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“Fisicamente, habitamos um espago, mas,
sentimentalmente, somos habitados por
uma memoria”’(SARAMAGO, J.; 2009).



Resumo

Atualmente é bem estabelecido que o hipocampo (HPC) possui um papel importante nos
processamentos de aprendizagem e memdria. No entanto, existem controvérsias sobre as
funcBes das sub-regides do Corno de Amon (CA) do HPC propriamente dito e em relagéo
a lateralizacdo funcional dessa estrutura. A partir disso, a funcdo do hipocampo dorsal
(HPCd) na memoria de reconhecimento e espacial (recente e remota), foi analisada
através da inativacéo direita, esquerda ou bilateral da &rea CA3. Foram utilizados 37 ratos
Wistar distribuidos em quatro grupos: grupo GVe (n=8), que receberam injecao bilateral
de tampéo fosfato-salina (PBS - veiculo) na regido CA3 do HPCd; grupo HPCd-D (n=9),
que receberam injecdo do lesionador &cido iboténico (IBO) na regido do hemisfério
direito; grupo HPCd-E (n=10), que receberam injecdo de IBO na regido do hemisfério
esquerdo; e grupo HPCd-BI (n=10), que receberam injecdo bilateral de IBO na regido de
ambos HPCd. Os animais foram submetidos ao labirinto aquatico de Morris (LAM), teste
de reconhecimento de objetos (TRO) e labirinto em T forcado. Os dados foram
submetidos ao teste de homogeneidade de Shapiro-Wilk, seguido de anélise de variancia
(ANOVA), e pelo teste de Tukey para dados paramétricos, ou pelo teste de Kruskal-
Wallis seguido de teste de Dunn para dados ndo paramétricos. Foi admitido nivel de
significancia para p<0,05. Nenhum dos animais apresentou comprometimento para
realizacdo de comportamentos exploratérios. Ndo houve diferencas entre os animais em
relacdo a estratégia de navegacdo alocéntrica no labirinto em T e também na fase de
treinos e testes de memdria espacial recente e remota no LAM, indicando que a regido
CA3 de ambos os HPCd ndo esta relacionada com o processamento dessas memarias. No
entanto, os animais lesionados uni e bilateralmente diferiram do GVe nos treinos do
labirinto em T, sem lateralizacdo funcional, e no TRO, com presenca de lateralizacdo
funcional. Os animais lesionados no hemisfério direito e bilateralmente néo
reconheceram 0 objeto familiar. Dessa forma, a regido encefédlica avaliada esta
relacionada com o processamento da memoria espacial de trabalho no labirintoem T e a
estrutura do hemisfério direito tem maior contribui¢cdo no processamento da memoria de
reconhecimento. A lateralizagdo funcional observada no TRO é inédita e direciona novas
pesquisas relacionadas a disfungdes com perda de memoria de reconhecimento, como

envelhecimento e doenca de Alzheimer.

PALAVRAS-CHAVE: navegacdo espacial, CA3, memodria espacial, memdria de

reconhecimento, familiaridade.



ABSTRACT

Currently the hippocampus (HPC) has a well established role in learning and memory
processing. However, there are controversies about the functions of sub-regions of the
Corno de Amon (CA) of the HPC itself and in relation to the functional lateralization of
this structure. From this, the function of the dorsal hippocampus (dHPC) in the
recognition and spatial memory (recent and remote), was analyzed through the right, left
or bilateral inactivation of the CA3 area. Thirty seven Wistar rats were distributed in four
groups: group GVe (n = 8), with animals received bilateral injection of phosphate-saline
buffer (PBS - vehicle) in the CA3 region of dHPC; group dHPC-R (n = 9), with animals
received an injection of the ibotenic acid injury (IBO) in the right hemisphere region;
group dHPC-L (n = 10), with animals received an IBO injection in the left hemisphere
region; and group dHPC-BI, with animals received bilateral IBO injection in the region
of both HPCd. The animals were submitted to the Morris water maze (MWM), object
recognition test (ORT) and forced T maze. Data were by first analyzed by Shapiro-Wilk’s
homogeneity test, followed by analysis of variance (ANOVA), and by Tukey’s post-test
for parametric data, or by Kruskal-Wallis’s test followed by Dunn's post-test for non-
parametric data. Significance level was admitted for p <0.05. None of the animals was
compromised to perform exploratory behaviors. There were no differences between the
animals in relation to the allocentric navigation strategy in the T maze and also in the
training phase and tests of recent and remote spatial memory in the LAM, indicating that
the CA3 region of both dHPC is not related to the processing of these memoirs. However,
the animals injured unilaterally and bilaterally differed from the GVe in the training of t
maze, without functional lateralization, and in the ORT, with the presence of functional
lateralization. Animals injured in the right hemisphere and bilaterally didn’t recognize the
familiar object. Thus, the brain region evaluated is related to the processing of spatial
working memory in the t maze and the structure of the right hemisphere has a greater
contribution in the processing of recognition memory. The functional lateralization
observed in ORT is unprecedented and directs new research related to dysfunctions with

loss of recognition memory, like this as aging and Alzheimer's disease.

KEYWORDS: space navigation, CA3, spatial memory, recognition memory, familiarity.
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1. INTRODUCAO

Durante o processo de aprendizagem ocorrem mudangas comportamentais a partir
da aquisicdo de novos conhecimentos (KANDEL et al., 2014). Desde o nascimento de
um individuo ha o principio de “ganho pelo uso, perda pelo desuso” o qual governa a
conectividade neuronal nas respectivas partes do encéfalo (GUYTON; HALL, 2011).
Dentre os processos de aprendizado, podemos citar: o aprendizado associativo, que inclui
0 condicionamento classico e o operante; e o aprendizado ndo associativo, que se
relaciona com a habituacdo e sensibilizacio (KANDEL et al., 2014). No
condicionamento classico, descrito por Ivan Pavlov, existe uma associacdo entre
estimulos no qual o animal tende a prever eventos. No condicionamento operante, muito
estudada por B.F. Skinner, a resposta é fortalecida com um reforco. H& ainda, a
habituacéo, na qual o individuo, depois de repetidas apresentaces a um estimulo, perde a
caracteristica de novidade (KANDEL et al., 2014; RESCORLA; HOLLAND, 1982).

A memoria é o processo pelo qual esses conhecimentos adquiridos sao
codificados, armazenados e posteriormente evocados, quando necessarios (KANDEL et
al., 2014; TULVIN, 1987). Existem diferentes tipos de memoéria e elas podem ser
classificadas de diferentes maneiras: segundo a idade de aquisi¢cdo, em memdrias recentes
ou remotas; segundo o curso temporal do armazenamento, em memorias de curto ou
longo prazo e; segundo a natureza da informagdo armazenada, em memorias explicitas
(declarativas) ou implicitas (ndo-declarativas) (FRANK; LANDEIRA-FERNANDEZ,
2006; BEAR; CONNORS; PARADISO, 2008; KANDEL et al., 2014).

A memoria denominada recente refere-se as memorias que foram adquiridas ha
pouco tempo, em até poucos dias; a memdria remota refere-se a memorias que foram
adquiridas hd um periodo de tempo maior, o que inclui muitos dias, meses e até anos
(FRANKLAND; BONTEMPI, 2005). Memorias recém-adquiridas sdo mais sensiveis a
perda e podem ser gradualmente transformadas até um estado mais permanente no qual
sdo menos resistentes a perda (FRANKLAND; BONTEMPI, 2005).

A memoria de curto prazo sdo as memorias que duram de segundos a minutos
enquanto que a memoria de longo prazo tem duracdo de meses, anos e até uma vida
inteira (KANDEL et al., 2014; GUYTON; HALL, 2011). A memdria de curto prazo
caracteriza-se por ser breve e ter a funcdo de retencdo e processamento da informacéo
(KANDEL et al., 2014). Um tipo especifico de memoria de curto-prazo ¢ a memoria de

trabalho que estd relacionada com o planejamento e realizacdo de agdes rapidas
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(COWAN, 2009). O armazenamento da memoria de curto prazo tornando-a de longo
prazo envolve o hipocampo e outras regides do lobo temporal medial. Lesdes nessa
regido prejudicam a sua formacgéo (KANDEL et al., 2014).

As memorias explicitas e implicitas sdo um tipo especifico de memorias de longo-
prazo (KANDEL et al., 2014). As memorias explicitas e implicitas se diferenciam pelo
fato de envolverem ou ndo a consciéncia para sua evocacéo, respectivamente (KANDEL
et al.,, 2014). Essa classificacdo, quanto a natureza da informagdo armazenada, é
imprecisa quando se trata de outros animais, no entanto, de uma maneira geral, as
memorias explicitas e implicitas e 0s processos que ocorrem para sua formacdo séo
semelhantes em todos os mamiferos e estdo sujeitas a circuitos neurais homologos
(PURVES et al., 2008).

A memoria implicita relaciona-se a memdria processual, que envolvem
habilidades e associacBes a um nivel ndo disponivel conscientemente. Ela ocorre, por
exemplo, durante o desenvolvimento de uma tarefa de maneira automética, como no
aprendizado associativo e ndo associativo (PURVES et al., 2008; KANDEL et al., 2014).
Por outro lado, a memdria explicita é disponivel conscientemente, pode ser declarada e é
maleavel com associacdes de fragmentos de informacGes sob diferentes situacdes. Ela
apresenta-se na forma de memoria semantica (fatos) e episddica (eventos) (PURVES et
al., 2008; KANDEL et al., 2014).

E pertinente destacar ainda um tipo especifico de memoria episédica: a memoéria
de reconhecimento (MORENO-CASTILLA; GUZMAN-RAMOS; BERMUDES-
RATTONI, 2018). A memoria de reconhecimento refere-se a capacidade de se recordar
de algo (BROWN; AGLLETON, 2001) e estd relacionada com a capacidade de
identificar e julgar algo com o que foi visto/apresentado anteriormente (MANDLER,
1980).

Outro tipo de memoria relacionada a memoria explicita, que é valido ressaltar é a
memoria espacial (BAILEY, 2008). Ela é fundamental para a vida dos animais, uma vez
que € imprescindivel para reencontrar lugares, encontrar alimentos e ambiente seguro e
para a locomogéo, pois proporciona a capacidade de manter um senso de direcdo e
localizagdo enquanto os animais se deslocam em seu ambiente natural (GRECH et al.,
2018; WOLBERS; HEGARTY, 2010).

O deslocamento pelo ambiente envolve duas dimensdes: o espaco-corporal, que
envolve a localizagdo dos membros e tronco; e o espago do ambiente externo ao

individuo. A partir dessas dimensdes, existem duas estratégias de navegacdo/locomoc¢éo
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espacial: a estratégia alocéntrica e a egocéntrica (BURGESS, 2006; RAINS, 2004). Na
estratégia egocéntrica o animal baseia-se na percepcdo do meio com base em referéncias
centradas no seu préprio corpo e posicdao (WAGA, 2008). Por outro lado, na estratégia
alocéntrica o animal baseia-se em informac6es do ambiente, independentemente da sua
prépria posicao corporal (O’KEEFE; NADEL, 1978; WIENER et al., 2011). Em aves e
mamiferos, o hipocampo (HPC) estd relacionado com o processamento de memorias
espaciais alocéntricas (BROGLIO et al., 2015; SALAS et al., 2006).

Animais que utilizam a estratégia egocéntrica exibem um aprendizado da
“resposta” e sdo denominados response learners enquanto que os que utilizam a
alocéntrica exibem um aprendizado do “lugar” sendo denominados place learners.
Estudos indicam que as regides cerebrais necessarias no processamento da aprendizagem
de lugar e da resposta sdo o HPC e o estriado, respectivamente (COLOMBO et al., 2003;
COMPTON, 2004). Compton (2004) observou que animais lesionados no estriado ou no
HPC apresentavam prejuizos na aprendizagem por local ou resposta. Colombo e
colaboradores (2003) associaram essas regifes cerebrais com esses tipos de
aprendizagem por meio da presenca de fosforilacdo e/ou expressao de proteinas no HPC e
estriado. Além disso, o estriado e 0 HPC sdo regides consideradas necessarias para 0
processamento da memdria implicita e explicita, respectivamente (COMPTON et al.,
2004).

A formacdo de memdrias depende da capacidade do sistema nervoso modificar-se
de alguma forma frente a um estimulo. Apesar de Frankland e Bontempi (2005)
pontuarem que o HPC tem um papel limitado no armazenamento e recuperacdo de
algumas memarias, como por exemplo, as memdrias remotas, eles também enfatizam a
importancia do HPC na aquisi¢cdo das memdrias. De fato, atualmente, é bem estabelecido
que o HPC seja essencial para aprendizagem e formacdo de memorias (SWEATT, 2004;
VANGUILDER; FREEMAN, 2011), especialmente a episodica (SHINOHARA et al.,
2012), incluindo a de reconhecimento (BROADBENT; SQUIRE; CLARK, 2004).

Nos roedores 0 HPC € uma estrutura cerebral muito estudada, e por muito tempo
0s HPCs direito e esquerdo foram considerados funcionalmente equivalentes (SHIPTON
et al, 2014). Entretanto, alguns estudos vém demonstrando que existem diferencas tanto
ao longo das sub-regides do HPC quanto entre os HPCs direito e esquerdo (DIAMOND
et al., 1983; KAWAKAMI et al., 2003). Diamond e colaboradores (1983) mostraram que
0 cortex e 0 HPC do hemisfério direito sdo mais espessos do que 0s do esquerdo em
animais machos. Kawakami e colaboradores (2003) mostraram que assimetrias
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funcionais estdo relacionadas com diferencas nas bases moleculares dos hemisférios,
como distribuicdo de sinapses excitatorias (receptores NMDA) distinta entre 0s
hemisférios direito e esquerdo. Os autores observaram que o HPC esquerdo possui uma
maior distribuicdo de receptores NMDA do que o HPC direito (KAWAKAMI et al.,
2003).

Uma analise da organizacdo ao longo dos eixos longitudinal e transversal do HPC
de roedores pode conferir uma maior compreenséo das estruturas que o compdem. O eixo
longitudinal refere-se ao eixo dorsal-ventral que corresponde ao eixo péstero-anterior em
primatas (DERDIKMAN; KNIERIM, 2014). Fanselow e Dong (2010) pontuam que
existem diferencas de expressao génica e distingfes anatdmicas ao longo desse eixo.
Dessa maneira, é possivel dividi-lo em duas principais porcdes, a ventral (HPCv) e a
dorsal (HPCd) (FANSELOW; DONG, 2010; DERDIKMAN; KNIERIM, 2014) (Figura
1A). Assim sendo, cada vez mais surgem estudos que apontam diferentes
especializacbes das redes neuronais dessas regides (ROSSATO et al., 2006;
FANSELOW; DONG, 2010; SHIPTON et al., 2014; CEMBROWSKI et al., 2016;
HALES et al.,, 2015; KOUVAROS; PAPATHEDOROPOULOS, 2017; RIAZ et al.,
2017).

Kouvaros e Papathedoropoulos (2017) observaram diferencas entre o HPCv e
HPCd em relagdo a atividade basal de seus neurbnios (sharp wave-ripples). Eles
observaram que na regido ventral os picos de atividade neuronal foram mais intensos e
mais frequentes comparados aos da regido dorsal em uma analise in vitro, o que poderia
contribuir de diferentes formas para a diversificagdo das informacdes recebidas e
processadas por essas duas por¢des (KOUVAROS; PAPATHEDOROPOULOQOS, 2017).
Riaz e colaboradores (2017) evidenciaram diferencas entre o HPCd e HPCv no
processamento de memoria contextual baseada em tarefas motivadas por apetite,
demonstrando maior relacdo com o HPCv. Ja Fanselow e Dong (2010) apontam que o
HPCd é responsavel pelas fungdes cognitivas envolvidas nas memdrias declarativas e
espacial, enquanto o HPCv estd intimamente relacionado a memdrias emocionais,
regulando respostas ao estresse e cuja disfuncdo leva a distdrbios afetivos, como a
depressdo. Bem como ha trabalhos que demonstram que o HPCd esta envolvido na
reconsolidacdo da memdria espacial (ROSSATO et al., 2006) e que existe lateralizacéo
funcional do HPC de camundongos em tarefas de memorizacdo espacial (SHIPTON et
al., 2014).
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Por outro lado, a analise do eixo transversal do HPC revela o circuito classico da
alca do giro dentado (GD), o HPC propriamente dito, também conhecido como Corno de
Amon (CA) (DERDIKMAN; KNIERIM, 2014; CHOI; WON, 2011; WITTER;
AMARAL, 2004) além do subiculo (WITTER; AMARAL, 2004). Segundo Witter e
Amaral (2004) essas trés regides citoarquitetdnicas distintas constituem a formacao do
HPC e possuem uma conectividade amplamente unidirecional (WITTER; AMARAL,
2004). Além disso, o HPC propriamente dito é subdividido em trés campos: a CAl, CA2
e CA3 (CHOI; WON, 2011; WITTER; AMARAL, 2004) (Figura 1B).

Figura 1. Posicdo e estruturas do hipocampo de roedores. (A) Representacdo esquematica da localizagéo
do hipocampo no encéfalo de roedores evidenciando em vermelho e azul a divisdo ao longo do hipocampo
nas porcdes dorsal e ventral, respectivamente. (B) Seccdo coronal mais anterior e mais posterior do
encéfalo demonstrando esquematicamente a regido do hipocampo dorsal e do ventral com a localizagdo das
sub-regifes do Corno de Amon. CAl, CA2 e CA3: campos 1 a 3 do Corno de Amon; S: superior; I:
inferior; A: anterior; P: posterior; D: direito; E: esquerdo.
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Fonte: adaptado de Cheung e Cardinal (2005) e do livro “The rat brain” de Paxinos e Watson
(2006).
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Anatomicamente, a diferenca entre as trés sub-regiGes estd relacionada ao
tamanho dos neurénios. Enquanto a CA2 e CA3 possuem células piramidais maiores, a
CAL possui essas células menores e, além disso, ha uma diferenca de conexdes, enquanto
a CA3 recebe conexdes neuronais do GD, a CALl nao recebe (WITTER; AMARAL,
2004). O limite entre essas trés subdivisdes envolve, sobretudo, uma extensa observacéo
da organizacdo laminar, células piramidais e as conexdes existentes para cada campo
(WITTER; AMARAL, 2004). Além disso, Lorente de NO (1934) apds observar com
maior precisdo as células piramidais das trés sub-regides, subdividiu a CA1 e CA3 em
trés outras subareas cada (CA3a, CA3b, CA3c; CAla, CAlb, CAlc). de acordo com
diferengas na organizacgdo dendritica dessas células.

Quanto ao papel funcional dessas trés sub-regides do HPC propriamente dito,
existem muitas controvérsias (NORMAN, 2010; CHOI; WON, 2011). Alguns trabalhos
evidenciam que a CAL parece estar envolvida com a associacdo de padrbes temporais e
intermediar os processos de memoria, enquanto a CA3 modula processos de associa¢cdo
de padr@es espaciais e esta relacionado com a memoria de curto prazo (SWEATT, 2004;
LANGSTON et al.,, 2010, NORMAN, 2010; SHIPTON et al., 2014). Shipton e
colaboradores (2014) por sua vez, demonstraram, em camundongos, que uma lesdo da
CA3 do HPC esquerdo prejudicou o animal em uma tarefa espacial de memdria de longo
prazo, enquanto que o silenciamento da mesma regido no hemisfério direito nédo
apresentou nenhum efeito. J& a regido CA2, é a sub-regido de maior controvérsia em
relacdo a disposicdo, conexdo e funcionalidade de seus neurbnios constituintes
(WITTER; AMARAL, 2004). Sekino e colaboradores (1997) afirmam que essa é uma
regido de ligacdo e proporciona uma entrada para os neurdnios da regido CA3 se
projetarem para a CAl. Entretanto, apesar de ser uma sub-regido estreita, ela pode
apresentar diferencas de conexao e funcionalidade como as outras (WITTER; AMARAL,
2004; DERDKMAN; KNIERIM, 2004). De fato alguns estudos ja demonstram que essa
sub-regido ndo é s6 uma simples zona de transicdo entre a CAl e CA3 (CUI; GERFEN;
YOUNG, 2013) e vem sendo relacionada a memdria social (HITTI; SIEGELBAUM,
2014; DOMINGUEZ et al., 2019; TZAKIS; HOLAHAN, 2019).

Em resumo, as trés sub-regides sdo relacionadas a diferentes tipos de
processamento de memoria. Alguns autores evidenciam que fungdes cognitivas
superiores, como a atencdo e memoria, podem ter processamento assimetrico entre 0s
hemisférios cerebrais (HABIB; NYBERT; TULVING, 2003; DEMAREE et al., 2005).

De fato o encéfalo humano apresenta pequenas assimetrias anatdmicas em relacdo aos
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hemisférios direito e esquerdo, além de lateralizacdo funcional (GAZZANIGA; BOGEN;
SPERRY, 1965; ILLINGWORTH; BISHOP, 2009). Essas assimetrias estruturais e
funcionais vém sendo estudadas desde o século XIX quando Broca (1861) expbs a
assimetria encefalica para producao da fala (BARRICK et al., 2007). Desde entdo, uma
série de estudos foram realizados com lesbes enceféalicas e mais recentemente com
neuroimagem, os quais identificam especificidades de regides em relacdo a determinadas
funcdes (KAPLAN et al., 1994; IGLOI et al., 2010; HOU et al., 2013).

A lateralizacdo encefélica funcional pode garantir que ndo tenha conflito,
duplicacdo de resposta e/ou processamento paralelo de informacdes por recrutamento de
duas areas cerebrais frente a um estimulo (RODGERS, 2002) e por isso, pode conferir
certas vantagens. Algum tempo atrés a lateralizagdo funcional encefélica era associada
apenas a distingdo cognitiva, ou seja, relacionada a seres humanos (FRASNELLI, 2013).
Entretanto, essas assimetrias anatdmicas e lateralizacdo funcional também ja foram
descritas para o sistema nervoso de roedores, como ja mencionado acima (DIAMOND et
al., 1983; KAWAKAMI et al., 2003; SHIPTON et al., 2014) e, em outros animais
(MCGREW; MARCHANT, 1999; GUNTURKUN et al., 2000; PASCUAL et al., 2004;
RODGERS; ZUCCA; VALLORTIGARA, 2004). Em exemplo, Rodgers e colaboradores
(2004) observaram que galinhas com lateralizagdo conseguiam executar procura de
alimentos e vigilancia contra predadores simultaneamente. J4 Pascual e colaboradores
(2004), viram lateralizacdo funcional em drosoéfilas, individuos ainda mais basais na
escala evolutiva. Eles observaram que moscas com assimetrias encefalicas acabavam por
apresentar sucesso no processamento de formagdo de memorias (PASCUAL et al., 2004).

Essas assimetrias entre os hemisférios esquerdo e direito provavelmente
evoluiram para o uso de sistemas nervosos bilaterais. Embora muitos dos estudos de
lateralizagdo funcional relacionada a tarefas cognitivas superiores tenham identificado
assimetrias estruturais e funcionais relacionadas ao HPC (SHIPTON et al., 2014;
WOOLARD; HECKERS, 2012; HOU et al., 2013), o conhecimento acerca das
divergéncias dos mecanismos sindpticos entre estruturas equivalentes ainda é pouco
elucidado (SHIPTON et al., 2014).

Uma das formas de elucidar a funcionalidade de alguma regido encefalica em
algum processo, como a memoria, é a indugdo de lesdes neuronais permanentes. Neste
sentido, o acido iboténico € um farmaco de agdo neurotoxica que promove lesbes

neuronais permanentes e que vem sendo amplamente utilizado (HANSEN et al., 1982;
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ANNETT; McGREGOR; ROBBINS, 1989; JARRARD, 1989; BALLEINE;
KILLCROSS, 1994; PIERCE et al., 1998).

Com isso, também considerando a complexidade de conexdes envolvendo todas
as regides e subdivisdes do HPC, é notavel que para um conhecimento mais amplo do
processamento de informacbes pelo HPC uma descricdo mais detalhada da
funcionalidade que envolva suas estruturas equivalentes, regides constituintes e conexdes
é necessaria. Alem disso, o HPC é uma estrutura vulneravel e afetada por fatores externos
e internos do envelhecimento natural, doengas neurodegenerativas e acidentes vasculares
cerebrais (CHOI; WON, 2011). Sendo assim, a inducdo de uma lesdo neuronal
permanente pode fornecer o conhecimento acerca da assimetria cerebral do HPC,
ajudando a elucidar questdes de compartimentalizacdo de funcdes cerebrais, fornecendo
maiores detalhes sobre as bases neurais da neurofisiologia da memdria episddica bem

como ampliado o conhecimento de doencas relacionadas a essa estrutura encefalica.

2. OBJETIVOS

e Avaliar a funcdo da regido CA3 do hipocampo dorsal sobre a memoria de
reconhecimento, sobre o processo de consolidacdo de memorias espaciais recentes
e remotas e sobre a estratégia de locomocdo espacial adotada (alocéntrica ou
egoceéntrica) por ratos Wistar.

e Investigar a existéncia de lateralizagdo funcional do hipocampo dorsal nos
processos que envolvem a memoria de reconhecimento, consolidacdo de

memorias espaciais recentes e remotas e estratégia de navegacao espacial.

3. MATERIAL E METODOS

3.1.  Animais

Foram utilizados 37 ratos Wistar (Rattus novergicus) machos adultos com 8
semanas de idade. Ao todo, 78 animais foram submetidos aos procedimentos cirargicos.
Contudo, devido a complicacdes que ocorreram durante e apds os procedimentos e aos
critérios exigidos para 0s testes experimentais, alguns animais foram retirados da
amostragem final.

Eles foram adquiridos do Biotério Central — UNESP campus Botucatu, SP. Os
ratos foram acomodados em mini isoladores de rack ventilado (Alesco®) em grupos com
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4 animais e mantidos a 22+2 °C em ciclo claro-escuro invertido de 12:12 horas (com
luzes acesas as 19:30 e apagadas as 7:30).

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Zoofisiologia Comparativa dos
Vertebrados do Departamento de Zoologia e Botanica da Universidade Estadual Paulista,
campus de S&o José do Rio Preto. Os procedimentos foram realizados visando a
diminuicio do sofrimento dos animais e foram submetidos a Comisséo de Etica no uso de
Animais do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas — IBILCE/UNESP
protocolo n°184/2018.

3.2.  Procedimentos experimentais

Considerando os objetivos do presente estudo, os animais foram submetidos
inicialmente a procedimentos cirurgicos a fim de lesionar a area de interesse e em

seguida, a uma série de testes comportamentais.

3.2.1. Grupos experimentais

Durante os procedimentos cirdrgicos os animais foram divididos aleatoriamente
nos seguintes grupos experimentais:

Grupo GVe (veiculo, n=8): trata-se do grupo de controle cirurgico. Ele é composto por

animais que passaram pelos procedimentos cirdrgicos com injecdo de tampéo fosfato-
salina (PBS, 0,5ul/por injecdo) na regido CA3 do HPCd direito e esquerdo (bilateral).

Grupo HPCd-D (n=9): composto por animais que passaram pelos procedimentos

cirargicos para inducdo de lesdo permanente com uma injecao de acido iboténico (IBO —
5ug/ 0,5ul) na regido CA3 do HPCd direito.

Grupo HPCd-E (n=10): composto por animais que passaram pelos procedimentos

cirargicos para indugdo de lesdo permanente com uma injecao de &cido iboténico (IBO —
5ug/ 0,5ul) na regido CA3 do HPCd esquerdo.

Grupo HPCd-BI (n=10): composto por animais que passardo pelos procedimentos

cirdrgicos para indugdo de lesdo permanente com injecOes bilaterais de 1BO (5ug/ 0,5ul)

na regido CA3 do HPCd direito e esquerdo.

3.2.2. Procedimentos cirurgicos

ApOs a aquisicdo 0s animais passaram por um periodo de aclimatacdo até
atingirem o peso ideal, entre 250 e 350 gramas, para o0 inicio dos procedimentos

cirurgicos. Os animais passaram entdo por uma cirurgia estereotdxica com micro injecao
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bilateral de solugcdo tampédo fosfato-salina ou solugcdo com lesionador para a inducéo de
uma lesdo excitotdxica direita, esquerda ou bilateral na regido CA3 do HPCd. A lesdo
neuronal do tipo excitotoxica realizada em cirurgia estereotaxica é um método muito
confiavel para atingir apenas a regido de interesse, sem danificar outras células e
estruturas encefalicas (KIRBY et al., 2012). Para a localizacédo exata da regido, seguiram-
se as coordenadas do atlas “The rat brain” (PAXINOS; WATSON, 1986, 2006).

Farmacos

O protocolo anestésico e as doses utilizadas foram adaptados do protocolo
proposto por Kirby e colaboradores (2012). As drogas utilizadas foram: morfina (4,5
mg/Kg via injecdo subcutédnea, analgésico); tiopental (50 mg/Kg via injecéo
intraperitoneal, anestésico) dissolvido em salina; atropina (0,4 mg/Kg, via injecao
subcutanea); meloxican (0,2 mg/kg, por injecdo subcuténea, anestésico pré e pds-
operatorio; e pentabiotico (56,7 mg/Kg, via injecdo intramuscular, antibiotico).

Para as microinjecdes encefélicas para inducdo de lesdo foi utilizado &cido
iboténio (IBO, Sigma-Aldrich) diluido em tampéo fosfato-salina (PBS) (concentragdo de
1pg/0,1uL) na quantidade injetada de 5ug/0,5uL. Para as microinjegdes encefalicas dos
animais controle foi utilizado o veiculo do lesionador, o tampédo fosfato-salina (PBS) a
qual a quantidade injetada foi de 0,5uL.

E valido ressaltar que o protocolo anestésico adotado levou em consideracdo a
necessidade de ndo interferir com o efeito desejado do IBO. O IBO é um aminoéacido
excitatorio, isolado a partir do cogumelo Amantia muscaria que atua como um potente
agonista ndo-seletivo de receptores glutamatérgicos (receptores NMDA e
metabotrépicos). Atua como neurotoxico devido a indugdo de abertura de canais de Ca®*
em excesso, promovendo grande influxo de calcio nos neurdnios causando toxicidade e
morte neuronal (SCHWARCZ et al., 1979; HERMIT et al., 2004). Dessa forma, uma vez
que a lesdo envolve receptores NMDA, utilizar-se de anestésicos habituais, como a
cetamina, que é antagonista dos receptores NMDA, poderia interferir nas lesdes
excitotdxicas (KIRBY et al., 2012).

Cirurgia e microinjecao encefalica

Para a inducdo de analgesia e anestesia durante os procedimentos cirurgicos 0s
animais receberam uma injecdo subcutanea de morfina e uma injecédo intraperitoneal de
tiopental, respectivamente. A morfina é um opidide comumente utilizado para inducao de

analgesia em ratos e camundongos sendo considerado um analgésico potente em
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comparacdo a outros opioides (GADES et al., 2000). O tiopental é um barbiturico de
duracdo répida, mas que proporciona um periodo anestésico habil para a realizagdo dos
procedimentos cirdrgicos comumente adotados. Ele produz decréscimo da pressdo
arterial e de débito cardiaco (KERGER et al., 1997) e uma reducdo na frequéncia
respiratoria (SVENDEN; CARTER, 1985).

Dessa maneira, devido aos efeitos ocasionados pelo tiopental, antes da
administracdo dessa droga foi aplicada atropina para prevenir a depressdo respiratoria, e
também porque é efetiva na elevacdo da frequéncia cardiaca e pressdo arterial
(THOMAS; WOODGATE, 1966). Além disso, como analgésico adicional, antes da
morfina e do tiopental também foi administrado meloxican.

Apos a verificacdo da analgesia, avaliada pelos reflexos da cauda e membros, 0s
animais foram posicionados em um estereotaxico digital de torre dupla (Scienlabor®).

Depois da remocéo do pelo foi realizada uma incisdo ao longo da linha média do
cranio e os sitios de injecdo foram expostos por meio de desgaste 6sseo com um
micromotor. Para encontrar a localizacdo dos sitios de injecdo seguiram-se as
coordenadas estereotaxicas do atlas “The rat brain” (PAXINOS; WATSON, 1986, 2006),
assim para a injecdo bilateral ou unilateral na regido CA3 do HPCd foram utilizadas as
coordenadas AP = - 3,5 mm, a partir do bregma, ML = + 3,5 mm a partir da linha média e
DV = - 3,8 mm a partir da superficie do cranio. Apés a localizacdo dos sitios de injecéo,
0s animais dos grupos com inativacao uni ou bilateral do HPCd receberam uma injecao
unica de 1BO diluido em PBS (Sigma Aldrich, 5pg/0,5uL) e os animais do grupo GVe
receberam uma Unica injecdo de PBS (Sigma Aldrich, 0,5uL) em ambos HPCd por meio
de uma seringa de Hamilton de 1uL acoplada a uma cénula. A taxa de infusdo foi de
0,5uL/min (Bomba de infusdo - Insight®) sendo que a agulha permaneceu no sitio por 4
minutos para garantir a infusdo da droga. Apos as injecdes as perfuragdes no cranio foram
cobertas por acrilico dental (Vipiflash — VIPI Inddstria®) e a incisdo na pele suturada.

Com o fim dos procedimentos cirdrgicos, foi administrada, em dose Unica, uma
injecdo intramuscular de pentabiotico e a cada 24 horas, duas vezes, foi administrada uma
injecdo subcutdnea de meloxican para promover analgesia pos-operatoria. Os animais
foram mantidos em suas gaiolas com alimentagéo e hidratacdo ad libithum e passaram
por um periodo de recuperacdo de 14 dias. ApOs esse periodo, os mesmos foram

submetidos aos testes comportamentais.
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3.2.3. Testes comportamentais

Apos 14 dias de recuperacdo pos-cirdrgica, todos os animais foram submetidos
aos seguintes testes comportamentais: labirinto aquatico de Morris (LAM), teste de
reconhecimento de objetos e labirinto em T forcado. Os experimentos foram realizados
no periodo da manhd, por volta das 09:00 horas €, no caso de testes com mais de uma
exposicdo por dia, seguia as recomendagOes de intervalo propostas nos trabalhos
utilizados como base.

A fim de avaliar a memoria adquirida recente e remotamente foi necessario
admitir um intervalo de tempo adequado na execucdo dos testes comportamentais. Dessa
forma, o tempo adotado para a realizacdo de todo o protocolo comportamental foi de 4
semanas e 0s animais passaram por uma sequéncia fixa dos testes comportamentais
(Figura 2). Antes de serem expostos em qualquer um dos aparatos utilizados nos testes
comportamentais, 0s animais passaram por um periodo de cinco dias de habituacdo a
manipulacdo do experimentador.

Inicialmente os animais passaram por uma primeira exposicdo ao protocolo
experimental do LAM para avaliacdo da memoria espacial recente (8 dias de duracao).
Finalizado o LAM, apés 3 dias os mesmos individuos passaram pelo teste de
reconhecimento de objetos (5 dias de duracao). Apds 3 dias do teste de reconhecimento
de objetos os animais passaram pelo labirinto em T for¢ado (15 dias de duracdo). Por fim,
0s animais passaram por uma segunda exposicdo ao LAM (1 dia de duracdo) ap6s 30 dias
da primeira exposicdo e 6 dias do fim do labirinto em T, para avaliacdo da memoria
espacial remota. A realizacdo dos testes de reconhecimento de objetos e labirinto em T
entre a primeira e segunda exposicdo ao LAM foi adotada para um melhor
aproveitamento do intervalo de tempo entre os testes no LAM. Ao final do protocolo
experimental os animais foram eutanasiados e tiveram seus encéfalos removidos para a
confirmacéo dos sitios de injecao.

Figura 2. Linha do tempo do protocolo experimental demonstrando todos os experimentos em que 0s
animais experimentais foram submetidos.

LAM Teste de 5 LAM
Procedimentos Memoria Reconhecimento {abmmtorem Memoria
’ ‘ » “T” Forcado .

Cirtirgicos recente de objetos = remota
. 5 di (15 dias) :
(8 dias) (5 dias) (1 dia)

14 dias 3 dias 3 dias 6 dias

Fonte: Elaborado pelo Autor.
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3.2.3.1.  Labirinto aquatico de Morris (LAM)

O labirinto aquético de Morris (LAM) (MORRIS, 1984) é um teste amplamente
utilizado na literatura. Este paradigma experimental é usado para acessar a memoria
espacial e foi empregado para avaliar a consolidacdo da memoria espacial recente e
remota.

O aparato consiste em uma piscina de metal (170 cm de didmetro e 58 cm de
altura) preenchida com é&gua (25°C, 40 cm de profundidade) e leite em pé com o intuito
de conferir turbidez ao liquido e dificultar a visualizacdo de uma plataforma de escape
removivel submersa. Dessa forma, os animais devem encontrar a plataforma, orientando-
se espacialmente com ajuda de pistas externas a piscina (MORRIS, 1984), que para o
presente estudo foram as formas de um quadrado, um triangulo e um circulo dispostos
nas paredes. A piscina foi dividida em 4 quadrantes (A, B, C e D) por duas linhas
imaginarias que cruzam o centro e a plataforma de escape foi posicionada no centro de
um dos quadrantes (Figura 3).

Figura 3. Representacdo do labirinto aquético de Morris. A, B, C e D representam 0s quatro quadrantes

imaginarios. * representa a plataforma submersa de escape. Os simbolos quadrado, tridngulo e circulo
representam as pistas externas.

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Este teste foi realizado em oito dias e contou com duas etapas que estdo descritas

a sequir:

Etapa 1: Treino espacial
Para metade dos animais experimentais a plataforma de escape foi posicionada no
quadrante B e para a outra metade no quadrante oposto (C), com o intuito de evitar um
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viés experimental e permaneceu nesta posicdo ao longo de todo treino espacial. Esta
etapa ocorreu nos primeiros sete dias experimentais, com 1 sessdo por dia composta por 5
tentativas por animal.

Para cada tentativa os animais foram gentilmente posicionados na dgua encarando
a parede da piscina a partir de um dos quadrantes onde a plataforma de escape nédo estava
localizada. A sequéncia de liberacdo dos animais ao longo das tentativas foi variavel, mas
idéntica para todos os animais dentro da mesma sessdo. Dessa forma, assim que 0s
animais eram liberados no aparato 0 tempo necessario para encontrar a plataforma
invisivel (laténcia de escape) foi registrado por meio de um cronémetro. Se a plataforma
ndo fosse localizada em 60 segundos, 0s animais eram retirados da agua e posicionados
em cima da plataforma. Independentemente de o animal localizar a plataforma sozinho ou
ser posicionado sobre ela permaneceu sobre a mesma durante 15 segundos. Entre os
treinos sucessivos de um mesmo animal, ele foi retirado da plataforma/piscina e
permaneceu em uma caixa de plastico durante 30 segundos até iniciar a sua préxima
tentativa. Durante esse intervalo de 30 segundos o experimentador retirou os bolos fecais
do tanque. Apds a Ultima tentativa de cada sessao, cada animal foi seco com uma toalha e

recolocado em sua caixa moradia.

Etapa 2: Teste

No 8° dia experimental a plataforma submersa foi removida da piscina e cada
animal foi solto no quadrante oposto ao que continha a plataforma invisivel em seu
ultimo treino. Foi permitido que o animal nadasse por 60 segundos e entdo o tempo gasto
nadando sobre o quadrante que continha a plataforma durante os treinos (tempo de
retencéo) foi registrado.

Este protocolo experimental foi realizado ap6s os 14 dias de recuperacdo pos-
operatoria dos animais no qual foi avaliado a meméria recente. Ap6s 4 semanas (30 dias)
da finalizacdo da etapa de teste, 0s animais passaram por um segundo teste para avaliacao

da meméria remota.

3.2.3.2.  Teste de reconhecimento de objetos (TRO)

O teste de reconhecimento de objetos (TRO) foi realizado no aparato de teste de
campo aberto. Inicialmente o teste do campo aberto foi descrito para pesquisa em relagdo
a emocionalidade em ratos (HALL, 1934), mas, atualmente ja existem vérias versdes do

teste, como por exemplo, a utilizada neste teste de reconhecimento, que consiste em
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colocar objetos dentro do aparato para os animais explorarem (PRUT; BELZUNG, 2003).
Além disso, comportamentos exploratorios como a frequéncia de entrada nos quadrantes,
frequéncia de levantamento e o tempo realizando comportamento de auto limpeza
(grooming), sdo comumente analisados neste aparato (PRUT; BELZUNG, 2003). Dessa
forma, durante esse teste além de ser avaliada a memoria de reconhecimento, também
foram avaliados os comportamentos exploratérios dos animais com o intuito de avaliar
possiveis prejuizos locomotores decorrentes dos procedimentos cirdrgicos.

Este teste foi baseado e seguiu as sugestdes do protocolo publicado na Nature
Protocols (LEGER et al., 2013). Para a realizacdo deste teste foi utilizada uma caixa
quadrada de campo aberto para ratos (60 x 60 x 60 cm — Insight), na qual os animais
experimentais foram habituados e expostos a objetos. O teste possui trés etapas seguindo
a seguinte ordem de exposicdo do animal ao aparato: habituacdo, familiarizacdo e teste de
reconhecimento. A primeira exposi¢do do animal ao campo aberto (primeira habituacdo)
ocorreu apos cerca de 20 dias dos procedimentos cirdrgicos.

Portanto, ap6s seis sessdes de habituacdo os animais foram expostos,
individualmente, a dois objetos similares durante a etapa de familiarizagdo.
Posteriormente, um dos objetos foi substituido por um novo durante a etapa de teste. Os
objetos empregados foram garrafas preenchidas com areia e colunas montadas com pecas
de lego (LEGER et al., 2013) (Figura 4). As trés etapas do protocolo experimental estdo
descritas a seguir:

Figura 4. Representacdo do Teste de reconhecimento de objetos. Os simbolos quadrado e circulo
representam os objetos utilizados (garrafas de areia e/ou colunas de lego).

HABITUACAO FAMILIARIZACAO

24 horas

—

24 horas

s

- J

6 sessdes: 5 min cada 1 sessdo: 10 min 1 sessdo; 10 min
2 sessOes/dia

Fonte: Elaborado pelo Autor.
Etapa 1: Habituacio
Esta etapa teve duragdo de 3 dias com duas sessdes diarias por animal, com

intervalo de 6 horas entre elas. Os animais foram posicionados, individualmente, no
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campo aberto com a face voltada para a parede do aparato mais proxima do
experimentador e foi permitido que explorassem o aparato por 5 minutos. Encerrada a
sessdo, 0 animal retornava para sua caixa moradia e o aparato era limpo com &lcool 70%.

Durante essa etapa, foram quantificados os comportamentos exploratorios dos
animais a fim de avaliar possiveis prejuizos locomotores decorrentes dos procedimentos
cirargicos. Dessa forma, todas as sessdes foram gravadas e posteriormente a primeira
sessdo foi analisada com o Software X-Plo-Rat versédo 1.1.0 para quantificar os seguintes
comportamentos: i) frequéncia de entrada nos quadrantes do aparato (locomocao total);
ii) frequéncia de levantamento (exploracéo vertical) e; iii) tempo em segundos realizando
comportamento de auto limpeza (grooming). A entrada em cada quadrante foi
considerada quando o animal ultrapassou a linha de divisdo e entrou/passou em um
quadrante do campo aberto com todas as quatro patas. O levantamento foi considerado
guando o animal ficou em posicdo vertical sobre as duas patas posteriores. O
comportamento de auto limpeza foi considerado quando o animal parou e passou

constantemente as patas anteriores sobre o focinho, corpo e/ou cauda.

Etapa 2: Familiarizacao

No 4° dia experimental, apds 24 horas da Ultima habituacdo ao aparato, ocorreu a
familiarizacdo. Antes do inicio do processo, foram posicionados dois objetos idénticos no
campo aberto, dispostos 5 cm de distancia das paredes. Os animais foram expostos
aleatoriamente aos pares de objetos similares, sendo que alguns animais foram
familiarizados com as garrafas e outros com os blocos de lego.

Apos o posicionamento dos objetos, os individuos foram colocados na caixa com
sua face voltada para a direcdo oposta dos objetos, ou seja, encarando a parede da caixa
mais proxima do experimentador. Seguindo o protocolo foi permitido que o animal
explorasse livremente e para quantificar o tempo total de sessdo, ou seja, o tempo no qual
o animal explorou cada um dos objetos por 20 segundos, foi iniciado um crondmetro no
momento em que 0 mesmo é posicionado no aparato. Outro cronémetro equipado com 2
canais de registro foi utilizado para quantificar o tempo que o animal explorou cada um
dos objetos até atingir o critério de 20 segundos de exploracdo para cada um. O
experimento era finalizado quando ambos 0s objetos expostos fossem explorados por 20
segundos cada, ou apds 10 minutos de sessdo (0 que ocorresse primeiro). Considerou-se
exploracdo, quando o individuo dirigiu seu focinho/nariz para o objeto a uma distancia

méaxima de 2 cm e/ou tocou o0 objeto enquanto olhava para 0 mesmo. Apoés a realizacao
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de uma Unica exposicdo aos objetos, o0 aparato e objetos eram higienizados com alcool

70% para excluir qualquer estimulo por odor ao proximo animal.

Etapa 3: Teste de reconhecimento

Um dia apos o término da familiarizacdo, no quinto dia experimental, 0s animais
passaram pelo teste de reconhecimento de objetos. Individuos que passaram pela
familiarizacdo com as garrafas tiveram uma das garrafas substituidas por um bloco de
lego, j& os animais familiarizados com os blocos de lego, tiveram um deles substituido
por uma garrafa.

Os objetos foram posicionados no aparato de maneira variavel (direita e esquerda)
entre cada animal e grupo testado para evitar qualquer tipo de viés experimental. O

procedimento experimental foi 0 mesmo realizado durante a etapa de familiarizag&o.

3.2.3.3. Labirintoem T forcado

O labirinto em T forgado é um teste muito utilizado para acessar a memdria
espacial (PAUL; GIORDANO; SANTAMARIA, 2009; SHARMA; RAKOCZY;
BROWN-BORG, 2010) e também as estratégias de locomocdo espacial, alocéntrica ou
egoceéntrica, que o animal pode utilizar para se locomover. Os procedimentos adotados
foram baseados no trabalho de Packard (1999).

O aparato que foi utilizado é um labirinto em cruz aberto que possui quatro bragos
(norte, sul, leste e oeste) com dimensdes de 50 x 9 cm que se encontram a uma altura de
50cm em relacdo ao chdo. Durante os testes um dos bragos foi bloqueado resultando em
apenas trés de seus bragos acessiveis aos animais, desse modo 0 aparato passou a assumir
a forma e funcionalidade de um labirinto em “T”. Neste teste o animal deveria localizar-
se espacialmente e encontrar a recompensa em um dos bragos do labirinto. A recompensa
adotada foi um pellet doce, palatavel aos animais e previamente apresentado para evitar o
estresse da novidade. A localizacdo da recompensa foi padronizada para o braco oeste.

Antes do inicio dos treinos os animais passaram por um periodo de sete dias de
reducdo alimentar, para que atinjam o peso equivalente a 85% do que pesavam antes.
Esse periodo foi determinado, pois estima-se que 0 ajuste no peso dos animais seja
atingido neste tempo (PACKARD, 1999). Esse periodo de redugéo alimentar é essencial
para a motivacdo pela busca de alimento, necessaria para que a presenga de alimento no
final do brago seja um estimulo reforcador, caracterizando o teste como uma tarefa de

aprendizado reforcado. Além disso, para reforcar ainda mais a tarefa, durante todo o
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periodo de experimentacdo a reducdo alimentar foi mantida. O protocolo adotado
consistiu em 2 etapas que foram realizadas ao longo de 15 dias de experimentos e estéo
descritas a seguir:

Etapa 1: Habituacéo ao aparato

Esta etapa foi realizada nos trés primeiros dias do procedimento experimental. O
acesso ao braco norte do labirinto em cruz foi bloqueado durante a habituagéo e os treinos
com recompensa alimentar. Foram realizadas duas sessbes diérias de habituacdo ao
aparato com intervalo de seis horas entre elas. Em cada sessdo foi permitido que os
animais explorassem o labirinto por cinco minutos, sem oferta alguma de recompensa no
labirinto. Apds cada sessdo de habituacdo ao experimentador e ao labirinto, foi dado um
pellet do alimento reforcador e o animal foi observado até comer o alimento, para garantir
que todos estivessem igualmente habituados a recompensa. O labirinto era higienizado

com alcool 70% apds cada exposicao de animais.

Etapa 2: Treinos e testes

Essa etapa dos procedimentos ocorreu do 4° ao 15° dia experimental. Cada animal
passou por cinco treinos diarios com recompensa alimentar, totalizando 60 treinos por
animal. Todos os treinos foram filmados para posterior analise comportamental. Em cada
treino, os animais foram colocados no brago sul e podiam atravessar o labirinto e
consumir um Unico pellet localizado no copo de alimentos no final do braco oeste.
Entradas no braco leste do labirinto (com recompensa alimentar inacessivel ao animal)
foram classificadas como respostas incorretas durante o treinamento dos animais, e as
entradas no braco contendo o alimento acessivel (oeste) foram classificadas como
respostas corretas.

Durante o treinamento também foi adotado um procedimento de correcdo; 0s
animais que optaram pelo brago “incorreto” do labirinto poderiam explorar o labirinto,
seguir de volta para o brago “correto” e consumir o pellet de alimento. Se o animal ndo
consumisse o alimento dentro do intervalo de um minuto, o treino era encerrado. Depois
de cada treino os animais eram colocados em uma caixa localizada fora do labirinto, logo
atrés do braco de partida (sul) durante um intervalo de 30 segundos, para depois ent&o,
dar inicio a tentativa subsequente.

Além das 60 sessdes de treinamento, 0s animais passaram pelos testes (probe
trials), os quais foram realizados a cada 5 dias de treinamento e no Ultimo dia

experimental, ou seja, ocorreram no 8°, 13° e 15° dia experimental. Os testes foram
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realizados 30 minutos apos o término da Ultima sessdo de treino do dia. Durante esses
testes (probes), a entrada dos animais no labirinto foi alterada. Nos treinos o braco de
inicio era o sul, ao passo que durante os testes, 0s animais tiveram acesso ao labirinto
pelo braco norte enquanto o braco sul ficou inacessivel aos mesmos (Figura 5).

Os animais que optaram pelo braco oeste durante os testes, ou seja, ratos que se
dirigiram ao brago que continha alimento durante os treinos, foram denominados “place
learners” (aprendizado por lugar) e utilizam-se da estratégia alocéntrica, j& os ratos que
optaram pelo braco leste, ou seja, animais que realizam o mesmo movimento corporal
que exibiam durante os treinos, foram denominados “response learners”(aprendizado por
resposta) e utilizam-se da estratégia egocéntrica. Foram calculadas as médias das
escolhas denominadas “corretas” para cada grupo durante os treinos e foi feita uma curva
de aprendizado ao longo dos treinos, também foi calculada a porcentagem de animais
“place learners” e “response learners” em cada grupo.

Figura 5. Representagdo do labirinto em “T” for¢cado. A) Representa¢do da disposicdo do labirinto durante

0 treinamento dos animais, no qual o brago norte estava inacessivel. B) Representacdo da disposi¢do do
labirinto durante os testes (probe trials), nos quais o braco sul estava inacessivel.

A | i Brago Norte B ‘/}A Braco Norte
] N
e «— R S —
Braco Oeste Braco Leste Brago Oeste Braco Leste

Braco Sul Braco Sul

Fonte: Elaborado pelo Autor.

3.2.4. Anadlise histolégica

Eutanasia

A fim de analisar os encefalos e verificar os sitios de injecdo, ao final do
protocolo experimental, depois de aproximadamente 44 dias dos procedimentos
cirdrgicos, os animais foram eutanasiados com base no protocolo para fixagdo e remocao

dos encéfalos proposto por Gage e colaboradores (2012). Neste protocolo é usada a
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fixacdo dos encéfalos por perfusdo sanguinea, conforme indicado para o sistema nervoso
central, ao invés de serem colocados diretamente no fixador. O objetivo dessa fixacdo é a
preservacdo rapida e uniforme de todo o tecido, uma dificuldade enfrentada quando o
tecido é colocado diretamente no fixador visto que em tecidos maiores, como o encéfalo,
ele ndo atinge todas as regides (GAGE; KIPKE; SHAIN, 2012).

Por conseguinte, inicialmente os animais receberam uma injegdo intraperitoneal
de superdose de tiopental (100 mg/Kg). Ap6s aprofundamento de anestesia, apesar da
maioria dos animais estarem eutanasiados, a verificacdo dos reflexos da cauda e membros
bem como a constatacdo da morte foi realizada. Posteriormente, por meio de uma bomba
peristaltica (Bonther®) foi perfundido, a partir do ventriculo esquerdo do animal, cerca
de 300 ml de solugdo salina tamponada e, em seguida de 200 a 500 ml de
paraformaldeido 4% para fixacdo rapida do encefalo.

Logo depois, o encéfalo de cada animal foi removido e armazenado em
paraformaldeido 4% por no minimo 24 horas para melhor preservacdo do tecido. Ap6s
esse periodo os encéfalos foram lavados com solugdo salina tamponada trés vezes
seguidas e foram mantidos em solucdo crioprotetora a 20°C até os preparativos para o

processamento.

Confeccéo das laminas

Cerca de 24 horas antes do processamento dos encéfalos os mesmos foram
retirados da solucdo crioprotetora e armazenados em alcool 70%. Posteriormente eles
foram processados, emblocados em parafina e seccionados a uma espessura de 7 pum
usando um micrétomo eletrénico automatico (Leica Biosystems® RM2245). O protocolo
de coloracdo das laminas histolégicas foi adaptado de Esteves e colaboradores (2004)
(Apéndice A). As laminas foram coradas com violeta cresil e em seguida foram
analisadas, fotografadas e escaneadas para confirmagdo dos sitios de injecdo. O violeta
cresil € um corante de carater basico que proporciona uma visdo composta do tecido
nervoso, uma das estruturas que ele evidencia sé&o os nucleos celulares (OVALLE;
NAHIRNEY, 2014).

Os acertos cirurgicos, seguindo as orienta¢cdes de Paxinos e Watson (1986, 2006),
foram os que apresentaram a lesédo na regido denominada CA3 do hipocampo dorsal
considerando as medidas determinadas inicialmente (AP = -3,5 mm a partir do bregma,
ML = + 3,5 mm a partir da linha média e DV = - 3,8 mm a partir da superficie do cranio).

Entretanto, sempre considerando a sub-regido CA3, uma pequena variagdo foi
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considerada em relacdo a medida a partir do bregma (Figura 6). Os animais que
apresentaram lesdo encefalica em outras regides foram removidos da amostra
experimental.

Figura 6. RepresentacBes esquematicas dos sitios de injecdo considerados acertos para os procedimentos
cirtrgicos da area CA3 do HPCd direito e esquerdo. As regides cinza representam a localizacdo da CA3 de

ambos os HPCd. (A) Sitio de injecdo com medida AP=-3,5 mm em relacéo ao bregma. (B) Sitio de injecdo
com medida AP varidvel entre -3,5 e -4 mm em relagéo ao bregma.

B
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AP: -4 mm do bregma

AP: -3.5 mm do bregma

Fonte: Adaptado do livro “The rat brain” de Paxinos ¢ Watson (1986).
3.2.5. Anélise estatistica

Para a realizacdo de todas as analises foi utilizado o software Graphpad Prism 6.
Inicialmente, todos os dados passaram por um teste de homogeneidade de Shapiro-Wilk.
Os dados paramétricos foram posteriormente analisados com o teste de analise de
variancia (ANOVA) ordinaria para um fator, seguida do pos-teste de Tukey de
comparag¢Bes multiplas. Os dados ndo paramétricos foram posteriormente analisados com
o0 teste de Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn. O nivel de significancia foi
aceito quando p< 0,05.

Para os dados do LAM: os dados gerais de laténcia de escape dos treinos e 0s
testes de memdria recente e remota (Probe trials) foram analisados com ANOVA
ordinéria para um fator, seguida do pos-teste de Tukey; para a construcdo da curva de

aprendizagem a partir da laténcia de escape dos treinos espaciais foi realizada uma
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ANOVA para dois fatores (fator 1: tratamento e fator 2: tempo de teste) de medidas
repetidas com pos-teste de Tukey.

Para os dados do TRO: os dados adquiridos da primeira habituagdo ao campo
aberto (frequéncia de entrada nos quadrantes, de levantamento e o tempo realizando
grooming) bem como do tempo que 0s animais dos quatro grupos demoraram a atingir o
critério (tempo total de teste) e os dados da sessdo do teste de reconhecimento, foram
analisados com ANOVA ordinaria para um fator, seguida do pos-teste de Tukey; os
dados da sessdo de familiarizacdo foram analisados com o teste de Kruskal-Wallis
seguido do pds-teste de Dunn.

Para os dados do labirinto em T forcado: os dados gerais dos treinos do labirinto
em T forcado foram analisados com ANOVA ordinaria para um fator, seguida do pos-
teste de Tukey; para a construcdo da curva de aprendizagem a partir da porcentagem de
escolhas corretas dos treinos foi realizada uma ANOVA para dois fatores (fator 1:
tratamento e fator 2: tempo) de medidas repetidas com pés-teste de Tukey; os dados
provenientes das trés Probe trials foram analisados com o teste de Kruskal-Wallis

seguido do pds-teste de Dunn.

4. RESULTADOS
4.1.  Andlise histoldgica

A analise das laminas de cada animal permitiu a observacao e identificacdo dos
sitios de injecdo de IBO e PBS para 0s animais lesionados e os do GVe, respectivamente.
Em algumas laminas de encéfalos de animais que compdem diferentes grupos
experimentais foi encontrada evidéncias de alteracdo sem indicios de destrui¢do neuronal
na regido do cortex acima do HPCd que evidenciaria a entrada da agulha de infusédo (IBO
ou PBS) (Figura 7). A posicao e intensidade das marcas observadas nas laminas variaram
devido a regido do encéfalo visualizada no corte.

Quando analisadas as laminas dos animais do grupo GVe, que receberam PBS em
ambos os HPCd, foi possivel notar a integridade dos neurénios da regido CA3 de ambos
0s HPCd (Figura 8). Mesmo quando as laminas foram observadas em aumento menor é
notdria a falta de evidéncias de qualquer comprometimento neuronal dessas regides. A
Figura 9 evidencia o que foi encontrado nas laminas de todos os animais do grupo GVe

em relacdo aos sitios de injegao.
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Figura 7. Fotomicrografias de cortes histoldgicos do encéfalo que representam o local da entrada da agulha
de infusdo. (A) Grupo GVe (B) Grupo HPCd-BI. (C e D) Grupo HPCd-E. As setas indicam o local da
entrada da agulha. Medida AP =~ -3,5 mm do bregma.

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Figura 8. Fotomicrografias de cortes histoloégicos do HPCd de ambos os hemisférios de um animal do
GVe. (A) Vista do HPCd do hemisfério direito. (B) Detalhe das sub-regides CA do HPCd do hemisfério
direito. (C) Vista do HPCd do hemisfério esquerdo. (D) Detalhe das sub-regibes CA do HPCd do
hemisfério esquerdo. As setas indicam o sentido de infuséo da agulha. Medida AP =~ -3,5 mm do bregma.

Fonte: Elaborado pelo Autor.
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Figura 9. Fotomicrografia de um corte histolégico com seccdo coronal mais anterior do encéfalo de um
animal do GVe. HE: hemisfério esquerdo; HD: hemisfério direito. As setas indicam o local/sentido de
infusdo da agulha. Medida AP = -3,5 mm do bregma.

HD HE

bagiva. y

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Ao analisar as ldaminas dos encéfalos dos animais que receberam o lesionador IBO
foi possivel observar a presenca de alteracdes na organizacdo dos neur6nios nas regifes
dos sitios de injecdes. Nessas alteragdes € visivel uma regido com desorganizacao
neuronal comparada a areas préximas, o que, ao que tudo indica representa uma regido de
sitio cicatricial, com desorganizacdo tecidual e perda do padrdo de celularidade tipico,
devido a morte celular. Além do mais, as laminas nas quais foram observadas essas
modificagdes ndo apresentavam indicios de artefato ou desprendimento do tecido. As
figuras 10, 12 e 14 evidenciam imagens das laminas com maiores detalhes de um animal
do HPCd-D, HPCd-E e HPCd-BI, respectivamente. De uma maneira comparativa entre
uma fotomicrografia de um encéfalo e uma esquematizacdo, as Figuras 11, 13 e 15
evidenciam os locais em que as lesGes neuronais foram encontradas para todos 0s animais

que compdem os grupos HPCd-D, HPCd-E e HPCd-BI, respectivamente.
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Figura 10. Fotomicrografias de cortes histologicos do HPCd do hemisfério direito de um animal do HPCd-
D.(A) Vista do HPCd do hemisfério direito. (B) Sub-regido CA3 com marca¢do nas alteragdes neuronais.
(C) Detalhe da sub-regido CA3 com as alteracfes neuronais. A seta indica o sentido de infusdo da agulha.
Medida AP = -3,5 mm do bregma.

A

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Figura 11. Fotomicrografia e esquematizacdo de um corte histolégico com secgdo coronal mais anterior do
encéfalo representando os animais do HPCd-D. (A) Imagem do encéfalo de um animal do HPCd-D. (B)
Esquema dos locais em que as lesdes foram encontradas para cada animal do grupo HPCd-D (n=9), cada
ponto de lesdo representa um animal. HE: hemisfério esquerdo; HD: hemisfério direito. A seta indica o
local/sentido de infusdo da agulha. Medida AP = -3,5 mm do bregma.

Fonte: Elaborado pelo Autor.
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Figura 12. Fotomicrografias de cortes histoldgicos do HPCd do hemisfério esquerdo de um animal do
HPCd-E. (A) Vista do HPCd do hemisfério esquerdo. (B) Sub-regido CA3 com marcagdo nas alteracdes
neuronais. (C) Detalhe da sub-regido CA3 com as alteracbes neuronais. A seta indica o local/sentido de
infusdo da agulha. Medida AP =~ -3,5 mm do bregma.

LBl el M LI I
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Figura 13. Fotomicrografia e esquematizacéo de um corte histolégico com sec¢do coronal mais anterior do
encéfalo representando os animais do HPCd-E. (A) Imagem do encéfalo de um animal do HPCd-E. (B)
Esquema dos locais em que as lesdes foram encontradas para cada animal do grupo HPCd-E (n=10), cada
ponto de lesdo representa um animal. HE: hemisfério esquerdo; HD: hemisfério direito. A seta indica o
local/sentido de infusdo da agulha. Medida AP = -3,5 mm do bregma.

Fonte: Elaborado pelo Autor.
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Figura 14. Fotomicrografias de cortes histolégicos do HPCd de ambos os hemisférios de um animal do
HPCd-BI. (A) Vista do HPCd do hemisfério direito. (B) Sub-regido CA3 do HPCd direito com marcacdo
nas alteracfes neuronais. (C) Vista do HPCd do hemisfério esquerdo. (D) Sub-regido CA3 do HPCd
esquerdo com marcacgdo nas alteragcBes neuronais. As setas indicam o local/sentido de infusdo da agulha.
Medida AP = -3,5 mm do bregma.

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Figura 15. Fotomicrografia e esquematizacdo de um corte histolégico com secgdo coronal mais anterior do
encéfalo representando os animais do HPCd-BI. (A) Imagem do encéfalo de um animal do HPCd-BI. (B)
Esquema dos locais em que as lesdes foram encontradas para cada animal do grupo HPCd-BI (n=10), cada
ponto de lesdo representa um animal. HE: hemisfério esquerdo; HD: hemisfério direito. As setas indicam 0
local/sentido de infusdo da agulha. Medida AP = -3,5 mm do bregma.

Fonte: Elaborado pelo Autor.
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4.2.  Labirinto aquatico de Morris (LAM)

A andlise dos dados de laténcia de escape por grupo adquiridos durante os sete
dias de treinos espaciais demonstrou que os animais dos grupos GVe, HPCd-D, HPCd-E
e HPCd-BI apresentaram uma média geral de laténcia de escape semelhante sem
diferenca significativa entre os grupos; GVe= 12,94 + 1,5; HPCd-D= 13,3 + 1,6; HPCd-
E=13 +1,6; HPCd-BI= 13,8 + 1,4; F(3255= 0,06; P=0,97 (Figura 16).

Figura 16. Laténcia geral de escape. O gréafico representa o tempo médio que os animais levaram para

encontrar a plataforma submersa durante os 35 treinos espaciais do LAM. n=8 para 0 GVe, n=9 para 0
HPCd-D e n=10 para os grupos HPCd-E e HPCd-BI. As barras representam a média £ E.P.M.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Os dados diarios de laténcia de escape dos treinos espaciais foram utilizados na
construcdo da curva de aprendizado (Figura 17). Nao foram evidenciadas diferencas entre
os grupos em relagéo ao desempenho ao longo dos dias para o fator tratamento (F, 33) =
0,95; P = 0,96) (Tabela 1). Contudo, a analise pelo fator tempo demonstrou que o
desempenho dos animais melhorou significativamente, em relagdo ao tempo de teste, a
partir do segundo dia até o ultimo dia em relagdo ao primeiro dia de treino para todos 0s
grupos. Esses resultados podem ser observados na tabela 1 e na figura 17 (F, 198) = 80,5;
P<0,0001).
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Tabela 1. Laténcia de escape diaria do LAM. A tabela representa a média da laténcia de escape diario em
segundos para 0s animais dos quatro grupos experimentais. D1 representa o primeiro dia, D2 o segundo e

assim sucessivamente. Os valores representam a média de tempo (segundos) + E.P.M.

Treinos Espaciais

Grupo D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
experimental

GVe 33,23+42 18,89+26 11,86+23 9,18+1,8 6,53+0,9 523+06 5,66+0,7
HPCd-D  36,73+4,4 20,35+4,4 11,713 8,69+12 5605 549+05 4,55+04
HPCJ-E  40,92+4,1 1583+15 10,06+1,2 6,75+0,7 6,85+1,1 555+0,8 5,58+0,8
HPCd-BI  33,03+2,7 215332 1253+29 927+1,3 8,18+1,6 6,89+0,7 5,26+0,3

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Figura 17. Curva de aprendizagem do LAM. A curva representa a variagdo da laténcia de escape geral de
cada dia para cada grupo ao longo dos sete dias de treinos espaciais. n=8 para 0 GVe, n=9 para 0 HPCd-D e
n=10 para os grupos HPCd-E e HPCd-BI. Cada ponto representa a média + E.P.M. (*) p < 0,05 em relacéo

ao D1 para cada grupo.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
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Em relagéo as probe trials 1 e 2, ou seja, o teste de memoria recente realizado no

8° dia experimental e o teste de memoria remota realizados 30 dias depois,

respectivamente, a analise da média do tempo de retencdo dos animais dos quatro grupos

experimentais foi semelhante em ambos os testes. No teste de memoria recente a média

de tempo de retencdo dos grupos variou de 23 a 26 segundos com os animais do HPCd-E

e passando menos tempo sobre 0 quadrante; GVe= 24,33 + 1,7; HPCd-D= 25,49 + 1,6;
HPCd-E= 23,17 + 1,1; HPCd-BI= 25,6 * 1,8; F(333= 0,57; P=0,64 (Figura 18A). No teste
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de memoria remota a média de tempo de retencdo dos quatro grupos ficou proxima de 15
segundos sem diferencas significativas; GVe= 16,98 + 1,2; HPCd-D= 15,1 £ 0,9; HPCd-
E=14,2+1,6; HPCd-BI= 14,8 + 1; F(333= 0,89; P=0,45 (Figura 18B).

Figura 18. Probe trials do LAM. Os gréficos representam o tempo médio de retencdo dos animais dos
quatro grupos no quadrante no qual antes havia a plataforma submersa. (A) Probe trial 1 (teste de memdria
recente). (B) Probe trial 2 (teste de memdria remota). n=8 para o GVe, n=9 para o0 HPCd-D e n=10 para 0s
grupos HPCd-E e HPCd-BI. As linhas tracejadas representam a média de tempo de retencdo dos animais
durante 60 segundos em cada quadrante. As barras representam a média + E.P.M.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
4.3.  Teste de reconhecimento de objetos (TRO)
4.3.1. Habituacdo: comportamentos exploratorios

A anélise dos dados de frequéncia de entrada nos quadrantes demonstrou que 0s
animais dos quatro grupos experimentais apresentaram uma média de frequéncia
semelhante, sem diferencas significativas; GVe= 91,7 + 8,6; HPCd-D= 87 + 4,8; HPCd-
E=98,7 £5,6; HPCd-BI= 90,9 + 6,4; F(333= 0,61; P=0,6 (Figura 19).

A anédlise dos dados de frequéncia de levantamento dos animais, ou seja, a
frequéncia do movimento de se apoiarem e ficarem na posicdo vertical sobre as
extremidades inferiores explorando verticalmente o ambiente, indicou que a média dos
animais dos quatro grupos foi semelhante; GVe= 30,9 + 2,8; HPCd-D= 32,9 £ 1; HPCd-
E=33,8 +2,8; HPCd-BI= 30,1 + 1,5; F(333= 0,66; P=0,58 (Figura 20).
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Figura 19. Frequéncia de entrada nos quadrantes do campo aberto. O grafico representa a média de
locomocdo total durante a primeira habituacdo ao campo aberto. n=8 para 0 GVe, n=9 para o HPCd-D e
n=10 para os grupos HPCd-E e HPCd-BI. As barras representam a média + E.P.M.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
Figura 20. Frequéncia de levantamento no campo aberto. O gréafico representa a média da frequéncia de

exploracdo vertical dos animais durante a primeira habitua¢do ao campo aberto. n=8 para 0 GVe, n=9 para
0 HPCd-D e n=10 para os grupos HPCd-E e HPCd-BI. As barras representam a média + E.P.M.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

A andlise dos dados da quantidade de segundos que 0s animais passaram
realizando comportamento de auto limpeza demonstrou que os animais do HPCd-BI

passaram mais tempo realizando essa atividade em relacdo aos do GVe (P<0,05); GVe=
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6,8 + 2,1; HPCd-D= 17,1 + 4,8; HPCd-E= 15,5 * 3,6; HPCd-BI= 24,4 + 5,6; F(333)= 2,6;
P=0,068 (Figura 21).

Figura 21. Tempo de realizagdo do grooming no campo aberto. O grafico representa a média de segundos
gue os animais passaram realizando o comportamento de auto limpeza durante a primeira habituacdo ao
campo aberto. n=8 para o GVe, n=9 para 0 HPCd-D e n=10 para os grupos HPCd-E e HPCd-BI. As barras
representam a média + E.P.M. (*) p < 0,05 em relagéo ao GVe.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

4.3.2. Familiarizacéo e teste de reconhecimento

A analise dos dados referentes a exploracdo de dois objetos iguais (garrafas ou
colunas de lego) durante a sesséo de familiarizacdo demonstrou que nao houve diferencas
significativas entre o tempo de exploracdo do objeto 1 e objeto 2 para 0 mesmo grupo e
também ndo houve diferenca quando comparados 0s quatro grupos experimentais; Objeto
1: GVe= 27,2 + 3,2; HPCd-D= 20,8 £ 0,3; HPCd-E= 22,6 + 1,1; HPCd-BI= 27 + 2,3;
Objeto 2: GVe= 24,2 + 2,6; HPCd-D= 22,1 + 1; HPCd-E= 23 + 1,6; HPCd-BI= 23 * 1,8;
KW= 5,3; P=0,62 (Figura 22).

A andlise dos dados referentes a exploragdo de dois objetos diferentes (uma
garrafa e uma coluna de lego), sendo um o familiar (velho) e o outro um recém-
apresentado (novo), ndo indicou diferenca significativa quando analisados o tempo de
exploracdo de ambos os objetos entre os diferentes grupos (P>0,05). Contudo, quando
analisado para o mesmo grupo, o tempo de exploracdo do objeto novo foi
significativamente maior em relacdo a exploracéo do objeto velho para os grupos GVe e
HPCd-E (p<0,0001); Objeto velho: GVe= 21,1 + 0,9; HPCd-D= 20,1 £+ 0,1; HPCd-E= 20
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+ 0; HPCd-BI= 20,6 + 0,4; Objeto novo: GVe= 32,9 + 3,4; HPCd-D= 28,4 + 3,4; HPCd-
E=30,9 + 2,4; HPCd-BI= 26,6 + 2,5; F(7.66/= 6,34 (Figura 23).

Figura 22. Familiarizaco. O gréfico representa o tempo médio que os animais passaram investigando dois
objetos iguais durante a familiarizacdo do TRO. n=8 para 0 GVe, n=9 para 0 HPCd-D e n=10 para 0s
grupos HPCd-E e HPCd-BI. (1) e (2) representam o objeto 1 e 2, respectivamente. A linha tracejada
representa o critério de investigagdo aceito para cada objeto (20 segundos). As barras representam a média
+ E.P.M.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Figura 23. Teste de reconhecimento. O grafico representa 0 tempo médio que 0s animais passaram
investigando o objeto familiarizado (velho) e o objeto novo durante a sessdo de teste do TRO. n=8 para o
GVe, n=9 para 0 HPCd-D e n=10 para os grupos HPCd-E e HPCd-BI. (V) e (N) representam 0 objeto
velho e novo, respectivamente. A linha tracejada representa o critério de investigacdo aceito para cada
objeto (20 segundos). As barras representam a media + E.P.M. (*) p<0,05 em relagdo a exploragdo do
objeto familiarizado para o GVe. (#) p<0,05 em relacdo a exploracdo do objeto familiarizado para o0 HPCd-
E.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
A anélise do tempo que os animais dos quatro grupos demoraram a atingir o
critério de exploracdo de 20 segundos para cada objeto na sessdo de familiarizacdo e na

sessdo de teste, demonstrou que ndo houve diferenca na média de tempo entre 0s grupos e
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para cada grupo individualmente quando considerada cada sessdao ou ambas as sessoes;
F.66= 0,88; P=0,52 (Tabela 2).
Tabela 2. Média de tempo (segundos) que os animais levaram para atingir o critério de investigagdo de 20

segundos para cada objeto durante a familiarizagdo e o teste de reconhecimento no TRO. Os valores
representam a média de tempo (segundos) + E.P.M.

Grupo experimental Familiarizagéo Teste
GVe 252,6+31,4 286,4+29,6
HPCd-D 204,2+18,6 318,5%+37,5
HPCd-E 278,9+41,8 301,4+31
HPCd-BI 264,7+49,9 282,7+35,6

Fonte: Elaborado pelo Autor.
4.4. Labirintoem T forcado

Quando analisados os dados de escolha correta do braco o qual continha alimento
disponivel, a analise indicou que os animais do HPCd-D, HPCd-E e HPCd-BI
apresentaram porcentagem de acertos menor que os animais do grupo GVe; GVe= 98,9 +
0,4; HPCd-D= 83,3 + 2,8; HPCd-E= 84 * 2,5; HPCd-Bl= 86,6 + 2,3; F(3440)= 9,02;
P<0,0001 (Figura 24).

Figura 24. Porcentagem de acertos dos treinos do labirinto em T. O grafico representa a porcentagem de
animais que encontraram e consumiram o alimento disponivel em um dos bragos do labirinto. n=8 para o

GVe, n=9 para 0 HPCd-D e n=10 para os grupos HPCd-E e HPCd-BI. As barras representam a média £
E.P.M. (*) p<0,05 em relagéo ao grupo GVe.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
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Quando os dados diarios da porcentagem de acertos dos treinos foram analisados
na construcdo da curva de aprendizado, pela anélise do fator tratamento, ficou evidente
que a porcentagem de acertos do HPCd-D em relacdo ao dia 2 e 4 de treinos foi
estatisticamente menor que a do grupo GVe (P<0,05). Os outros grupos, quando
analisadas suas médias diarias, apresentaram desempenho semelhante (F, 33y = 1,8; P =
0,1713). Para o fator tempo, a analise revelou que os animais do HPCd-D apresentaram
porcentagem de acertos significativamente maior no ultimo dia de treino em relagdo a
porcentagem de acertos observada nos dias 2 e 4 (porcentagens meédias diarias de acertos
do HPCd-D - D2: 66,67%; D4: 62,22%; D12: 97,78%); o0 mesmo nao foi encontrado para
nenhum outro grupo experimental (F1, 363)= 3,354; P=0,0002) (Figura 25).

Figura 25. Curva de aprendizagem do labirinto em T. A curva representa a varia¢do diaria da porcentagem
de acertos para cada grupo ao longo dos 12 dias de experimentos. n=8 para 0 GVe, n=9 para 0 HPCd-D e

n=10 para os grupos HPCd-E e HPCd-BI. Cada ponto representa a média + E.P.M. de um dia. (*) p < 0,05
em relacdo ao D2 e D4 do grupo GVe. (#) p< 0,05 para 0 D12 na analise intragrupo para o HPCd-D.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

A anélise da porcentagem de animais place learners provenientes da media das 3
probe trials (testes de memaria), indicou que ndo houve diferencas significativas entre os
grupos; GVe= 58,3 + 10,3; HPCd-D= 48,1 + 9,8; HPCd-E= 43,3 £ 9,2; HPCd-BI= 60 +
9,1, KW= 2,2; P=0,53 (Figura 26).
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Figura 26. Porcentagem de animais place learners. O gréafico representa a porcentagem média de animais
que optaram pelo brago onde antes havia alimento durante trés sessdes de probe trials. n=8 para 0 GVe,
n=9 para 0 HPCd-D e n=10 para os grupos HPCd-E e HPCd-BI. As barras representam a média £ E.P.M.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

5. DISCUSSAO

Validacdo dos grupos experimentais

A andlise das laminas de cada animal permitiu a observacdo e identificacdo dos
sitios de injecdo de IBO e PBS para os animais lesionados e do GVe. Em algumas
laminas foi encontrada evidéncias de entrada da agulha de infusdo (IBO ou PBS).
Entretanto, a desorganizacdo neuronal bem como a diminuicdo/auséncia de neurdnios
visivelmente integros observada nas lesdes neuronais causadas pelo IBO, ndo foram
identificadas nas marcas de entrada de agulha. Alias, ndo foi observado lesGes ou
qualquer deterioracdo de neurbnios para 0s animais do grupo GVe. Dessa forma a
introducdo da agulha de Hamilton e o PBS ndo ocasionaram lesdes comprometedoras.

Além disso, a desorganizacéo tecidual e perda do padréo de celularidade tipico,
com aparéncia de uma regido se sitio cicatricial observada nas laminas dos animais que
receberam I1BO, condizem com o que Kirby e colaboradores (2012) descreveram para
uma lesdo excitotoxica, ainda que eles ndo tenham utilizado IBO. Apesar de esses autores
analisarem cortes de 30-60 um e uma montagem especifica de laminas de vidro, eles
descrevem as lesdes como uma “mancha oca” ou uma area de diminui¢do do corante
violeta cresil proporcionando uma mancha diferenciada que indica o local da morte

celular dos neurdnios (KIRBY et al., 2012). Ademais, os resultados observados também
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corroboram com o que Schwarcz e colaboradores (1979), Markowska e colaboradores
(1985) e Robbins e colaboradores (1989) descrevem para a lesdo por IBO. Esses autores
pontuam a lesdo excitotoxica como discreta, com degeneracdo e perda neuronal
(SCHWARCZ et al., 1979; MARKOWSKA et al., 1985; ROBBINS et al., 1989).

Por outro lado, as laminas dos animais do GVe ndo apresentaram nenhuma
alteracdo na regido CA3 do hipocampo dorsal direito e esquerdo demonstrando que a
injecdo de PBS ndo ocasionou nenhum dano neuronal que pudesse comprometer os
animais. Além disso, a analise dos dados provenientes dos testes comportamentais
fortalece o observado na histologia uma vez que os animais do GVe apresentaram
elevado desempenho e em nenhum dos testes demonstrou algum défice em realizar a
tarefa proposta.

Os animais de todos o0s grupos também ndo apresentaram nenhum
comprometimento motor e/ou exploratério como consequéncia da cirurgia estereotaxica.
Os resultados da frequéncia de entrada nos quadrantes e da frequéncia de levantamento
analisados na primeira habituacdo do campo aberto, cerca de 20 dias apds 0s
procedimentos cirdrgicos, indicam que a atividade motora e a exploracdo horizontal e
vertical desses animais ndo foram prejudicadas.

A média de frequéncia de entrada nos quadrantes foi semelhante para os animais
dos quatro grupos experimentais, demonstrando que todos eles se locomoveram de
maneira similar no campo aberto durante o tempo de exposicdo. Santiago e colaboradores
(2010) em seu estudo relacionado a inducdo de doenca de Parkinson analisaram em
diferentes dias de seu protocolo, a atividade locomotora e também a frequéncia de
levantamento de ratos Wistar machos que ndo passaram por nenhum procedimento
cirirgico e/ou manipulacdo experimental. A média de frequéncia de locomocao
observada por eles para esses animais na primeira analise realizada, 1 dia ap0s a cirurgia
dos outros ratos que foram operados, foi de 113 quadrantes (SANTIAGO et al., 2010).
Keles e colaboradores (2018) em seu estudo dos efeitos de campos eletromagnéticos
sobre a morfologia do HPC também avaliaram a entrada de quadrantes no campo aberto
para ratos machos jovens intactos (grupo controle). Eles observaram que essa frequéncia
foi de 106+15 quadrantes ap6s 25 dias continuos de exposicdo aos campos
eletromagnéticos (KELES et al., 2018). Markowska e Lukaszewska (1981) avaliaram a
frequéncia de entrada nos quadrantes do campo aberto para ratos submetidos a lesdes no
HPCd e HPCv 11 dias apds os procedimentos cirdrgicos. Eles observaram que eles ndo

apresentavam diferencas de locomocao em relagdo aos seus respectivos animais controle,
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sendo que a média foi de 60 a 70 quadrantes na primeira exposicdo (MARKOWSKA,;
LUKASZEWSKA, 1981). A partir desses resultados prévios e, considerando a média
observada nos resultados atuais para os animais de todos os grupos (de 87 a 98
quadrantes), podemos afirmar que a cirurgia em si e a lesdo encefalica ndo ocasionaram
prejuizos locomotores e de exploragédo horizontal.

Para a exploragéo vertical, ndo houve diferencas entre os grupos lesionados e o
GVe quanto a media de frequéncia de levantamento. Santiago e colaboradores (2010)
observaram que animais intactos apresentaram uma média 31 levantamentos na primeira
analise no campo aberto (1 dia apds a cirurgia dos outros grupos). De maneira
semelhante, no nosso estudo, 0s animais dos quatro grupos apresentaram uma média de
+/- 30 levantamentos, demonstrando que até mesmo os lesionados exploraram o ambiente
verticalmente como um animal intacto o fez em outro estudo. Entretanto, Keles e
colaboradores (2018) viram que ratos jovens intactos exibiam uma média de frequéncia
de levantamento de 78+12, resultado bem acima dos observados no estudo atual,
inclusive para animais do GVe. Contudo, isso pode ter ocorrido devido a idade dos
animais em questdo, enquanto eles avaliaram animais com cerca de 7 semanas de idade,
0s animais desse estudo ja apresentavam pelo menos 3 meses de idade, com isso, uma
diminuigdo de comportamento motivado pode ter ocorrido.

Apesar disso, Bannerman e colaboradores (2003) observaram que animais com
lesdo citotoxica no HPCv ndo diferiam dos animais controle em relacdo a locomocéo e
levantamento na arena do campo aberto. Complementando esses resultados com o0s
observados neste estudo para o HPCd, podemos afirmar que lesdes hipocampais nao
tendem a prejudicar os animais em relagéo a locomocao e exploragao.

Durante a habituacdo do campo aberto também foi analisado o tempo que o0s
animais passaram realizando o comportamento de autolimpeza conhecido como
grooming. A realizacdo do grooming além do habitual é relacionada a graus de stress,
ansiedade e depresséo (KALUEFF; TUOHIMAA, 2005). Os resultados mostram que os
animais do GVe foram os que apresentaram menor média de tempo realizando grooming
e o0s animais do HPCd-BI passaram mais tempo realizando esse comportamento,
significativamente. Apesar dos animais com lesdo unilateral, direita ou esquerda, ndo
terem diferido na média de tempo realizando o grooming em relagdo ao GVe, eles
passaram mais tempo realizando esse comportamento (cerca de 16 segundos versus 7
segundos). A partir disso, supBe-se que quanto maior a lesdo encefalica maior o tempo

que o animal realiza tal comportamento.
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Apesar desses resultados, o grooming é um comportamento que € muito complexo
e envolve uma serie de fatores. Kalueff e Tuohimma (2005), por exemplo, pontuam que é
necessaria uma analise minuciosa dos detalhes do comportamento, como frequéncia,
tempo de realizacdo e local do corpo escolhido para a limpeza a fim de diferir se o
grooming realizado é algo natural ou ocasionado por estresse ou outra condicdo
propriamente dita.

Dessa maneira, mesmo com os resultados do comportamento de autolimpeza, os
outros resultados obtidos a partir da habituacdo ao campo aberto revelaram que 0s
animais de todos os grupos ndo apresentaram prejuizos de locomocdo e exploracgéo.
Sendo assim, os resultados obtidos nos testes comportamentais ndo foram inviabilizados
uma vez que a cirurgia em si e as lesdes encefalicas ndo ocasionaram impedimento nos

animais quanto a movimentacao e exploracao.

Labirinto aquéatico de Morris: memdria espacial recente e remota

No LAM os animais com les&o unilateral ou bilateral ndo diferiram do observado
para o0 grupo GVe tanto para a aprendizagem durante os treinos quanto para os testes de
memoria. A similaridade observada na média geral de escape, ou seja, a média de tempo
gue os animais levaram para encontrar a plataforma submersa durante os treinos, indica
que o HPCd e sua regido CA3 ndo esta envolvida com esse processo de aprendizagem
espacial. Isso também pode ser observado na curva de aprendizagem, visto que quando
observamos os resultados ao longo dos dias confrontando os grupos, fica evidente que
eles ndo diferiram na laténcia diaria. Entretanto, uma analise pelo fator tempo revela que
a laténcia de escape a partir do segundo dia de treino até o ultimo, diferiu
significativamente do primeiro dia para cada grupo, demonstrando que todos os animais
foram capazes de aprender a tarefa espacial, realizando-a cada vez mais rapido ao longo
dos dias.

Esses resultados divergem do que ja havia sido encontrado anteriormente tanto
para lesdo de ambos os HPC como um todo (MORRIS et al., 1982) quanto para lesdes na
regido dorsal (MACDONALD; WHITE, 2004; FANSELOW; DONG, 2010), uma vez
que sabe-se que o HPC é essencial para a aprendizagem e formacdo de memdrias
(SWEATT, 2004; VANGUILDER; FREEMAN, 2011), sobretudo a memdria espacial em
roedores (SHINOARA et al., 2012).

Morris e colaboradores (1982) ja observavam que animais com lesdes no HPC

total apresentavam severo prejuizo na execucdo de tarefa espacial no LAM. MacDonald e
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White (2004) observaram que animais com lesdo neurotdxica na regido dorsal de ambos
0s hipocampos ndo aprendiam a localizagéo da plataforma submersa.

Por outro lado, Fenton e Bures (1993) observaram que ratos com lesdes
unilaterais no HPCd aprendiam a tarefa espacial do LAM assim como um animal com o
encéfalo intacto e que ndo havia especializacdo de um dos HPC (direito ou esquerdo)
para 0 processamento dessas informagdes. Corroborando com esses autores, nos nNossos
resultados, animais com lesdes também aprenderam a tarefa uma vez que ndo possuiam
todo o HPC lesionado, ademais, nao foi observada especialidade entre os HPCd direito e
esquerdo.

Ainda, ndo foi evidenciada lateralizacdo funcional da sub-regido CA3 para a
tarefa espacial do LAM, uma vez que os grupos com lesBes unilaterais também néo
diferiram entre si. Klur e colaboradores analisaram o HPCd e ndo detectaram
lateralizacdo funcional para a tarefa do LAM. Apesar de eles terem visto maior relacdo da
estrutura de um dos hemisférios cerebrais ou do outro em diferentes etapas do
processamento da memoria espacial, eles propdem que existe uma relagdo complexa de
processamento de memdrias entre ambos HPCd e para constatar uma lateralizacdo, um
extenso estudo deve ser realizado (KLUR et al., 2020).

Além disso, durante o teste de memdria recente, que ocorreu logo apos as sessdes
de treinos, ndo houve diferenca entre os grupos em relagdo ao tempo que passaram
nadando sobre o quadrante onde antes havia a plataforma. Embora os grupos ndo tenham
diferido quanto a este tempo, eles demonstraram preferéncia pelo quadrante onde antes
havia a plataforma. Isso pelo motivo de que, os animais nadaram em média 25 segundos
neste local quando o tempo esperado ocasionalmente € de 15 segundos, uma vez que Sao
4 quadrantes a serem explorados em 60 segundos.

Da mesma maneira, no teste de memdria remota ndo houve diferenca significativa
no tempo observado para cada grupo. Além disso, os animais dos quatro grupos nédo
apresentaram preferéncia por nenhum dos quadrantes visto que nadaram em media de 15
a 17 segundos no quadrante de interesse. Apesar disso, é valido ressaltar que os animais
do GVe foram 0s gque passaram um pouco mais de tempo nadando sobre o quadrante
onde antes havia a plataforma (£17 segundos). Esta falta de preferéncia por quadrantes no
teste de memoria remota nos indica que a memoaria espacial adquirida durante os treinos
foi esquecida. Resultado semelhante ao observado por Rossato e colaboradores (2006), s6
gue com animais lesionados na regido CA1 do HPCd depois de alguns dias do fim dos

treinamentos.
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Os resultados observados em ambos os testes de memoria apontam que ndo ha
indicios de lateralizagdo funcional e a CA3 do HPCd ndo esté4 envolvida com a evocacao
da memoria espacial recente e remota. Esses dados divergem de trabalhos anteriormente
publicados que descrevem que lesdes no HPC prejudicam os animais em testes de
memoria recente e remota no LAM (FRANKLAND; BONTEMPI, 2005; BROADBENT;
SQUIRE; CLARK, 2006; CLARK; BROADBENT; SQUIRE, 2007).

Broadbent e colaboradores (2006) viram que animais com lesdo em ambos HPC
passavam um tempo menor no quadrante quando comparados aos animais sem as lesoes
em testes de memoria que ocorriam no dia 0 (memoria recente) e 30 dias depois
(memoria remota) do fim das sessfes de treinos. Os autores deixam evidente que lesdes
que prejudicam o funcionamento do HPC causam comprometimento no processamento e
evocacdo de memdrias recentes e remotas (BROADBENT; SQUIRE; CLARK, 2006).
Clark e colaboradores (2007) observaram que animais com lesdo no HPC apresentavam
desempenho inferior durante teste de memoria remota 60 dias ap6s a aquisi¢do do local
da plataforma no LAM com a ajuda de pistas extras. Além disso, os resultados do LAM
também diferem do estudo anterior de Clark e colaboradores (2005) que avaliaram o
desempenho de animais com lesées no HPC completas ou apenas na regido dorsal em
testes de memdria recente e remota no LAM. Eles observaram que animais com leséo na
regido dorsal de ambos os hipocampos apresentaram prejuizos nos testes da mesma
maneira que os animais com lesdo no HPC inteiro.

Frankland e Botempi (2005) enfatizam a relacdo do HPC nos processos iniciais de
aquisicdo da memoria, mas pontuam seu papel necessario, mas limitado no
armazenamento e recuperacdo de algumas memorias, como por exemplo, as memorias
remotas. Dessa maneira, eles pontuam que memdrias remotas tem processamento e
armazenamento mais relacionado ao cortex pré-frontal e a recente por sua vez, ao HPC
(FRANKLAND; BONTEMPI, 2005). A partir disso, de alguma maneira a lesdo na CA3
dorsal ndo impediu que os animais preferissem o quadrante elementar no teste de
memoOria recente e a memdria ndo passou a ser remota por sua vez, pois ndo foi
devidamente processada e consolidada.

Considerando a discordancia com trabalhos anteriormente publicados, 0s animais
podem n&o ter apresentado comprometimento em realizar a tarefa espacial do LAM
devido & extensdo da lesdo realizada. E vélido ressaltar que a lesdo do IBO vem sendo
considerada discreta (SCHWARCZ et al., 1979; MARKOWSKA et al., 1985; ROBBINS
et al., 1989). Com isso, € notorio recordar que devido a sutis diferencas nos neurénios
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piramidais essa sub-regido ja foi subdividida em trés outras (CAa,b,c) (LORENTE DE
NO, 1934). Dessa maneira, a lesdo pode ter sido ainda mais pontual e discrepante entre os
animais, mas, nesse caso, uma extensa analise seria necessaria para qualquer conclus&o.
Em alternativa, alguns outros estudos que investigam a sub-regido CA3 investiram em
mais de um sitio de injecdo por hemisfério cerebral a fim de garantir o dano de toda a
sub-regido de interesse (LI; CHAO, 2008; HOGE; KESNER, 2007). No nosso estudo foi
realizado um Unico sitio de injecdo por hemisfério para que a cirurgia fosse 0 menos
invasiva possivel, o que pode ter resultado em uma lesdo mais pontual e ndo por toda a
sub-regido desejada. No entanto, as lesGes foram relativamente homogéneas em relacéo
ao local, como pode ser observado nas analises histoldgicas.

Além disso, 0 ndo comprometimento da tarefa também pode ser devido a sub-
regido do HPC lesionada. Rossato e colaboradores (2006) notaram um comprometimento
na consolidacdo da memdria espacial relacionada a regido CA1 do HPCd de ratos Wistar.
Os autores observaram que quando essa regido estava comprometida com a inibi¢do de
sintese de proteinas envolvidas no processamento de memdrias, 0s animais ficavam com
a consolidacdo e a reconsolidacdo da memoria espacial prejudicada quando submetidos
ao teste do LAM (ROSSATO et al., 2006). Além do mais, estudos anteriores ja indicam
que a regido CA1l do HPC esta envolvida com padrbes temporais e nos processos de
memdria (SWEATT, 2004; ROSSATO et al., 2006; LANGSTON et al., 2010;
NORMAN, 2010).

Ademais, apesar de ser um teste amplamente utilizado na busca pela
aprendizagem e memorizacao espacial em roedores, existem algumas controvérsias em
seu uso. Devido a aversdo pela agua dos animais, 0 LAM é um ambiente estressante e 0
aprendizado é subjacente com reforco negativo (KOSAKI et al., 2018).

De qualquer maneira, a sub-regido lesionada, independentemente da sua extensao,
ndo foi suficiente para prejudicar, de uma maneira lateralizada ou néo, o processamento
da memoria espacial no LAM. Do mesmo modo, ndo afetou o processamento da memoria
recente e ndo mostrou relagdo com a memaria remota, embora 0s animais ndo tenham
apresentado preferéncia pelo quadrante no Gltimo teste. A partir disso, se faz necessario
investigar a relacdo de alguma outra regido do HPC no processamento dessas

informagdes.
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Labirinto em T forcado: memdria espacial e estratégia de navegacao espacial

Ainda que os resultados encontrados no LAM tenham divergido do que era
esperado a partir de outros trabalhos em relacdo ao HPC e a memdria espacial, no
labirinto em T, os animais lesionados apresentaram comprometimento em realizar a
tarefa espacial. Neste labirinto € possivel analisar a memdria espacial de trabalho, uma
vez que eles se locomovem para encontrar 0 braco que contém o alimento além da
estratégia de locomoc&o espacial adotada através das probes trials.

Os resultados dos treinos evidenciaram que todos o0s grupos lesionados
apresentaram média de porcentagem de acertos inferior ao grupo GVe, indicando que a
regido CA3 do HPCd tem envolvimento no processamento da memoria espacial de
trabalho, mas esse processamento ndo ocorre de uma maneira lateralizada. Quando
analisada a curva de aprendizagem os animais com lesdo no HPCd direito demonstraram
um desempenho inferior em relacdo ao grupo GVe, ao menos nos dias iniciais. De certa
forma, a lesdo nessa regido tem maior relevancia no processamento dessas novas
informacdes e retarda a aquisicdo, mas o déficit é superado pelo treinamento repetido.
Esta falta de comprometimento duradoura sugere que, com a repeticdo dos treinos, algum
mecanismo faz com que outra regido do HPC assuma essa funcdo.

Apesar disso, os resultados nédo indicam lateralizagdo pela auséncia de diferencas
entre os grupos lesionados unilateralmente, o que n&o corrobora com alguns resultados de
Shipton e colaboradores (2014). Esses autores utilizando-se do labirinto em T pontuam
que existe lateralizacdo funcional do HPC de camundongos em uma tarefa espacial de
memodria de longo prazo (SHIPTON et al., 2014). Apesar disso, 0s resultados encontrados
nos treinos para a média de acertos corroboram com outros resultados de Shipton e
colaboradores (2014), uma vez que eles também observaram que a lesdo na CA3 de
ambos os HPCd prejudicou a memdria de curto prazo dos seus animais.

Ademais, os resultados observados também corroboram com o de outros estudos
envolvendo ratos com lesbes em ambos HPCd em uma tarefa similar com recompensa
alimentar no labirinto em T (POTVIN et al., 2006; HOCK; BUNSEY, 1998). Hock e
Bunsey (1998) observaram que lesGes por IBO em ambos HPCd sdo criticas para
formacdo de memodrias espacias no labirinto em T. Potvin e colaboradores (2006) também
demonstraram que ratos com lesdo excitotoxica no HPCd como um todo apresentavam
prejuizos em uma tarefa espacial que envolvia memoria espacial de trabalho no labirinto
em T. Eles também observaram que esse prejuizo se repetia quando 0s animais eram
submetidos ao labirinto radial (POTVIN et al., 2006).
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De fato os resultados aqui evidenciados no labirinto em T também corroboram
com outros envolvendo o labirinto radial (POTVIN et al., 2006; POTHUIZEN et al.,
2004; POE et al., 2000), um aparato que também envolve busca e recompensa alimentar,
com a diferenca de que possui oito bragos e opcdes de escolha ao invez de duas como no
labirinto em T. Pothuizen e colaboradores (2004) observaram que animais com lesdo
excitotoxica em ambos HPCd ficaram comprometidos com a formacdo da memoria
espacial de trabalho precisa em uma tarefa no labirinto radial. JA Poe e colaboradores
(2000) observaram gue animais com lesdo em ambos HPC como um todo apresentavam
comprometimento da memoria espacial em uma tarefa que envolvia refor¢o no labirinto
radial. Entretanto, esses mesmos autores observaram que apenas lesdes unilaterais néo
prejudicavam os animais (POE et al., 2000), contrariando os resultados observados neste
estudo, no qual os animais com lesdes unilaterais diferiram do observado para o GVe.

Confrontando a literatura podemos afirmar que para realizacdo da tarefa espacial
do labirinto em T, utilizando-se a memoria espacial de trabalho, a sub-regido CA3 do
HPCd possui a mesma relevancia do HPCd como um todo. E, além disso, ndo foi
evidenciada lateralizacdo funcional para essa relevancia, o que ndo foi examinado nesses
outros estudos.

Por outro lado, quanto a estratégia de navegacao, os resultados demonstram que a
regido de interesse nao afeta 0 uso da estratégia alocéntrica. Quando analisadas a média
das probe trials que ocorreram no decorrer do protocolo do labirinto em T é possivel
observar que nao houve diferencas na porcentagem de animais denominados place
learners, ou seja, animais que optaram pelo braco onde antes havia alimento disponivel
nos treinos. Pelo menos 40% dos animais dos quatro grupos experimentais optaram por
essa estratégia.

Apesar da escolha pela estratégia de navegacdo envolver uma série de fatores,
dentre eles 0 uso ou ndo de processos espaciais e a aprendizagem estabelecida (por
“resposta” ou “lugar”), varios estudos relacionam o0 uso e processamento da estratégia de
navegacao espacial de lugar/alocéntrica com o HPC (MORRIS et al., 1990; COLOMBO
et al., 2003; KOSAKI et al., 2018) e também com a sua porcdo dorsal (PACKARD;
MACGAUGH, 1996; COMPTON, 2004). Dessa maneira, as conclusdes atuais nao sé
contrariam o observado para lesées no HPC como um todo, mas também para lesdes mais
restritas, no HPCd.

Kosaki e colaboradores (2018) pontuam que a estratégia de resposta (egocéntrica)

é relacionada a um hébito de movimento automatico e a de local (alocéntrica) relaciona-
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se a busca de um objetivo e que, quando esse objetivo é desvalorizado de algum modo,
esses animais tendem a mudar de estratégia. Eles observaram que animais com lesdo em
ambos HPC com IBO ndo modificavam a sua escolha pela estratégia no labirinto em T
apos a desvalorizacdo do reforco, mas ela foi predominantemente egocéntrica devido as
lesGes hipocampais (KOSAKI et al., 2018). Morris e colaboradores (1990) e Compton
(2004) constataram que ratos com lesdo no HPC e no HPCd, respectivamente,
apresentavam comprometimento em utilizar-se da navegacdo espacial alocéntrica no
LAM. Packard e McGaugh (1996) viram que animais com lesdo em ambos HPCd com
lidocaina apds treinamento no labirinto em T e antes dos testes, ndo utilizavam a
aprendizagem por lugar (estratégia alocéntrica) sendo que eles utilizavam
predominantemente a estratégia egocéntrica com aprendizado por resposta.

Apesar disso, estudos demonstram que a aprendizagem por lugar (estratégia
alocéntrica) ou por resposta (estratégia egocéntrica) pode ser adquirida no labirinto em T
através de sistemas de memoria separados, que incluem o hipocampo e o caudado
putamen, respectivamente (PACKARD, 1999; PACKARD; MCGAUGH, 1996;
THOMPSON; GUILFORD; HICKS, 1980). Packard e McGaugh (1996) observaram que
animais tratados com salina mudavam a estratégia de aprendizado e navegacao de um
teste para o outro, concluindo que existe uma mudanga nos mecanismos de aprendizagem
com treinamento prolongado. Dessa maneira é possivel que o treinamento prolongado
utilizado tenha causado essas alteracdes na aprendizagem e estratégia utilizada e a leséo
localizada ndo foi suficiente para impedir uma aprendizagem por lugar. Essa informacéo
também esclarece 0 uso das duas estratégias de navegacdo presentes nos quatro grupos
experimentais.

Por outro lado, Igléi e colaboradores (2010) evidenciaram que ndo ha
lateraliza¢&o funcional no HPC para estratégia de navegacdo espacial em humanos, e eles
observaram, por ativacdo neuronal, que os dois HPC (direito e esquerdo) contribuem para
a estratégia de navegacéo utilizada. Apesar dos resultados atuais ndo mostrarem efeitos
significativos da sub-regido estudada no processamento da navegacdo espacial, também
ndo foi observada qualquer contribuicdo mais elevada de algum dos hemisférios
encefélicos.

A partir dessas observacdes, avaliando os resultados, € plausivel que a auséncia de
comprometimento significativo do uso da estratégia e aprendizado por lugar possa ter
ocorrido pelo motivo de que apenas uma fracdo do HPC foi lesionada. Provavelmente
essa sub-regido ndo tem relacdo com o processamento dessa estratégia, diferentemente do
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que é observado quando porcGes maiores do HPC estdo lesionadas. Para maiores
esclarecimentos, assim como observado apos os resultados do LAM, outras sub-regifes
do HPC devem ser analisadas em estudos futuros.

Teste de reconhecimento de objetos: memdria de reconhecimento

Além da relacdo do HPC no processamento da memoria espacial, existem
evidéncias que relacionam essa estrutura encefélica com o processamento da memoria de
reconhecimento (BROADBENT; SQUIRE; CLARK, 2004). Ndo foram observadas
diferengas entre os grupos experimentais em relacdo a durag&o total da sesséo nas sessoes
de familiarizacdo e de teste, nas quais 0s animais deveriam atingir o critério de
exploracdo minimo (20 segundos por objeto). O critério de exploragdo minimo é
fundamentado para diminuir a variabilidade individual dos animais em relacdo a
atividade exploratéria e garantir que eles explorem os objetos por um tempo minimo
igual (LEGER et al., 2013). Segundo Leger e colaboradores (2013) o tempo absoluto
gasto para atingir esse critério varia de 3 a 5 minutos. Os resultados observados
corroboram com 0 que esses autores propuseram uma vez que o tempo total de sesséo foi
de £ 5 minutos para todos 0s grupos experimentais em ambas as sessfes do TRO.

Na sessdo de familiarizagdo os animais dos quatro grupos ndo apresentaram
diferengas entre si em relacdo a exploracdo de dois objetos iguais. Ademais, quando
analisadas a exploracdo dos objetos para um mesmo grupo, nenhum dos grupos
apresentou preferéncia entre esses objetos. Dessa forma, os procedimentos cirlrgicos
pelos quais 0s animais passaram ndo os impediram e/ou prejudicaram na exploracdo dos
objetos, validando o observado em relacdo aos comportamentos exploratorios.
Considerando que o TRO baseia-se no comportamento natural dos ratos que é a
curiosidade e o interesse pela novidade (STUPIEN; FLORIAN; ROULLET, 2003), é
valido ressaltar que os animais atingiram o critério de familiarizacdo e estavam aptos a
realizar o teste de reconhecimento (LEGER et al., 2013).

A diferenca de exploracdo entre um objeto que ja foi previamente apresentado ao
animal e um novo objeto, proporciona o que é conhecido como reconhecimento
(ENNACEUR; DELACOUR, 1988). Estudos anteriores demonstram que ratos possuem
preferéncia pelo novo em relacdo a algo familiarizado, seja um objeto e/ou lugar
(ENNACEUR; DELACOUR, 1988; HANNESSON et al., 2004).

Durante a sessdo de teste no TRO, os animais do GVe e do grupo HPCd-E

apresentaram preferéncia por investigar o0 objeto novo e passaram menos tempo
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investigando o objeto velho (familiarizado), demonstrando que reconheceram o objeto
previamente apresentado. Esse resultado corrobora com o elucidado por Stupien e
colaboradores (2003) e Hoge e Kesner (2007) para os animais do grupo controle, que ndo
apresentavam nenhuma lesao.

Por outro lado, a falta de preferéncia entre os objetos velho e novo no teste pelos
animais do HPCd-D e HPCd-BI indicam que a lesdo do lado direito impediu que eles
reconhecessem 0 objeto familiar como conhecido. Com isso, os resultados encontrados
neste estudo sugerem que a CA3 do HPCd do hemisfério direito estd mais relacionada
com o0 processamento e evocacdo da memdria de reconhecimento, prejudicando a
deteccdo de novos objetos visuais. O fato dos animais lesionados bilateralmente também
ndo apresentarem preferéncia de exploragdo entre os objetos corrobora essa afirmacéo,
pois também apresentam a regido do hemisfério direito lesionada. Dessa forma, existe
lateralizacdo para o processamento dessa memdria, uma vez que a lesdo no hemisfério
esquerdo ndo conferiu 0s mesmos resultados.

Esses resultados contrariam o0 observado em estudos anteriores para regides
envolvidas no processamento da memdria de reconhecimento a partir da familiaridade
por um estimulo (EICHENBAUM; OTTO; COHEN, 1994; AGGLETON; BROWN,
1999; EICHENBAUM; YONELINAS; RANGANATH, 2007) e também para estudos
com lesdes no HPC (STUPIEN; FLORIAN; ROULLET, 2003; MUMBY et al., 2002; LI,
CHAO, 2007; HOGE; KESNER, 2007).

Eichenbaum e colaboradores (1994) e Aggleton e Brow (1999) propuseram que
dois processos contribuem para o reconhecimento, um relacionado a lembranga e outro
relacionado a familiaridade de um estimulo. O processo de reconhecimento referente a
familiaridade geralmente é disponivel ao individuo mais rapidamente do que a
lembranca. O procedimento envolvendo a lembrancga relaciona-se com maiores detalhes
sobre o estimulo do que apenas discriminar entre itens previamente apresentados e outros
ndo (EICHENBAUM; YONELINAS; RANGANATH, 2007). Dessa forma, apesar do
intervalo de 24 horas entre familiarizacdo e teste, a memoria de reconhecimento aqui
analisada apenas evidéncia uma familiaridade ao objeto e ndo uma lembranca, uma vez
gue nédo foram analisados contextos e lugares relacionados aos objetos.

Eichenbaum e colaboradores (1994) e Aggleton e Brow (1999) relacionaram o
processamento da memoria de reconhecimento pela lembranca com o HPC e pela
familiaridade com a regido parahipocampal. Dessa maneira, lesdes no HPC prejudicariam

gravemente o processamento da memdria de reconhecimento em relacdo & lembranga do
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estimulo, mas ndo pela sua familiaridade (EICHENBAUM; OTTO; COHEN, 1994;
AGGLETON; BROWN, 1999).

Apesar disso, varios estudos avaliam a relagdo do HPC com a memoria de
reconhecimento de uma maneira menos especifica a esses processos. Mumby e
colaboradores (2002) detectaram que ratos que apresentavam lesdo citotoxica nos HPC
direito e esquerdo exibiam preferéncia ao objeto novo em relagdo a outro apresentado
anteriormente. Mais especificamente, Stupien e colaboradores (2003) observaram que
camundongos com lesdo na CA3 do HPC como um todo ndo apresentaram eventuais
prejuizos nas fases de aprendizagem e memoria na tarefa de reconhecimento de objetos e,
portanto conseguiam reconhecer o objeto velho (STUPIEN; FLORIAN; ROULLET,
2003). Da mesma maneira, Li e Chao (2008) viram que ratos com lesdo na CA3 do HPC
como um todo, por lesdo eletrolitica, ndo apresentavam problemas para processar a
memoria de reconhecimento. Assim como Hoge e Kesner (2007) que evidenciaram que
ratos com lesdo por neurotoxina na CA3 do HPCd, ndo apresentavam problemas em
detectar um novo objeto, exibindo preferéncia pelo objeto novo e reconhecendo o velho.

Apesar dos resultados encontrados discordarem de grande parte da literatura em
relacdo a lesdes na CA3 do HPCd ou HPC como um todo, eles complementam o trabalho
de Broadbent e colaboradores (2004). Esses pesquisadores viram que ratos com leséo de
quase 100% do tecido hipocampal dorsal apresentavam prejuizos em reconhecer objetos
familiarizados (BROADBENT et al., 2004). A evidéncia de lateralizacdo funcional
destacada com maior contribuicdo do hemisfério direito refina esse resultado anterior da
literatura, direcionando o processamento dessa memoria para uma regido hipocampal
mais especifica.

Cahn e colaboradores (1998) examinaram as contribui¢cbes do volume do lobo
temporal esquerdo e direito para a memoria de reconhecimento verbal e ndo verbal em
pacientes humanos com doencas de Alzheimer, por ressonancia magnética. Eles
observaram que pacientes com déficit de volume de tecido da substancia cinzenta do lobo
temporal direito e também do HPC direito, tinham dificuldade na memoéria de
reconhecimento facial enquanto que déficits do lado esquerdo, relacionado com o sexo
dos pacientes (homem ou mulher), tinham algum envolvimento com o reconhecimento
verbal (CAHN et al., 1998). Kaplan e colaboradores (1994) viram em humanos, como
cada lobo temporal relaciona-se com a aquisicdo da memdria de objetos por meio de
técnica de anestesia de um dos hemisférios cerebrais. Eles observaram que o lobo

temporal do lado esquerdo esta mais relacionado em codificar a representacdo verbal de
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um objeto e o hemisfério direito € critico para a discriminacdo entre objetos idénticos
além de ser relacionado com a memdria de atributos visuais (KAPLAN et al., 1994). De
certa maneira, a lateralizagdo funcional observada em conjunto com esses outros estudos
em humanos, indicam uma relacdo do hemisfério direito com a memoria de
reconhecimento visual em mamiferos.

Os resultados aqui encontrados sobre o processamento da memdria de
reconhecimento podem ser uma abertura para estudos mais detalhados do envolvimento
da CA3 do HPCd. Ainda, o maior envolvimento da sub-regido direita pode direcionar
esses novos estudos e ajudar a elucidar disturbios da memdria relacionados ao

envelhecimento e doengas.

6. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo contribuem no entendimento do envolvimento da
CA3 do HPCd em ratos no processamento da memdria de reconhecimento, espacial e na
estratégia de navegacdo espacial. Ao que tudo indica essa area do HPC ndo tem relacéo
especifica com o processamento da memoria espacial na tarefa do LAM. Além disso, ela
ndo se mostrou envolvida com a memdria espacial recente e tdo pouco ha como afirmar
seu envolvimento no processamento da memdaria espacial remota, apesar dos resultados
terem demostrado que ndo houve consolidacdo dessa memdria.

Apesar dos dados anteriores na literatura, a sub-regido também ndo demonstrou
relacdo com o processamento da estratégia de navegacdo alocéntrica relacionada a
aprendizagem por lugar no labirinto em T. No entanto, ainda no labirinto em T, a les&o,
seletiva ou bilateral mostrou-se prejudicial para o processamento e evoca¢do da memoria
espacial de trabalho, apesar de nédo ter demonstrado prejuizo aos animais na analise diaria
permitindo-lhes cumprir a tarefa. Dessa forma, ha a sugestdo de que a sub-regido é
importante para o processamento dessa memdria, porém ndo é suprema e provavelmente
existem conexdes e outras regides envolvidas.

Apesar disso, foi evidenciada lateralizacdo funcional da sub-regido para o
processamento da memoria de reconhecimento. No teste de reconhecimento ficou
evidente que a CA3 do HPCd direito € fundamental para o reconhecimento a partir da
familiaridade. Esse resultado pode ser preponderante para novas investigagoes acerca de
disfungdes que prejudiquem a memdria de reconhecimento, como o envelhecimento e o

mal de Alzheimer.
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Apéndice A - Protocolo de coloracédo das laminas histoldgicas. Adaptado de Esteves e
colaboradores (2004).

Coloracéo de Nissl — Cresil Violeta

Cresil Violeta Pl ......cccvevviiiieececee e, 0,19
Agua destilada...........cc.cceveveeeeiceeieecee e 100ml
Acido acético glacial............cccoovvveveveireesireenennns 10 gotas (0,3ml)

Misturar bem e filtrar.

Procedimento:

*Desparafinar os cortes em banhos de xilol por 10 minutos.

Hidratacéo dos cortes em alcool absoluto I e I1, alcool 95%, alcool 70% e &lcool
50% por 1 minuto cada.

*Enxaguar em agua destilada rapidamente.

*Aquecer o cresil violeta em estufa a 60°C por 10 minutos, na cuba onde serdao
colocadas as laminas.

*Colocar poucas laminas de cada vez (5 no maximo) no corante de 10 a 20
minutos (observar a coloracdo adequada).

Para diferenciacdo e montagem:

+Alcool 95% com 6 gotas de 4cido acético: colocar as laminas para diferenciacio
da cor, 5 a 10 segundos ou até alcancar a cor adequada. Olhar em microscopio.
Este processo deve ser rapido para ndo ressecar os cortes. Nao descorar demais
nesta etapa porque havera descoloracao nas proximas etapas.

+Alcool 95% puro: deixar as laminas por alguns segundos observando sempre a
coloragéo.

«Alcool 100% 3 vezes: para desidratar. Mesmo procedimento e cuidado que o
anterior.

Os proximos passos devem ser realizados na capela:

*Levar a ultima cuba de alcool 100% para capela para montagem da ladmina.
*Secar bem a lamina com papel absorvente, sem esfregar e colocar na cuba com
xilol. Deixar poucos segundos para ndo desidratar demais. Passar sempre uma
lamina de cada vez para o xilol, as demais deixar no alcool. Usar Balsamo do
Canada para confeccao final das laminas. Pingar de 2 a 3 gotas sobre a lamina e

montar com laminula. Deixar secar por 2 a 3 dias.




