideravel um estudo mais abrangente sobre essa
possivel compartimentalizacdo de funcbes da CAl ao longo do eixo dorsal-ventral do HPC
assim como considerar a possibilidade de lateralizacdo funcional entre a mesma regido de

hemisférios diferentes.

Figura 3. Componentes essenciais do circuito neural envolvido em varios tipos de memdria. O fluxograma
representa as regides encefélicas primordiais envolvidas em uma variedade de processamentos de memoria,
incluindo a espacial.
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Fonte: Smith e colaboradores (2022).

1.2.2. Memorias aversivas

A amigdala, além de estar envolvida no processamento de emocdes, desempenha um
papel central na formac&o e recuperacdo de memorias aversivas (LeDOUX, 2000). Ela recebe
informacdes sensoriais e emocionais e as associa a eventos aversivos, fortalecendo a memoria
e facilitando a evocacdo do medo em situacdes semelhantes.

A amigdala é uma estrutura cerebral com formato amendoado que possui
aproximadamente 12 regides diferentes, as quais podem ser divididas em varias sub-regides
(LeDOUX, 2000). As areas de maior relevancia para o condicionamento do medo sdo 0s
nucleos basolateral (BLA) e central (CEA) e as conexdes entre eles (LeDOUX, 2000;
TOVOTE; FADOK; LUTH, 2015). O nlcleo BLA pode ainda ser subdividido em 3 sub-
regides: amigdala lateral (LA), basal e medial basal; enquanto que o nlcleo CEA é composto
pela amigdala central lateral (CEIl) e central medial (CEm) (McDONALD, 1982). Alguns
estudos ja evidenciaram que as conexdes entre essas regifes estdo em concordancia em

diferentes espécies, incluindo primatas e roedores (LeDOUX, 2000).



30

A BLA ja se demonstrou essencial para a formacdo das memorias aversivas, uma vez
que possui papel fundamental no processamento de informag6es emocionais (RIBEIRO et al.,
2011). No entanto, é importante pontuar que o processamento dessas informacdes se estende
para outras estruturas como os nucleos da base e o lobo temporal medial, incluindo o HPC
(TYNG etal., 2017). Nesse sentido, alem de estar relacionada com o condicionamento ao medo
contextual e ndo contextual, ela pode ser modulada pela agéo de outras estruturas, como o HPC
(GOOSENS, 2011). Além do HPC, o cortex pré-frontal medial (CPFm) também esta
intrinsicamente relacionado ao processamento da memoria de medo.

Existem diferentes tipos de projecOes estabelecidas entre essas regides. Por exemplo,
enquanto o HPCd apresenta projecdes para 0 neocortex, onde se localiza 0 CPFm, o HPCv
apresenta projecdes para estruturas corticais, como a amigdala (GOOSENS, 2011; Figura 4).

Figura 4. Os circuitos relacionados com o condicionamento do medo. A figura destaca as conexdes entre o
hipocampo, a amigdala e o cortex pré-frontal medial durante o condicionamento do medo. Informag6es sensoriais
multimodais chegam até o cortex e talamo e convergem principalmente para a amigdala lateral (LA) que ativam
projecOes descendentes para neurdnios na amigdala basolateral (BLA) e neurdnios GABAérgicos nas massas
celulares intercaladas (ITC). Os neur6nios da BLA também séo estimulados pelo hipocampo ventral (vHIPP) e
cértex pré-frontal medial pré-limbico (PL mPFC). Neur6nios de saida do nucleo central medial da amigdala (CEm)
sdo desinibidos por neurénios GABAérgicos do ITC e excitados por neurdnios da BLA, finalizando com a resposta
de medo. Conexdes fortalecidas e enfraquecidas sdo representadas pelas linhas sélidas e tracejadas,
respectivamente. (*) Em destaque, a conexdo entre o hipocampo dorsal (dHIPP) e o cortex pre-frontal medial pré-
limbico (PL mPFC) e (#) a conexdo entre o hipocampo ventral (vHIPP) e o nucleo da amigdala basolateral.

Informacgodes sensoriais multimodais

Cortex, Talamo

Neurénio glutamatérgico

A F = neurdénio do medo . GABAérgico
E = Neuronio de extingao neurénio

Fonte: Adaptado de Guadagno e colaboradores (2021).



31

Estudos relatam que o CPFm regula a expressdo do medo (QUIRK et al., 2003)
enquanto que o HPC esté envolvido no processo de condicionamento contextual facilitando a
associagéo entre o contexto ambiental e os resultados aversivos (PHILLIPS; LeDOUX, 1992;
KIM; RISON; FANSELOW, 1993; QUIRK et al., 2003; GOOSENS, 2011).

Além disso, 0 HPC também esté relacionado com o processamento de informacdes
relacionadas a ansiedade, recompensa e memdria emocional (AMARAL; GOMES; NUNES-
DE-SOUZA, 2010; CIOCCHI et al., 2015; LEAO et al., 2016 a, b). Mais especificamente, tanto
0 HPCv quanto o HPCd possuem papéis importantes no processamento de memadrias
contextuais ao medo (RUDY; MATUS-AMAT, 2005; GOOSENS, 2011) sendo que a area CA1
ventral j& se mostrou promissora para comportamentos relacionados a ansiedade e memdrias
emocionais (LEAO et al., 2016 b).

1.3.Lateralizacdo funcional encefalica

Existem evidéncias de que processos cognitivos superiores, como atencao e a memoria,
podem ter processamento assimétrico entre estruturas equivalentes dos hemisférios cerebrais
(HABIB; NYBERT; TULVING, 2003; SHIPTON et al., 2014). Dessa maneira, a formacéo dos
mais variados tipos de memoria pode ocorrer de maneira lateralizada no encéfalo. A presenca
de assimetrias anatdmicas e de lateralizacdo funcional do encéfalo de humanos ja sdo bem
conhecidas (GAZZANIGA; BOGEN; SPERRY, 1965; CAHN et al., 1998). Esse padréo
também estd presente nos mais variados animais, como os roedores, com evidéncia de
assimetria estrutural (BEER et al., 2015) e funcional (EL-GABY et al., 2015; SHIPTON et al.,
2014). Essa crescente descoberta de lateralizagdo funcional traz a luz um processamento
bilateral que evitaria conflito, duplicacdo de respostas ou processamento paralelo de
informacdes por recrutamento de duas areas encefalicas independentes (RODGERS, 2002).
Dessa maneira, 0 processamento lateralizado poderia conferir beneficios, contribuindo para
maior aptiddo bioldgica (FRASNELLI, 2013).

Apesar de ndo ocorrer com frequéncia, alguns estudos também buscaram avaliar a
presenca de evidéncias de lateralizacdo funcional do HPC. Ha evidéncias de que ha o
recrutamento dessa estrutura de ambos os hemisférios ao longo de um teste experimental
(KLUR et al., 2009; IGLOI et al., 2010; EL-GABY et al., 2015; PIMENTEL et al., 2022) e
também de assimetrias estruturais (BEER et al, 2015, KOUTSOUMPA;
PAPATHEODOROPQULOS, 2019) e funcionais (SHIPTON et al., 2014). Dessa forma,
existem evidéncias que os HPC direito e esquerdo de roedores respondam de maneira diferente
a experiéncia (JORDAN, 2019).
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No entanto, outros estudos concluiram que existe uma relacdo complexa entre ambas as
estruturas do HPC para a realizacio de tarefas espaciais (KLUR et al., 2009; IGLOI et al.,
2010). Dessa maneira, para maiores conclusfes sobre uma possivel lateralizacdo funcional do
HPC, um extenso estudo deveria ser realizado (KLUR et al., 2009) fazendo-se necessario que
essa estrutura seja considerada bilateral com processamento lateralizado (JORDAN, 2019).

1.4.Testes experimentais: do comportamento a histologia

1.4.1. Testes comportamentais para avaliacdo de memorias espaciais e

aversivas

Os estudos comportamentais sdo ferramentas fundamentais para a investigacdo de
aspectos neurobioldgicos do encéfalo com o animal em atividade. Investigagdes que envolvam
processos cognitivos sdo basicas para a elucidacao da fisiologia do sistema nervoso central e
podem contribuir com esclarecimentos sobre as contribuicdes hemisféricas de uma estrutura
fundamental do SNC, como o HPC.

Dessa maneira, diversos testes comportamentais foram desenvolvidos para avaliar a
mem©ria espacial em roedores, cada um com suas vantagens e limitagcbes. Como exemplo,
podemos citar o labirinto radial de oito bracos (OLTON; SAMUELSON, 1976), o teste de
reconhecimento de objetos (ENNACEUR; AGGLETON, 2002; BARKER; WARBURTON,
2018), o labirinto de Barnes (BARNES, 1979; PERIS et al., 2024) e o labirinto aquético de
Morris (LAM; MORRIS, 1984). Esses testes, em sua maioria, utilizam pistas visuais para
facilitar a navegacao do animal. Essas pistas podem ser neutras, dispostas proximas ao aparato,
ou ainda serem positivas, como a oferta de um alimento ou negativas, como uma fonte de luz
intensa (PERIS et al., 2024).

Dentre eles, o LAM trata-se de um labirinto preenchido com agua, onde o animal deve
encontrar uma plataforma de fuga submersa. Esse teste avalia a capacidade de aprender e
lembrar da localizacéo espacial da plataforma (MORRIS, 1984). Trata-se de um teste classico
e amplamente utilizado na literatura para acessar a memoria espacial de roedores, sendo seguro,
replicavel e com resultados visiveis ja na segunda exposi¢do do animal a piscina (MORRIS,
1984).

Além disso, o teste baseia-se na exposicdo dos animais a agua, 0 que € aversivo aos
roedores, promovendo um ambiente estressante no qual o aprendizado pode ser considerado
subjacente a partir de um reforco negativo (KOSAKI et al., 2018). Apesar de outros estudos
considerarem esse fator uma desvantagem determinante para o desempenho dos animais
(PATIL et al., 2009; PERIS et al., 2024), é pertinente considerar que o0 HPCv é uma regido
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encefalica com muitas evidéncias de relagdes com o processamento de memaorias emocionais e
fatores estressantes (FANSELOW,; DONG, 2010; FLORIOU-SERVOU et al., 2018). Fatores
esses que se relacionam com novidade, natacdo e restricdo (FANSELOW; DONG, 2010;
FLORIOU-SERVOU et al., 2018). Dessa maneira, o aparato do LAM pode ser adequado para
testar a ativacdo dessa regido.

Por outro lado, quando se trata de memorias aversivas e aprendizagem associativa,
apesar de comumente utilizar-se testes comportamentais de condicionamento com 0 uso do
choque na pata como estimulo incondicionado, existem outros testes que utilizam estimulos
incondicionados menos dolorosos aos animais (SILVA; FRUSSA-FILHO, 2000; LEAO et al.
2016 a, b; BECEGATO et al., 2021). Por conseguinte, a tarefa de esquiva discriminativa no
labirinto em cruz elevado (“plus-maze discriminative avoidance task”- PM-DAT) é uma
adaptacéo do labirinto em cruz (LCE) convencional com estimulos aversivos adaptados em um
dos bracos fechados do aparato (BECEGATO et al., 2021).

Os roedores possuem um comportamento instintivo de procurar abrigo e protecdo em
locais fechados e mais escuros. Em testes comportamentais, como o LCE, durante a primeira
exposicdo (primeiro dia) eles exploram o labirinto e buscam os bracos fechados por seguranca
e se reexpostos (segundo dia), tendem a explorar menos e ficar no local de seguranca (SILVA;
FRUSSA-FILHO, 2000).

O PM-DAT possui duas sessdes com um intervalo de 24 horas entre cada uma. Para a
primeira sessdo um dos bracos fechados (estimulo neutro) € emparelhado com estimulos
aversivos incondicionados, geralmente uma luz, sopro de ar e um ruido, que séo apresentados
ao animal toda vez que ele entra nesse local. A recuperacdo dessa memdaria adquirida € avaliada
na segunda tentativa, na qual compara-se o tempo gasto em cada braco fechado (aversivo e ndo
aversivo). De fato, a esquiva discriminativa avaliada ao longo dessa segunda exposi¢édo do teste
consiste na capacidade do animal discriminar entre ambos os bracos fechados (BECEGATO et
al., 2021). Durante a primeira sessdo, comportamentos semelhantes com os da ansiedade séo
avaliados a partir do tempo gasto pelo animal nos bragos abertos do aparato (SILVA; FRUSSA-
FILHO, 2000). Dessa maneira, esse teste permite a avaliacdo do comportamento semelhante a
ansiedade em roedores e da sua locomocao além da avaliacdo da memoria espacial com um
contexto aversivo (memoria aversiva) concomitantemente, sendo caracterizado como um
modelo de aprendizagem associativa (SILVA; FRUSSA-FILHO, 2000; LEAO et al., 2016 a, b
BECEGATO et al., 2021).
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E valido ressaltar que os estimulos aversivos utilizados no PM-DAT estdo mais
préximos da vivéncia natural de um roedor uma vez que a luz forte e altos ruidos relacionam-
se mais com 0 as exposic¢oes a qual os animais sdo submetidos na natureza com frequéncia
(LEAO et al., 2016a). De certa forma, os testes que utilizam, por exemplo, os chogues como
estimulo incondicionado, podem ser limitados como um modelo de evitacdo natural (DIEHL et
al., 2019). Essa limitacdo é caracterizada pela auséncia de um local seguro e permanente no
qual os animais possam se abrigar uma vez que recebem e evitam chogues em um mesmo lugar
(DIEHL et al., 2019). Dessa maneira, 0 PM-DAT torna-se adequado pela simulagdo dos
estimulos incondicionados para que as associagdes aversivas e a resposta do animal sejam as
mais naturais possiveis.

Nesse mesmo sentido, o teste do campo aberto (Ca) inicialmente foi descrito e utilizado
em pesquisas cientificas para analise de emocionalidade em ratos (HALL, 1934). Atualmente,
ja existem varias versoes do teste com andlise de varios comportamentos, como a frequéncia de
entrada e de levantamento e do tempo realizando comportamento de auto limpeza (grooming)
(PRUT; BELZUNG, 2003) que é relacionado a graus de stress, ansiedade e depressdo
(KALUEFF; TUOHIMAA, 2005). Dessa maneira, o Ca pode ser um teste complementar que
avalia comportamento semelhante a ansiedade pela exploragéo de seus quadrantes e também de

comportamentos exploratorios.
1.4.2. O procedimento pds-experimental: histologia

A intrincada arquitetura do sistema nervoso central (SNC), revelada pela histologia,
demonstra uma organizacao celular e tecidual altamente especializada, essencial para a sua
funcionalidade com regides neuroanatomicas diversas (GARMAN, 2011; BEAR; CONNORS;
PARADISO, 2016). As células que o compde, por sua vez, podem ser divididas em duas
categorias de origem: neuroectodérmica ou mesenquimal (GARMAN, 2011). As células de
origem mesenquimal formam as meninges, vasos sanguineos, tecido adiposo e micréglia. Por
outro lado, as ceélulas de origem neuroectodérmica incluem o0s neurdnios, astrocitos,
oligodendraocitos e ependimadcitos (GARMAN, 2011).

Os neurdnios possuem grandes varia¢fes de tamanho e forma. Em esséncia, possuem
trés regides bem definidas: corpo celular, dendritos e axénio (GARMAN, 2011; LIBORIO
NETO, 2017). Eles podem ser classificados, de maneira geral, (i) de acordo com seu tamanho
(pequenos ou grandes), com o corpo celular podendo chegar a 150 um, ou (ii) pelos
neurotransmissores que liberam (GARMAN, 2011). Em observagéo por microscopia de luz, os

neurdnios grandes sdo caracterizados por corpos celulares grandes e nlcleos com apenas um
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nucléolo além da visualizagdo da substancia de Nissl. Essas caracteristicas S0 menos visiveis
em interneurdnios e neurénios menores (GARMAN, 2011).

Dentre as diversas regides que compdem o SNC, o HPC, estrutura bilateral localizada
no lobo temporal, revela uma organizacao laminar distinta e populacfes neuronais especificas,
interconectadas por circuitos complexos que sustentam suas funcbes cognitivas (AMARAL;
WITTER, 1989). Ele é caracterizado por trés camadas principais de cortices (estrato molecular,
estrato piramidal e estrato lacunoso-molecular) e duas regides dentadas distintas (giro denteado
e subiculo) (RAMON Y CAJAL, 1911). A principal populacéo neuronal do HPC é representada
pelas células piramidais, neurbnios glutamatérgicos com corpos celulares triangulares ou
piramidais, dispostos densamente no estrato piramidal. Seus dendritos apicais se estendem para
o estrato molecular, onde recebem sinapses de neurdnios do cértex entorrinal e de outras regides
do HPC, enquanto seus dendritos basais se ramificam no estrato radiatum. Os ax6nios das
células piramidais formam o tracto de Schaffer, uma via crucial para a comunicacéo dentro do
HPC (ANDERSEN; BLISS; SKREDE, 1971).

O giro denteado, adjacente ao hipocampo propriamente dito (Corno de Amon — regides
CA), apresenta uma camada granular densamente compactada, composta pelos corpos celulares
dos neurdnios granulares (AMARAL; WITTER, 1989). Essas células musgosas, Gnicas em sua
morfologia, recebem informacdes dos neurdnios do cortex entorrinal atraves da via perfurante
e projetam seus axonios (fibras musgosas) para as células piramidais da regido CA3 do HPC
(AMARAL; WITTER, 1989). Essa conexdo, rica em plasticidade sinaptica, é fundamental para
a separacdo de padrdes e a codificacdo de novas informacdes.

As interconexdes intrinsecas dentro do hipocampo, formando o circuito trissinaptico
classico (cortex entorrinal — giro denteado — CA3 — CA1 — subiculo — cortex entorrinal)
(ANDERSEN; BLISS; SKREDE, 1971; AMARAL,; WITTER, 1989), juntamente com outras
vias associativas e comissurais, conferem a essa estrutura a capacidade de processar
informacBes sensoriais e contextuais, desempenhando um papel vital na consolidacdo da
mem©ria de curto prazo em memoria de longo prazo e na orientacéo espacial.

A continua investigacdo da histologia do HPC, utilizando técnicas avancadas de
microscopia e neuroanatomia, revela detalhes cada vez mais precisos sobre a organizacdo e a
plasticidade dessa estrutura essencial do SNC. Além disso, a sua complexidade histolégica,
tipos neuronais especializados e circuitos intrincados, é fundamental para a compreensao de
suas funcdes e de como disfungdes nessa regido podem levar a déficits cognitivos de muitas

condi¢bes neuroldgicas.
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Proto-oncogene de ativacio imediata c-Fos

O termo gene imediato-precoce (IEG) foi inicialmente utilizado para genes virais.
Homologos eucaridticos, proto-oncogenes retrovirais, foram posteriormente descobertos e
chamados de IEG celulares pois mostram expressao rapida e transitéria. Dentre eles podemos
destacar o proto-oncogene de ativacdo imediata c-Fos (KOVACS, 2008).

O proto-oncogene c-Fos foi descrito pela primeira vez como um gene de inducéo de
tumores 6sseos (PIECHACZYK; BLANCHARD, 1994). Ele codifica a proteina nuclear Fos
que se liga ao DNA juntamente com a proteina Jun (expressa por outro proto-oncogene)
formando o complexo AP-1 que regula a expresséo de genes tardios (PIECHACZYK;
BLANCHARD, 1994; CURRAN; MORGAN, 1995).

A expressdo de genes precoces imediatos em neurbnios de animais em repouso é
bastante baixa, mas aumenta drasticamente a partir de atividade neural padronizada associada
a plasticidade sinaptica e atividade neuronal encefalica em estado de atencio (KOVACS, 2008).
Assim, a expressao desses genes esta diretamente relacionada ao aprendizado e a estabilizacdo
de circuitos neurais associados a memoria (GUZOWSKI et al., 2005). Por esse motivo, €
possivel utilizar as proteinas sintetizadas a partir destes genes (como o proto-oncogene c-Fos)
como marcadores da atividade neuronal em diferentes situacdes estudadas (HERRERA;
ROBERTSON, 1996; GUZOWSKI et al., 2005, KOVACS, 2008).

Geralmente é considerado que a proteina c-Fos seja um marcador confiavel para
identificar neurdnios e circuitos ativos no sistema nervoso central que respondem a fatores
fisiolégicos desencadeados por fatores internos ou externos (ritmo circadiano, odores, ruidos
ambientais) (KOVACS, 2008). Além disso, tem expressdo baixa em encéfalos intactos em
condicdes basais; pode ser induzido por varios fatores, como ions, neurotransmissores, drogas,
aumento do influxo e concentracdo intracelular de calcio; tem duracdo transitéria e; tem
deteccdo relativamente facil podendo ser combinada com varios marcadores (PIECHACZYK;
BLANCHARD, 1994)

No sistema nervoso, a despolarizacdo celular induz a producéo de c-Fos por meio de
ativacdo de receptores dependentes de voltagem. Estimulos extracelulares podem promover a
abertura de canais de calcio dependentes de voltagem e gerar uma cascata intracelular que leva

a um aumento dos niveis da proteina c-Fos transitoriamente (HUDSON, 2018; Figura 5).
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Figura 5. Processo de sintese da proteina Fos. A figura retrata a expressao de c-Fos apés influxo e aumento da
concentracdo intraneuronal de calcio. O célcio flui para o neurdnio ap6s potenciais de agdo via NMDAR e canais
dependentes de voltagem. O influxo de célcio liga-se a calmodulina (CAM), ativando CaMKII e entdo CREB. A
atividade NMDAr ativa RasGRF1 e ap6s uma cascata de eventos por ativacdo da via MAPK, resulta na ativacao
de CREB e também Elk1. O gene c-fos ativo leva a tradugdo da proteina c-Fos no ndcleo e sua transcrigdo no
citoplasma. CREB ativado atua como um fator de transcricdo, com expressdo resultante de mRNA c-Fos. Uma
vez criado, c-Fos retorna ao nlcleo da célula para se ligar a ¢-Jun e formar o heterodimero AP-1, que sera integrado
ao DNA. AP-1 = proteina ativadora; CaMKII = proteina quinase Il dependente de calcio; CREB = proteina de
ligagdo ao elemento de resposta de AMP ciclico; MEK % = proteina quinase 1 e 2 ativada; MAPK 1/3 = proteina
quinase 1 e 3 ativada; NMDAr = receptor glutamina N-metil-d-aspartato; RasGRF1: fator de liberacdo de
nucleotideo guanina Ras; SER = elemento de resposta sérica; SRF — fator de resposta sérica; TER = elemento de
resposta (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato).

—a
fas c-Raf
N MPK1/3 Genes de respacty

RasGRF1

NMDAR CaMKII

Canal de célcio

dependente de voltagem

Tradugao

Fonte: Adaptado de Hudson (2018).

A expressao basal do proto-oncogene c-Fos ja foi estudada em varias espécies, incluindo
camundongos, ratos e humanos. Embora os niveis basais sejam baixos devido a instabilidade
de seu mRNA, a transcri¢do ocorre rapidamente (nos primeiros 5-15 minutos apos o estimulo)
(KOVACS, 1998; KOVACS, 2008; APARICIO et al., 2022) com pico de expressio de mRNA
aproximadamente 30 minutos ap6s o estimulo e ativacdo neuronal e pico de expressdo da
proteina c-Fos aproximadamente de 90 -120 minutos depois (KOVACS, 1998; APARICIO et
al., 2022). O acimulo do mRNA diminui com uma meia-vida curta de aproximadamente 10 a
20 minutos por feedback negativo (pela concentragdo da proteina Fos) (KOVACS, 1998)
enguanto que concentracdo da proteina no interior do nucleo ocorre de maneira transitoria, ndo
ultrapassando mais do que algumas horas (PIECHACZYK; BLANCHARD, 1994).

Dessa maneira, de acordo com as revisdes de Guzowski e colaboradores (2005) e
Kovacs (2008), o tempo 6timo para o estudo das proteinas expressas por estes genes precoces
imediatos se encontra entre uma e duas horas a partir da experimentacdo. Outros trabalhos

também corroboram esse intervalo de tempo para a preparacdo da anélise imuno-histoquimica
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(JORDAN; SHANLEY; PYTTE, 2019; LUYCK et al., 2020; BEM-AMI BARTAL et al.,
2021).

Jordan e colaboradores (2019) iniciaram 0s processos de preparagdo imuno-
histoquimica (eutanésia e fixacdo) 65 minutos apos os testes comportamentais que realizaram
enquanto que Luyck e colaboradores (2020) iniciaram 0s processos de preparacao
imunohistoquimica duas horas ap6s o inicio de seus experimentos (cerca de 90 minutos apds o
término dos experimentos). Ja Ben-Ami Bartal e colaboradores (2021) optaram por iniciar 0s
processos de preparacao imuno-histoquimica em 90 minutos a partir do inicio dos experimentos
(cerca de 30 minutos ap6s o término dos experimentos).

Independentemente dos usos citados, a analise histolégica é importante para possiveis
diagndsticos de patologias, uso em educacdo/ensino e confirmacdo ou auséncia de alguma
anomalia tecidual. Assim, fica imprescindivel seu uso em pesquisas cientificas que investigam
ou até mesmo causam algum dano tecidual para cumprir o objeto proposto a fim de atestar a

veracidade do que foi relatado.
1.5.Justificativa

Diante do exposto, apesar de alguns trabalhos relacionarem o HPCv no processamento
de memdrias emocionais e espaciais, ha pouco ou nenhum detalhamento sobre as contribuicdes
dessa estrutura e sua possivel lateralizacdo funcional em diferentes etapas desse processamento.
Grande parte dos inumeros trabalhos dedicados ao HPC assumem que ambos os hemilaterais
(direito e esquerdo) possuem processamento idéntico, o que pode prejudicar 0 avanco de nossa
compreensdo acerca dessa estrutura e suas funcionalidades. Dessa forma, se faz necessaria a
investigacdo dessas funcionalidades, que s@o imprescindiveis e basicas a todos 0s animais, em
diferentes etapas do processamento das informagfes. A partir disso, o presente trabalho
objetivou investigar o papel da CA1 do HPCv em diferentes etapas do processamento da
mem©ria aversiva e espacial considerando-o uma estrutura bilateral. Mais do que isso, 0 uso de
técnicas histoldgicas, como a imuno-histoquimica, sendo um objetivo adicional, pode adicionar
detalhes sobre a ativacdo neuronal da CA1 do HPCv durante a realizacdo de tarefas que

envolvam a aprendizagem e memoria.
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6. CONCLUSOES

Os principais resultados encontrados para os experimentos | e 1l foram: (1) Todos 0s
animais evitaram o brago com o contexto aversivo durante a primeira exposi¢do passando mais
tempo no BFnA do que no BFA,; (2) nenhum animal exibiu esquiva discriminativa na segunda
exposicdo do PM-DAT,; e (3) ndo houve nenhuma alteragdo de comportamento ansioso em abas
as exposicdes ao PM-DAT. A partir disso, conclui-se que a CA1 do HPCv ndo esta relacionada
ao processamento da memoria do medo contextual, ndo estando envolvida nas etapas de
aprendizagem/aquisicdo e evocacdo/recordacdo dessa memoria. De forma semelhante, a CA1
do HPCv ndo estd relacionada com comportamentos semelhantes a ansiedade. Nenhuma
evidéncia de lateralizac&o funcional foi encontrada.

Quanto ao Experimento 111, os resultados demonstram que os animais foram capazes de
aprender a tarefa de encontrar a plataforma submersa no LAM mesmo ap0s os procedimentos
cirurgicos de implante de canulas guia. Alem disso, quando injetados com LIDO e/ou RINGER
antes do teste de memoria recente foram capazes de recordar o quadrante onde anteriormente a
plataforma estava posicionada. Dessa maneira, a CA1 do HPCv, sob essas condi¢cfes, nao
parece estar relacionada com o processo de evocacdo da memoria espacial recente além de nédo
ter apresentado qualquer evidéncia de lateralizacéo funcional.

As infusdes de RINGER e/ou LIDO também ndo afetaram o comportamento de
locomocdo e exploratério dos animais. No entanto, os animais com lesdo transiente esquerda
submetidos inicialmente ao LAM, exibiram comportamentos mais ansiosos durante o teste do
campo aberto. A principio esse resultado pode ser um ponto de partida pela busca mais apurada
por lateralizacdo funcional das sub-regides dessa estrutura. Por outro lado, como os animais
com lesbes bilaterais ndo exibiram o mesmo resultado, o processamento dessas informacées
pode ser ainda mais complexo. Assim, uma avaliacdo mais detalhada considerando a integracao
de ambos os hemisférios também se faz necessaria.

Além disso, foi possivel observar ativacdo neuronal por meio da confirmacdo da
proteina c-Fos, da CA1 do HPCv para cada um dos trés experimentos para animais do GV.
Apesar disso, esse resultado pode ser conflitante com os dados comportamentais observados no
Experimentos I, Il e 111. Dessa maneira, uma analise mais minuciosamente entre a relacdo de
expressao de proteinas e testes comportamentais para funcdes de estruturas encefalicas precisa
ser realizado.

Em sintese, os resultados aqui encontrados, para 0s trés experimentos, evidenciaram a
auséncia de participacdo da CAl, mas ndo excluiram outras sub-regides do HPCv para o

processamento das memorias avaliadas. Dessa maneira, quanto ao processamento das
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memorias aversivas, considerando o circuito neuronal envolvido na formacéo das memorias de
medo € valido novos estudos que refinem o papel do HPC com foco em sua regido ventral, a
regido mais fortemente relacionada a memarias emocionais do HPC.

De forma semelhante, quanto ao processamento da memdria espacial, considerando a
grande quantidade de trabalhos que relacionam o HPCv com o processamento de informac6es
estressantes e memaoria emocional e também todo o contexto aversivo em realizar a tarefa do
LAM, esse resultado pode ser um indicio que outra sub-regido do HPCv pode estar relacionada

a essas informagdes.
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