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RESUMO

As memorias podem ser submetidas a reconsolidacdo, que ocorre ap0s exposicao a
eventos de recuperacao que reativam a memoria. Isso desestabiliza temporariamente
a informacéo consolidada, suscetivel a interferéncias, resultando na modificacdo da
memoria original. A exposicdo a novidade facilita a formagdo e persisténcia da
memoéria, envolvendo sintese e posterior captura de proteinas relacionadas a
plasticidade. Assim, propomos investigar, inicialmente, o efeito da reativacdo, bem
como da exposicao a novidade sobre a reconsolidacéo e persisténcia da memoria de
reconhecimento de objetos (RO). Posteriormente, investigamos o envolvimento dos
receptores D1/D5, da via de sinalizacdo PKA e dos receptores glutamatérgicos na
modulacdo da persisténcia da memoria de RO promovida pela novidade, sistemas
importantes para a modulacdo da memoaria pela novidade. A amostra foi composta por
350 ratos adultos machos Wistar que, apds ambientados, todos os animais foram
submetidos a tarefa de RO (sesséo de treino, reativacao, e testes de memdria de
reconsolidacdo ou persisténcia). No segundo estudo desta dissertacdo, todos os
animais, antes da tarefa de RO, passaram pela cirurgia estereotaxica sob anestesia
para implantacéo de canulas-guia na regido CA1 do hipocampo, para posterior infusao
de drogas a fim de manipular farmacologicamente o sistema dopaminérgico, via PKA
e sistema glutamatérgico. Apos a reativacdo no RO, alguns animais foram expostos a
um ambiente novo (novidade). Neste momento, para estudar o papel dos sistemas
dopaminérgico e glutamatérgico, alguns animais receberam infusdo de drogas. Para
a analise dos resultados, o tempo de exploracdo dos objetos foi convertido em % do
tempo total de exploracdo e um teste t de uma amostra (ou teste de Wilcoxon) foi
usado para comparacdo com uma média tedrica (50%). ANOVA de uma via ou Teste
de Kruskal-wallis foi utilizado para comparacao do indice de discriminacdo entre os
grupos, bem como para os testes controles comportamentais. O nivel de significAncia
foi de P < 0,05. Nesta dissertacdo, demonstramos que a exposi¢do a novidade apos
a reativacao de um aprendizado melhora a reconsolidacdo memaria, promovendo sua
persisténcia através de mecanismos dependentes da ativacado de PKA e AMPA. Além
disso, parece que o efeito da novidade sobre a persisténcia da memoria de RO

reconsolidada ndo depende de ativacéo do sistema dopaminérgico no hipocampo.

Palavras-chave: Reativacao; Persisténcia da memoria; Dopamina; Glutamato;
Hipocampo.



ABSTRACT

Memories can undergo reconsolidation after exposure to retrieval events that
reactivate the memory. This event temporarily destabilizes the consolidated
information, which is susceptible to interference and results in modifying the original
memory. Exposure to novelty facilitates the formation and persistence of memory,
involving synthesis and subsequent capture of proteins related to plasticity. Therefore,
initially, we propose to investigate the effect of reactivation and exposure to novelty on
the reconsolidation and persistence of object recognition memory (OR). Subsequently,
we investigated the involvement of D1/D5 receptors, the PKA signaling pathway, and
glutamatergic receptors in modulating the persistence of OR memory promoted by
novelty, which are important systems for the modulation of memory by novelty. The
sample consisted of 350 adult male Wistar rats; after being acclimated, all animals
were subjected to the OR task (training session, reactivation, and reconsolidation or
persistence memory tests). In the second study of this dissertation, all animals, before
the OR task, underwent stereotaxic surgery under anesthesia to implant guide
cannulas in the CA1l region of the hippocampus for subsequent drug infusion to
pharmacologically manipulate the dopaminergic system, PKA via, and glutamatergic
system. After reactivation in the OR, some animals were exposed to a new
environment (novelty). At this time, some animals received an infusion of drugs to study
the role of the dopaminergic and glutamatergic systems. To analyze the results, the
object exploration time was converted into % of the total exploration time, and a one-
sample t-test (or Wilcoxon test) was used for comparison with a theoretical average
(50%). One-way ANOVA or Kruskal-Wallis test was used to compare the discrimination
index between groups and for behavioral control tests. The significance level was P <
0.05. In this dissertation, we demonstrate that exposure to novelty after the reactivation
of learning improves memory reconsolidation, promoting its persistence through
mechanisms dependent on the activation of PKA and AMPA. Furthermore, it appears
that the effect of novelty on the persistence of reconsolidated OR memory does not

depend on the activation of the dopaminergic system in the hippocampus.

Keywords: Reactivation; Persistence of memory; Dopamine; Glutamate;

Hippocampus.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 Definicéo, classificagéo e fases da memoéria

A memoéria pode ser definida como a capacidade de adquirir, formar e
consolidar uma informacao, para posterior recordacéo (l. Izquierdo, 2014; Mourdo &
Faria, 2015). Portanto, trata-se de um processo de armazenamento de informacdes
provenientes das experiéncias vivenciadas, que podem ou ndo serem recordadas (|.
Izquierdo, 2014). As memorias podem ser classificadas de algumas maneiras,
incluindo o tempo de duragédo e o conteudo que elas abrangem. De acordo com o
conteudo, as memoérias podem ser divididas em: (i) episddicas, sendo estas referentes
a experiéncias vivenciadas e declaradas, com informagdes contextualizadas em
tempo e espaco (Danieli et al., 2023; I. 1zquierdo, 2014; Moscovitch et al., 2016); e, (ii)
semanticas, relacionadas ao conhecimento adquirido, conceitos, significados, teorias.
Além destas, tem-se a memodria procedural ou de procedimentos, conhecida como
mem©éria motora, que inclui habilidades motoras adquiridas que muitas vezes sao
executadas de maneira automatica, sem a consciéncia explicita (I. Izquierdo, 2014,
Mouréo & Faria, 2015).

De acordo com o tempo de duracdo, as memarias sdo classificadas conforme
0 tempo em que sdo armazenadas e ficam acessiveis para recuperacdo. Essa
classificacdo inclui a memaria de trabalho (MT), um tipo de memoaria de curtissimo
prazo e breve retencao, referente a informacao sensorial que € adquirida pelos nossos
sentidos, durando de segundos até um minuto, aproximadamente (1. Izquierdo, 2014;
McGaugh, 2000). A MT nos permite processar as informacdes em tempo real para
resolucdo de problemas, tomada de decisdes e realizacao de tarefas de vida diéria,
além de permitir que armazenemos temporariamente novas informacfes enquanto
processamos e integramos ao nosso conhecimento prévio (l. Izquierdo, 2014), sendo,
por isso, incluida dentre as nossas funcfes executivas. Para isso, a MT depende da
atividade neural do cortex pré-frontal, regido anterior do lobo frontal. O interessante é
gue este tipo de memoaria ndo forma arquivos.

As memorias de curta duracdo (MCD) sdo memodrias que persistem no
maximo por 6 horas, e utilizam-se de processos bioquimicos de curta duragdo que

ocorrem no cortex entorrinal e hipocampo, sendo independentes de sintese proteica.
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Este tipo de memdria € essencial para recordarmos o que aconteceu ha algumas
horas e dar continuidade ao nosso tempo presente (l. lzquierdo, 2014; Squire &
Bayley, 2007). Por outro lado, as memoarias de longa duracédo (MLD) sdo armazenadas
por periodos mais longos, de horas, até dias, meses, anos ou mesmo uma vida toda.
Sua estabilizacdo requer ativacdo varias enzimas que regulam a atividade de
proteinas pré-existentes, ativagcdo génica e sintese de novas proteinas, sendo a
formacao deste tipo de memadria dependente da sintese de proteinas relacionadas a
plasticidade (PRPs). (I. Izquierdo, 2014; McGaugh, 2000; Roesler & McGaugh, 2010).
Diversos estudos ja demonstraram que mecanismos como o sistema de transducéo
de sinal cAMP s&o essenciais na consolidacdo das MLD dependentes do hipocampo
(Shan et al., 2008). Todos estes processos bioquimicos e moleculares complexos
envolvidos no armazenamento da MLD permitem que os neurbnios desenvolvam
plasticidade sinaptica suficiente para ramificacdes e formacéo de conexdes novas ou
mais fortes (I. Izquierdo, 2014).

A MLD pode ser dividida em trés fases. A primeira fase, denominada
aquisicao, refere-se ao momento em que a informacéo estd sendo adquirida, a qual
também é conhecida como aprendizagem (l. lzquierdo, 2014; McGaugh, 2000). O
processo de aquisicdo depende da MT, ja que envolve o processamento das
informacdes sensoriais que estdo sendo recebidas. Nas primeiras horas ap6s sua
aquisicdo, as MLD (LTM; do inglés Long-Term Memory) sdo labeis e suscetiveis a
interferéncia externa por numerosos fatores que influenciam tanto o contedado, como

a forca/persisténcia da meméria (Figura 1) (I. Izquierdo, 2014; McGaugh, 2000).

AQUISIGAO CONSOLIDAGAO RETENGAO EVOCAGCAO RECONSOLIDAGAO

(REATIVAGAO)

4 >
H &k B &

TEMPO

Figura 1: Fases da memoria de longa duracéo e representacdo esquematica da condicdo de redes neurais
especificas (engramas) de acordo com o tempo. (Da autora, 2024).
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Conforme o processamento das informacbes ocorre, elas podem ser
repassadas para outras areas do cérebro ou ndo — se o forem se inicia 0 processo de
consolidacdo da memoria propriamente dita. Durante a consolidacdo da MLD, que,
como mencionado, envolve expressao génica e sintese de novas proteinas, o que
requer tempo para ocorrer, a atividade eletroquimica de areas como o hipocampo,
garante a disponibilidade das informacdes adquiridas por meio da MCD. Esta segunda
fase envolve diversos processos neurobiolégicos complexos, que sd0 necessarios
para que a informacdo seja armazenada; requer, portanto, um tempo maior para
acontecer (Figura 1) (I. Izquierdo, 2014; McGaugh, 2000).

A consolidagdo da memoria € passo chave para que no futuro ela possa ser
evocada, e leva a estabilizacdo temporaria da informacao anteriormente adquirida em
redes neuronais, sendo dependente de sintese proteica e da funcionalidade do
hipocampo (I. lzquierdo, 2014). Este processo pode ser explicado pelo termo
“consolidagcao sinaptica”, o qual refere-se as redes neuronais, sistemas de
neurotransmissores, cascatas de sinalizacdo e processos de transcricdo génica e
traducao proteica essenciais para a formacdo da memoaria (Ilvan lzquierdo et al., 2006;
McGaugh, 2000). A consolidacdo sindptica é considerada um processo rapido
de mudancas moleculares que ocorrem nas redes neuronais ou tracos mnemonicos
(também conhecidas como engramas de memdria, visto na figura 1), imediatamente
ap0s o aprendizado, e que requer mais ou menos 6 ou 8 horas para
ocorrer. Este intervalo, inclusive, tem constituido uma janela de oportunidades para
melhorar ou impedir a persisténcia de memarias de longa duracdo (Rossato et al.,
2009).

A terceira fase é chamada de evocacédo, momento no qual a informacao pode
ser acessada, ou seja, 0 ato de recordar algo que foi previamente aprendido (I.
Izquierdo, 2014). A consolidagéo e posterior evocacdo da memdria, no entanto, nao
representa sua disponibilidade permanente ou imutavel. Uma vez consolidadas, as
memoérias podem seguir por diferentes caminhos. Um deles é a reconsolidacao,
gquando a evocacgdo ocorre de maneira mais breve a partir de um evento de
recuperacdo daquela memoaria, o0 que podemos chamar de reativacao (l. Izquierdo,
2014). Assim, a reconsolidacdo da memoria permite a incorporacdo de novas

informacdes a memdria original, ou seja, uma memoaria previamente consolidada em
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uma rede neuronal sofre uma desestabilizacdo (reativacédo) durante sua evocacao,
seguida de posterior reestabilizacdo, permitindo a atualizagcdo e modificacdo da
memoria original (Nader et al.,, 2000). Semelhante a consolidacdo, o bloqueio da
sintese proteica apods a reativacdo da memoria (evocacéo) leva a amnesia retrograda,
demonstrando que a reconsolidacdo também é dependente de sintese proteica. No
entanto, diferente do processo de consolidagcdo, a reconsolidacdo da memoria é
mediada por algumas diferencas em relacdo as estruturas cerebrais ativadas e

cascatas moleculares envolvidas (Figura 1 e 2) (Orlandi et al., 2020).

Labil Estavel Labil Estavel
(aprendizagem) (consolidagieo) (reativagio) (r idagdo ou idagao)

"T

Informacao familiar

Informagdo
nova

Estabilidade da meméria

v

Tempo

DESESTABILIZAGAO REESTABILIZACAO

,___| g s HHl—ll 0l o

:‘-‘ \ ' ' AMPA
/" |\ LN
s

| ) ' ' NMDA
"/

Figura 2: Mecanismos envolvidos na reconsolidagcdo da memoéria de RO. Apés a aprendizagem,
as memorias sé@o gradualmente estabilizadas através da consolidacdo. Quando expostas a eventos de
recuperacao e dependendo das condigfes prevalecentes durante este processo (isto é, percepgéo de
novas informagdes), as memorias consolidadas s@o vulneraveis a interferéncias farmacologicas ou
comportamentais, exigindo uma fase de reconsolidacdo para seu armazenamento. Durante a
desestabilizagdo do traco mnemonico, hd o armazenamento de receptores AMPA, no entanto os
receptores dopaminérgicos D1/D5 e alguns subtipos de receptores NMDA séo essenciais para a
desestabilizacdo da memoéria de RO. Apds, inicia-se o processo de reestabilizacdo, onde ha a insercao
de receptores AMPA na membrana pos-sindptica no hipocampo dorsal para atualizacdo do traco de
memoaria, processo conhecido como LTP, que sustenta o armazenamento da MLD. (Adaptado de
Gonzalez, Radiske et al, 2019).
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1.2 Meméria de reconhecimento

A memoria de reconhecimento é uma memdéria declarativa que nos garante a
capacidade de identificar e distinguir caracteristicas especificas de um evento (Squire
et al., 2007). Este tipo de memoria exige que as caracteristicas especificas de um
determinado evento sejam identificadas, discriminadas e comparadas com as
caracteristicas de memorias previamente adquiridas (Steckler et al., 1998), sendo de
extrema importancia, pois proporciona uma vantagem adaptativa da experiéncia
prévia para a solucao de questdes inerentes a sobrevivéncia.

O teste de reconhecimento de objetos (RO) € usualmente usado para avaliar
este tipo de aprendizado em roedores (Moses et al., 2005). Este paradigma €&
altamente comparavel a nossa experiéncia humana diaria, pois permite a comparacao
com memorias previamente adquiridas (Steckler et al., 1998), garantindo ao individuo
a habilidade de lidar com a complexidade das situa¢des do cotidiano, como a
localizacdo de objetos de interesse (Wang, 2018). A consolidacdo deste tipo de
memoria requer integridade funcional de vérias estruturas cerebrais, incluindo o
hipocampo (Wang, 2018). No entanto, o tempo de encontro com o0s objetos na tarefa
de RO frequentemente é muito breve, e este tipo de estimulo geralmente envolve
pouca ativacdo emocional, o que, em roedores, leva ao decaimento da memaoria com
o tempo (Mello-Carpes et al.,, 2016; Wang, 2018). Portanto, este € um modelo
interessante para estudar intervencées que possam contribuir com a persisténcia
deste tipo de memodria.

Como previamente mencionado, apds consolidadas, as memarias podem ser
submetidas a reconsolidacao, que ocorre ap0s a exposicao a eventos de recuperacao
gue reativam a memoria (Nader et al.,, 2000). Essa recuperacdao desestabiliza
temporariamente a informacéo previamente consolidada, que passa por um novo
processo de consolidagcdo, suscetivel a interferéncias e que pode resultar na
modificacdo da MLD original (Orlandi et al.,, 2020). De fato, parte das fungdes
biol6gicas da reconsolidacéo seria manter a relevancia de informagdes armazenadas;
neste contexto, a reativacao seriam um indicador que a mem©ria € importante e deve

se manter o mais detalhada possivel para facilitar a sua correta evocacao (Lee, 2010).
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1.3 Neurobiologia da reconsolidagdo da memoaria

Sabe-se que a funcdo essencial da reconsolidagdo da memoéria € a
atualizacdo de informagdes, e, por isso, o papel da nova informagcdo adjacente a
evocacdo é de fundamental importancia, pois pode potencializar ou interferir na
reestabilizacdo da informacéo previamente armazenada no hipocampo (Lee, 2010).
No entanto, para participacéo funcional do hipocampo na reconsolidacdo da memoria,
€ necessaria a deteccdo de novidade no momento da reativacdo (Figura 2) (Maria
Carolina Gonzalez, Rossato, et al., 2019; Lee, 2010).

A reconsolidacdo da memdéria depende de véarias moléculas envolvidas na
manutencdo da potenciacdo a longo prazo, mecanismo eletrofisiolégico importante
para estabilizacdo das MLD (Maria Carolina Gonzalez, Radiske, et al., 2019). J& foi
demonstrado que o Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF; do inglés Brain
Derived Neurotrophic Factor), uma neurotrofina envolvida na formac¢do da MLD de
reconhecimento no hipocampo, modula o tragco da memoaria de reconhecimento na
reconsolidacao (Radiske et al., 2017).

Além do BDNF, outros fatores neurobiolégicos tém sido investigados nesse
aspecto. O sistema glutamatérgico também tem um papel importante na modulacéo
reconsolidacdo da memoria (Moncada et al., 2011; Vianna et al., 2000). A fim de
contestar a importancia do sistema glutamato na reconsolidagéo, deve-se examinar
0S componentes basicos deste sistema (mais notavelmente, receptores
glutamatérgicos). Receptores de glutamato tém uma histéria estabelecida de
importancia para a plasticidade sinaptica da aprendizagem e da memoéria (Moncada
etal., 2011; Radiske et al., 123 C.E.). Especificamente, receptores N-metil-D-aspartico
(NMDA) e receptores a- amino-3-hidroxi-5-metil-4-receptores do acido
isoxazolepropiénico (AMPA) séo cruciais para um tipo de plasticidade chamada de
potenciacdo de longo prazo (LTP, do inglés Long-Term Potention) (Nader & Hardt,
2009). A expressao dos receptores glutamatérgicos AMPA € necessaria para inducéo
da LTP, além de estarem envolvidos na reestabilizacdo do tragco mnemonico pela sua
insercdo na membrana pos-sindptica em sinapses hipocampais durante a
reconsolidacdo (Figura 2) (Maria Carolina Gonzalez, Radiske, et al., 2019). Ja a
ativacao dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA inicia cascatas de sinalizacao

gue alteram a expressao génica e a forca sinaptica, promovendo a aprendizagem e a
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consolidacdo da memdéria A ativagdo do receptor NMDA tem sido necesséria para a
reconsolidacdo (Moncada et al., 2011; O’Carroll & Morris, 2004; Vianna et al., 2000).
Ja foi descrito, por exemplo, que a administracdo de um antagonista dos receptores
NMDA na regido ventro-medial do cortex pré-frontal apds a reativagcdo da memoria
resulta na ruptura da reconsolidacdo em uma tarefa de reconhecimento de objetos
(Akirav & Maroun, 2006).

O sistema dopaminérgico também desempenha um papel essencial na
modulacao da plasticidade sinaptica e formacdo de memdria no hipocampo (C. R.G.
Furini et al., 2014). Estd bem estabelecido que diferentes familias de receptores
dopaminérgicos medeiam a intera¢do da dopamina: familia D1 (receptores D1 e D5)
e familia D2 (receptores D2, D3 e D4). No entanto, os receptores da familia D1
regulam significativamente a plasticidade sinaptica e a memodria dependente do
hipocampo (Bethus et al., 2010). Os receptores D1 e D5 modulam diferentes sub-
regibes do hipocampo, como como o giro denteado, regido CAl e subiculo, que
desempenham papéis diferentes na modulacédo da informacéo (Bethus et al., 2010;
Lemon & Manahan-Vaughan, 2006). Estudos anteriores ja demonstraram que a
funcionalidade dos receptores D1 e D5 é essencial para que ocorra a desestabilizacao
da memoria de RO (Maria Carolina Gonzalez et al., 2021; Rossato et al., 2015). Ainda,
é importante destacar que, embora 0 mesmo neurotransmissor os ative, 0s receptores
D1 e D5 culminam em cascatas de sinalizacao distintas; os receptores D1 modulam
indiretamente a proteina quinase dependente de AMPc (PKA) através da sinalizacao
da adenilato ciclase (AMPc), enquanto os receptores D5 mediam acoplamento ao
sistema P (PI3K), que regula a proteina quinase C (PKC). A droga antagonista da
familia D1 SCH 23390 néo discrimina entre D1 e receptores D5, mas existem drogas
gue atuam em seus segundos mensageiros especificos (PKA e PKC); assim, é
possivel adotar estratégias farmacoldgicas a fim de verificar se um bloqueio ou
estimulacdo especifica de via de um ou outro receptor altera 0s processos de
diferentes memodrias, inferindo o papel de cada tipo de receptor (da Silva de Vargas
et al., 2017; Ihalainen et al., 1999).

1.4 Novidade e reconsolidacéo

Sabendo que a consolidacdo da memodria ocorre em uma janela temporal

apos a aquisi¢do, e que diferentes fatores podem influenciar esse processo, como
18



também a persisténcia da memoria, estratégias visando melhorar uma memoria a
partir desta janela temporal tém sido investigadas (Ballarini et al., 2009). Estudos
prévios demostraram que a exposicdo a novidade facilita a aprendizagem,
melhorando a consolidacdo da memoaria e persisténcia de diferentes tipos de MLD
(Lima et al., 2021; Menezes et al., 2015; Moncada & Viola, 2007). Este fenbmeno é
baseado na hipdétese de marcacdo e captura sinaptica (STC; do inglés Synaptic
Tagging and Capture), que afirma que uma experiéncia fraca, que incialmente formaria
apenas uma memoria de curta duracdo, sem envolver sintese de novas proteinas,
pode capturar proteinas relacionadas a plasticidade (PRPs) quando uma experiéncia
forte, que induz a sintese proteica, for associada a ela, formando uma MLD (Figura 3)
(Frey & Morris, 1998; Moncada & Viola, 2007).

Neste mesmo contexto, ja é estabelecido que a exposicdo a um ambiente
novo durante uma janela de tempo critica é capaz de induzir a sintese de proteina as
e promover a formacao de uma MLD a partir de um aprendizado fraco. Este processo

7

comportamental é denominado de marcacdo comportamental (BT; do inglés
behavioral tagging), sendo amplamente estudado adjacente a consolidacdo da
memoéria. Estudos anteriores demonstram que a exposicdo a uma novidade pode
modular o aprendizado fraco paralelo, em uma janela de tempo especifica,
promovendo a consolidacdo da MLD (Moncada & Viola, 2007) e a persisténcia ao
longo de dias (Rossato et al., 2007). Sabendo disso, ainda resta o questionamento: A
exposicao a novidade na janela temporal da reconsolidacdo também tem efeitos
positivos sobre a persisténcia da memoria reconsolidada, jA que ele é capaz de

melhorar a consolidacéo?
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Figura 3: HipGtese de marcacgdao e captura sinaptica. a) A forte tetanizacao de uma via sinptica leva
a dois eventos dissociaveis: a configuracéo local da etiqueta (tag - marcacéo) e a sintese de proteinas
relacionadas a plasticidade difusiveis (PRPs). Os PRPs sdo entdo capturados por sinapses marcadas,
€ isso € necessario para a manutencao da LTP. A exposi¢éo a novidade promove a sintese de PRPs.
b) Um conjunto de sinapses fracamente estimulado que tem acesso aos PRPs também conseguira
manter a LTP. O aprendizado no RO pode servir de exemplo, capturando as PRPs. ¢) Sem a
disponibilidade de PRPs, a marcacdo das sinapses e a LTP néo serdo sustentadas. (Adaptado de
Redondo&Morris, 2011).

Processos que utilizam um segundo evento comportamental em uma janela de
tempo especifica antes ou apdés o aprendizado, como a exposi¢cao a novidade, vem
sendo amplamente estudados e utilizados para melhorar a memaria (Menezes et al.,
2015; Wang, 2018). Também, a persisténcia de MLD depende de mecanismos de BT
(Ballarini et al., 2009). Recentemente, publicamos um estudo que mostra que a
ativacao de receptores dopaminérgicos D1 e da via de sinalizacdo PKA no hipocampo
sdo essenciais para o efeito da novidade na persisténcia da memoéria de
reconhecimento (Lima et al., 2021). A exposi¢cao a novidade envolve liberacdo de
dopamina no hipocampo e promove persisténcia da memaoria de RO pela modulacao
da consolidacéo (Duszkiewicz et al., 2019). Este mecanismo envolve a ativagéo de
neurénios dopaminérgicos da area tegumentar ventral (VTA; do inglés Ventral

Tegmental Area), cujos axdénios inervam a regiao CA1 do hipocampo, estimulando
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receptores dopaminérgicos D1 nessa estrutura, resultando em rapida sintese e
liberacdo imediata do BDNF no hipocampo. A ativagdo do sistema dopaminérgico
culmina com o fortalecimento de sinapses hipocampais que participam da
consolidacéo e persisténcia da memoria por pelo menos duas a trés semanas a mais
(Lima et al., 2021; Rossato et al., 2009). E importante entender se esse efeito também

ocorre por mecanismos de reconsolidagao.

Por isso, além dos seus efeitos na modulagcdo da consolidacdo do
aprendizado, atualmente tém sido pesquisados os efeitos da novidade na
reconsolidacao, a partir da reativacdo da memoria de RO. A via de sinalizacdo PKA,
2° mensageiro de receptor dopaminérgico D1 hipocampal, parece ser essencial para
sintese de proteinas e estabelecimento de etiquetas (tags) sinapticas de BT durante
a reconsolidacao (Orlandi et al., 2020), visto que, quando inibida, resulta em amnésia
da memdéria de RO espacial, mesmo quando a novidade esté envolvida na reativacéao
(Orlandi et al., 2020). A ativacdo de receptores NMDA no hipocampo também esta
envolvida na sintese de PRPs, desencadeada por varias tarefas de aprendizado
dependentes do hipocampo (Moncada et al., 2011). Estudos anteriores demonstraram
gue a ativacdo dos receptores glutamatérgicos € crucial para definir a etiqueta (tag)
de aprendizagem, e essa maquinaria requer a via de sinalizacdo PKA (Moncada et al.,
2011). Além disso, receptores AMPA recentemente vém sendo citados como
essenciais para a reconsolidacdo da memoria de RO, além de estar envolvido na
labilizagéo do trago mnemonico (Cristiane R.G. Furini et al., 2020).

Apesar dos conhecimentos supracitados, que denotam o papel de diversos
mecanismos neurobioldgicos envolvidos na modulacdo da reconsolidacdo pela
novidade, destacando a importancia da via PKA e sistema glutamatérgico, pouco
sabemos sobre o envolvimento destes mecanismos nos efeitos na persisténcia da

memoria reconsolidada no nosso paradigma de RO.
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2 JUSTIFICATIVA

Em estudos anteriores, nosso grupo de pesquisa demonstrou que a exposi¢ao
a novidade € um importante modulador da consolidacao e persisténcia de diferentes
tipos de meméoria (Lima et al., 2021; Menezes et al., 2015). Além disso, n0osso grupo
publicou recentemente um estudo que demonstra o envolvimento do sistema
dopaminérgico no efeito da novidade, através da ativacdo do receptor D1 e via de
sinalizacdo PKA (Lima et al., 2021). Estudo de outro grupo também indica que a via
de sinalizacdo PKA é importante na modulacdo da reconsolidacdo pela novidade
(Orlandi et al., 2020). O envolvimento do sistema glutamatérgico na marcacao
comportamental induzida pela novidade também vem sendo estudado e parece ter
um papel importante na modulacdo da consolidacdo da memdéria pela novidade,
através do envolvimento dos receptores NMDA e AMPA (Moncada et al., 2011; Vianna
et al., 2000). No entanto, pouco se sabe sobre o envolvimento destes mecanismos na
modulacdo da reconsolidacao da memdria e seus efeitos na persisténcia da memaria

de RO reconsolidada pela novidade.

Este estudo pretende ampliar o conhecimento da linha de pesquisa
Neurofisiologia e Comportamento, especificamente da neurobiologia da memdria,
através do entendimento dos mecanismos neuroquimicos envolvidos nos efeitos de
uma estratégia ndo invasiva na reconsolidacdo e persisténcia de um aprendizado
reconsolidado. Estes entendimentos sao passos importantes para posterior
aplicabilidade de uma estratégia ndo invasiva para melhora da retencéo e persisténcia
da memodria em pessoas saudaveis e para tratamentos relacionados a déficits
mnemaonicos, assim como para o futuro desenvolvimento de terapias farmacoldgicas

gue atuem nas vias de sinalizacao envolvidas, uma vez que estas estejam elucidadas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

- Investigar o envolvimento do sistema dopaminérgico e da via de sinalizacao
PKA, assim como do sistema glutamatérgico, no efeito modulatorio da exposicdo a
novidade sobre a reconsolidacdo e persisténcia da memoaria de reconhecimento de

objetos reconsolidada.

3.2 Objetivos especificos

- Confirmar que a exposi¢cdo a novidade na janela temporal da reconsolidacdo
facilita a reconsolidacao e a persisténcia da memoaria de reconhecimento de objetos

reconsolidada em ratos Wistar;

- Verificar se a estimulacdo farmacoldgica ndo seletiva dos receptores
dopaminérgicos da familia D1 e estimulacdo farmacolégica seletiva dos receptores
NMDA tém efeitos semelhantes a exposicdo a novidade, sobre a persisténcia da

memoéria de reconhecimento de objetos reconsolidada em ratos Wistar;

- Verificar os efeitos da estimulacéo e inibicdo hipocampal farmacolégica do
receptor da familia D1, assim como da inibicdo de PKA (segundo mensageiro dos
receptores D1), apds a exposicdo a novidade, sobre a persisténcia da memoria de
reconhecimento de objetos reconsolidada em ratos Wistar;

- Verificar os efeitos da inibicdo hipocampal farmacoldgica do receptor NMDA

apos a exposicdo a novidade sobre a persisténcia da memoria de

reconhecimento de objetos reconsolidada em ratos Wistar;

- Verificar os efeitos da inibicdo hipocampal farmacologica do receptor AMPA
ap0s a exposicdo a novidade sobre a persisténcia da memoria de

reconhecimento de objetos reconsolidada em ratos Wistar.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e grupos experimentais

A amostra deste estudo foi composta por 350 ratos adultos machos da raca
Wistar (3 meses de idade; 300-350g de peso corporal). Os animais foram alocados
em caixas plasticas especiais com capacidade para 4 animais, forradas com
maravalha autoclavada e mantidos em um ciclo claro/escuro de 12h (luz a partir das
7h e escuro a partir das 19h), com agua e racao a vontade, uma temperatura ambiente
de 22 + 1°C e umidade relativa do ar a 50 £ 10%. As caixas foram trocadas e limpas
a cada 2 dias. Trata-se de um estudo com animais experimentais, desta forma
tamanho amostral (himero de animais por grupo) foi definido com base em estudos
da area, sendo que o maximo de precaucdo foi tomado, com o intuito de reduzir o
namero de animais utilizados e minimizar o seu sofrimento (Maria Carolina Gonzalez,
Radiske, et al., 2019; Maria Carolina Gonzalez, Rossato, et al., 2019; Orlandi et al.,
2020; Rossato et al., 2019). Todos os experimentos foram realizados de acordo com
as normas dos “Principles of laboratory animal care” (NIH publication N° 85-23, revised
1996) e aprovados pelo Comité de Etica em Uso de Animais da Universidade Federal
do Pampa (protocolo 028/2022 - Anexo I). Os animais foram mantidos em condi¢des
padrdo de Biotério.

4.2 Delineamento experimental

Trata-se de um estudo randomizado cego, o qual teve como objetivo geral
investigar o envolvimento do sistema dopaminérgico e da via de sinalizacdo PKA, bem
como do sistema glutamatérgico, no efeito modulatério da exposicéo a novidade sobre

a persisténcia da memoria de reconhecimento de objetos reconsolidada.
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4.2.1 Estudo 1: Investigagdo do efeito modulatério da novidade sobre a

4211

reconsolidacdo da memoéria de RO e persisténcia da memoria reconsolidada.

Procedimentos: Os animais foram divididos em 4 grupos (n = 26-31/grupo),

conforme delineamento experimental ilustrado na figura 4:

Controle: os animais foram treinados na tarefa de RO, submetidos a uma
sessdo de reativacdo da memodria, e, 24h apds a reativacado foram testados na
tarefa de RO.

Controle + Persisténcia: os animais foram treinados na tarefa de RO,
submetidos a uma sesséo de reativagdo da memoria, e, 7 dias apoés o treino
eles foram testados na tarefa de RO.

Novidade: os animais foram treinados na tarefa de RO, submetidos a uma
sessao de reativacdo da memoria, e, imediatamente apds a sessao de
reativacdo, foram expostos a uma novidade (ambiente novo) durante 5
minutos; 24h apdés a reativagdo eles foram testados na tarefa de RO.
Novidade + Persisténcia: os animais foram treinados na tarefa de RO,
submetidos a uma sesséo de reativacdo da memoria, e, imediatamente apos
a sessado de reativacdo, foram expostos a uma novidade (ambiente novo)
durante 5 minutos; 7 dias ap0s a reativacdo eles foram testados na tarefa de
RO.

Na sessao de teste de memadria de RO cada um dos grupos foi subdividido em

3 grupos, cuja memoria foi testada com diferentes conjuntos de objetos, sendo um

objetivo novo (D) associado a: (i) um ao qual o animal foi exposto na sessao de

aprendizagem e na de reativacéo (A); (ii)) um ao qual foi exposto apenas na sesséao de

aprendizagem (B); ou (iii) um ao qual foi exposto apenas na sessao de reativacédo (C).
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Figura 4: Delineamento experimental do estudo 1: Ratos machos adultos foram submetidos a
habituacao da tarefa de memoria de RO durante 4 dias, 20 min por dia. 24h ap0s a habituacéo todos
os animais foram submetidos ao treino no RO, permitindo explorar os objetos A e B previamente
desconhecidos por 5 min. 24 h apds o treino, todos os animais foram submetidos a sesséo de reativacao
durante 5 min, onde o objeto A (familiar) permaneceu na caixa acompanhado do objeto C (novo).
Imediatamente apds a reativacao os animais dos grupos novidade foram submetidos & exposicdo a um
ambiente novo. O teste de memaria de longa duracgéo foi realizado 24 h apés a reativagéo, com animais
do grupo controle e novidade, quando eles foram aleatoriamente distribuidos em 3 subgrupos e tiveram
5 min para explorar livremente os objetos A (reativado) e D (novo) — grupo 1; B (familiar do treino) e D
(novo) — grupo 2; ou C (familiar da reativacao) e D (novo) — grupo 3. O teste de persisténcia da memoria
de RO foi realizado 7 dias ap0s a reativacéo, com outros animais, do grupo Controle + Persisténcia e
Novidade + Persisténcia, permitindo 5 min de livre exploragcéo aos objetos A (reativado) e D (novo) —
grupo 1; B (familiar do treino) e D (novo) — grupo 2; e C (familiar da reativa¢édo) e D (novo) — grupo 3.

4.2.2 Estudo 2: Investigacdo do envolvimento do sistema dopaminérgico (através da
manipulacdo farmacolégica dos receptores D1 e via de sinalizacdo PKA) e do
sistema glutamatérgico (através da manipulacao farmacologica dos receptores
AMPA e NMDA) na modulagdo da reconsolidagdo e na persisténcia da

memoéria de RO pela novidade.

4.2.2.1 Procedimentos: Os animais foram divididos em 8 grupos (n = 14-30/grupo),
conforme delineamento experimental ilustrados na figura 5:

I. Controle: os animais foram treinados na tarefa de RO, submetidos a
uma sessdo de reativacdo da memoéria, recebendo infusdo
intrahipocampal de solugéo salina imediatamente apos a reativagao; 7
dias apos a reativacao eles foram testados na tarefa de RO;

ii. Novidade: os animais foram treinados na tarefa de RO, submetidos a

uma sessao de reativagdo da memodria, e imediatamente apos a reativacao
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foram expostos a uma novidade (ambiente novo) durante 5 minutos,
recebendo infusdo intrahipocampal de solucdo salina; 7 dias apés a
reativacao eles foram testados na tarefa de RO;

iii. Novidade + SCH23390: os animais passaram pelos mesmos
procedimentos do grupo (i), no entanto, logo apdés a exposicdo a
novidade, ao invés de salina, receberam infusdo intrahipocampal de
SCH23390 (antagonista ndo-seletivo dos receptores D1/D5);

iv. Novidade + Rp-cAMPS: o0s animais passaram pelos mesmos
procedimentos do grupo (i), no entanto, logo apds a exposicdo a
novidade, ao invés de veiculo, receberam infusdo intrahipocampal de
Rp-cAMPS (inibidor de PKA, segundo mensageiro dos receptores D1);

v. SKF 38393: os animais foram treinados na tarefa de RO e submetidos
a uma sessdo de reativacdo da memoéria, recebendo infuséo
intrahipocampal de SKF 38393 (agonista D1/D5) imediatamente apoés
a sessao de reativacdo no RO; 7 dias ap0s a reativacao eles foram
testados na tarefa de RO;

vi. Novidade + AP5: os animais passaram pelos mesmos procedimentos
do grupo (ii), no entanto, logo apds a exposicdo a novidade, ao invés
de veiculo, receberam infusdo intrahipocampal de AP5 (antagonista
dos receptores NMDA);

vi. Novidade + NBQX: o0s animais passaram pelos mesmos
procedimentos do grupo (i), no entanto, logo apés a exposicdo a
novidade, ao invés de veiculo, receberam infusdo intrahipocampal de
NBQX (antagonista dos receptores AMPA);

viii. NMDA: os animais foram treinados na tarefa de RO e submetidos a uma
sessdo de reativagdo da memdria, recebendo infuséo intrahipocampal de
NMDA (agonista glutamatérgico), imediatamente apds a sessédo de
reativacdo no RO; 7 dias apos a reativacdo eles foram testados na
tarefa de RO;

Na sessao de teste da persisténcia da memoria de RO reconsolidada, 7 dias
apos a reativacao, cada um dos grupos foi subdivido em 3 subgrupos, cuja memoria
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sera testada com diferentes conjuntos de objetos, sendo um objeto novo (D)
associado a: (i) um objeto ao qual o animal foi exposto na sessao de aprendizagem e
na de reativacdo (A); (ii) um objeto ao qual o animal foi exposto apenas na sessao de
aprendizagem inicial (B); ou, (iii) um objeto ao qual o animal foi exposto apenas na

sessao de reativacgao (C).

Tarefa de Reconhecimento de Objetos

)
Tt {' . .
Ty
" ash 24h 24h 7d B D
— —|A _ B|—|A  Cc|——|° :
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Implantagdo de Canulas 20 min / 4 dias 5 min 5 min H 5 min

+
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GRUPOS

= Controle
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/NMDA (Aganista NMDA)
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RpcAMPs (Inibidor PKA)
AP5 {Antagonista NMDA)
NBQX (Antagonista AMPA)

+

Infusdo CA1

Figura 5: Delineamento experimental do estudo 2: Inicialmente, ratos Wistar machos adultos
foram submetidos a cirurgia estereotéxica para implantacdo de cénulas guia na regido CAl do
hipocampo. Ap0s recuperagdo, os animais foram submetidos a habituacdo da tarefa de memoria de
RO durante 4 dias, 20 min por dia. 24h ap6s a habituacdo todos os animais foram submetidos ao treino
no RO, permitindo explorar os objetos A e B previamente desconhecidos por 5 min. 24 h apés o treino,
todos os animais foram submetidos a sessédo de reativacdo durante 5 min, onde o objeto A (familiar)
permaneceu ha caixa acompanhado do objeto C (novo). Os animais dos grupos novidade foram
submetidos a exposicao a um ambiente imediatamente apés a reativagdo. 5 min apos a reativacao, ou
imediatamente apds a novidade, os animais receberam a infusdo de veiculo ou droga especifica, de

acordo com o grupo. O teste de persisténcia da meméria de RO foi realizado 7 dias apés a reativacao.
4.3 Protocolos
4.3.1 Manipulagéo dos animais

Os animais passaram por sessdes de manipulagéo durante 1 semana antes da
cirurgia estereotaxica, quando os mesmos foram levados até a sala de

experimentacéo, retirados de suas gaiolas e manuseados durante 5 minutos, para

familiarizacdo com a pesquisadora e demais membros da equipe, seus contatos e
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seus cheiros.

4.3.2 Cirurgia estereotaxica

Os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implantacdo de
canulas guia de 0,2 mm de calibre na regido CA1 do hipocampo dorsal (Rossato et al.,
2010), de acordo com as coordenadas para a regido CA1 do hipocampo do Atlas de
Paxinos e Watson: antero-anterior - 4,2 mm, latero-lateral £ 3,0 mm, dorso-ventral -
3,0 mm (Paxinos & Charles Watson, 2007) — apenas no caso da coordenada dorso-
ventral, foi utilizada a medida de 2,0 mm para insergéo da canula, com o objetivo de
reduzir o dano ao tecido cerebral. Apds, no momento da infusdo das drogas de
interesse, profundidade adicional foi considerada para que a estrutura-alvo fosse
atingida. As canulas foram fixadas com cimento dental e os animais ficaram sob
observacéo para recuperacdo pos-operatéria por 4 dias.

Todo o procedimento foi realizado com os animais previamente anestesiados
com cetamina e xilazina, administrados intraperitonealmente (i.p.), nas doses de
75mg/kg e 10mg/kg, respectivamente. Os procedimentos operatérios envolveram
cuidados com assepsia, instrumental cirdrgico e manuten¢éo da temperatura corporal
e hidratacdo dos animais. Apdés o término da cirurgia estereotaxica, os animais
receberam a injecdo subcutanea de anti-inflamatério Meloxicam (0,2mg/kg) a fim de
diminuir sinais de dor e inflamac&o no pds-operatorio (PO). Perdas de animais no PO
foram observadas, sendo algumas por conta de canulas mais baixas, o que poderia
dar acesso a outra regido que nao fosse a CAl, o que ndo era nosso objetivo; e a

maioria delas, por consequéncia do préprio procedimento cirdrgico.

4.3.3 Tarefa de Reconhecimento de Objetos (RO) - habituagcédo, treino e

reativacdo da memoria

A habituacéao, treino, reativacéo e o teste de memoria de RO (Ennaceur, 2010;
Rossato et al., 2007) foram realizados em uma caixa de madeira com a parte frontal

de vidro transparente (60cm x 60cm). O procedimento inicial consistiu na habituagéo
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dos animais a caixa, para familiarizacdo ao ambiente, de modo que cada rato foi
colocado individualmente, durante 4 dias consecutivos, 20 min/dia, no interior da
caixa, para exploracéao livre antes do primeiro ensaio de reconhecimento de objetos.
Apos os dias de habituacao, dois objetos diferentes (A e B) foram colocados na caixa
para que os animais explorassem livremente durante 5 min (sessao de treino). Os
objetos utilizados sao feitos de plastico, vidro e outros materiais com as mesmas
caracteristicas, como altura (ndo superior a 10 cm), profundidade e textura, de forma
gue o0s animais ndo apresentassem preferéncia nata por um dos objetos. Apos 24
horas do treino, um dos objetos foi aleatoriamente substituido por um novo objeto (C)
e os animais foram colocados novamente no aparato por mais 5 min para livre
exploracédo, para reativacdo da memaria e evocacao do objeto A, ao qual os animais
ja haviam sido expostos no dia do treino, além da atualizacdo ou consolidacdo da
memoéria de RO dada a presenca do objeto C, desconhecido ao animal (sessdo de

reativacao).

4.3.4 Exposicao anovidade

Para estudar os efeitos modulatérios da novidade na reconsolidacdo da
memoria, alguns animais foram expostos a uma novidade imediatamente apos a
sesséo de reativagao no RO. Para tal, foram colocados em um aparato circular (90 cm
de diametro e 50 cm de altura), previamente desconhecido, para livre exploracéo

durante 5 minutos (Menezes et al., 2015).

4.3.5 Drogas e tratamentos

Diferentes drogas foram infundidas no hipocampo dos animais apds a
reativacdo da memoéria de RO, associadas ou ndo a exposicdo a novidade,
dependendo do grupo experimental. As drogas foram diluidas em DMSO ou salina,
de acordo com as recomendacfes do fabricante, sendo as doses administradas na
regido CA1 do hipocampo baseadas na literatura (C. R.G. Furini et al., 2014; Hou et
al.,, 2009; Ivan Izquierdo et al., 2006): SKF 38393, 12.5ug/uL (agonista
dopaminérgico); SCH 23390, 1upg/uL (antagonista dopaminérgico); RpcAMPS

0.5ug/uL (inibidor da PKA, segundo mensageiro dos receptores dopaminérgicos D1);
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Sp-cAMP 0.5ug/MI (estimulador de PKA), NMDA 0,1 ug/uL (agonista glutamatérgico);
AP5 2,5 ug/uL (antagonista dos receptores glutamatérgicos NMDA); e, NBQX 0,5
ug/uL (antagonista dos receptores glutamatérgicos AMPA).

A infusdo de drogas ou veiculo (1pL/lado) foi realizada por
experimentadores treinados, através de canulas guias previamente implantadas
na regido CAl do hipocampo dorsal por cirurgia estereotéxica, conforme
previamente descrito, com auxilio de uma seringa Hamilton (VWR, Franca). No
momento da infusdo das drogas, as agulhas de infusdo foram inseridas nas canulas
guia. As agulhas foram preparadas a fim de atingir uma determinada profundidade em
relacdo a canula para alcancar a regido de interesse, respeitando as coordenadas de
Paxinos & Watson. Foram considerados 1,0 mm de profundidade adicional a canula

para CAl do hipocampo (agulha de tamanho 10 mm).

Ao final dos experimentos comportamentais, a colocacdo de canulas foi
verificada p6s-morte conforme descrito anteriormente (da Silva de Vargas et al., 2017;
Neves et al., 2020). Em resumo, 2 a 4 horas ap6és o ultimo teste comportamental, uma
solucdo de 4% de azul de metileno doi infudida no mesmo volume usado nos
experimentos, e a extensdo do corante, 30 min depois, foi tomada como uma
indicagéo da difuséo presumivel do veiculo ou droga previamente administrada a cada
animal. Para esta verificacdo, ap0s a eutanasia, perfusdo transcardiaca, fixacao do
tecido cerebral em formaldeido, crioprotecdo em sacarose 30%, e congelamento a -
80°C, cortes histolégicos poderiam ser realizados com auxilio do criostato, a fim de

visualizar a localizagéo das canulas e difusédo da solucéo.

4.3.6 Testes de RO -reconsolidacéo e persisténcia da memaéria reconsolidada

Vinte e quatro horas depois da sessao de reativacéo (fase de teste), os ratos
foram distribuidos aleatoriamente em trés subgrupos diferentes. O subgrupo 1 foi
reintroduzido na caixa de RO e apresentado a um dos objetos que aos quais havia
sido apresentado durante a sessao de treino (objeto A) associado a um objeto novo
(objeto D). Esperava-se que o animal que reconsolidou a memoria do objeto A
explorasse mais tempo o objeto D. O subgrupo 2 foi tratado como grupo 1, exceto que
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0 objeto familiar apresentado junto com o novo objeto D foi o objeto B. Neste grupo,
esperava-se que o animal que consolidou a memaria do objeto B junto a do objeto A no
dia do treino, explorasse por mais tempo o objeto D. Por fim, o subgrupo 3 foi
apresentado ao novo objeto D associado a um objeto que havia sido introduzido
durante a fase de reativacéo (isto é, objeto C). Assim, esperava-se que o0 animal que
atualizou a memoéria do objeto A com adicdo do objeto C, ou seja, reconsolidou a
memoria, ou até mesmo consolidou a memaoria em um traco independente, explorasse
mais tempo o objeto D. Apés 7 dias do treino, os mesmos procedimentos de testes
foram adotados, para avaliacdo da persisténcia da memoria, mas com grupos de
animais diferentes, ndo testados 24h apoés a reativagéo, a fim de evitar interferéncias
de reconsolidacao. Além disso, a fim de evitar interferéncias olfativas ou preferéncias

pelos objetos, a caixa e os objetos foram limpos com etanol 70% entre os testes.

4.3.7 Experimentos de Controle Comportamental

Apbs as sessOes de teste na tarefa de RO foram realizados testes de controle
comportamental para garantir que os resultados observados se referiam a memoria
de fato, e ndo a outras alteracdes comportamentais que poderiam ser decorrentes dos

procedimentos adotados, como cirurgia ou infusao de drogas.

4.3.7.1 Campo aberto (CA):

Para avaliar se a cirurgia ou a administracdo dos farmacos nao afetou a
atividade locomotora e o comportamento exploratério dos animais no dia do teste,
utilizamos a analise do comportamento de locomocao/exploracdo no esquema
conhecido como “campo aberto” (Bonini et al., 2006). A tarefa foi realizada utilizando
uma caixa cujo assoalho foi dividido em 12 quadrantes com igual area de superficie.
Durante 5 minutos registramos o niumero de linhas cruzadas e o numero de elevacdes
sobre as patas traseiras, comportamentos que nos roedores denotam exploragéo
(Bonini et al., 2006).
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4.3.7.2 Labirinto em Cruz Elevado (LCE):

Para avaliar se a cirurgia ou a administragdo dos farmacos nédo afetou o estado
de ansiedade dos animais no dia do teste, utilizamos a tarefa do labirinto em cruz
elevado. Este labirinto consiste em uma plataforma em cruz com 40 centimetros de
comprimento em cada braco, posicionada a 1 metro de altura; dois bracos
contralaterais do labirinto possuem paredes elevadas, sendo denominados fechados,
e 0s outros dois ndo possuem paredes, sendo denominados abertos. O animal foi
colocado no centro do LCE e deixado livre para explorar por 5 minutos. Registramos
o tempo de permanéncia e o numero de entradas nos bracos abertos e fechados.
Quanto mais ansioso estivesse o animal, maior o tempo de permanéncia e o numero

de entradas nos bragos fechados (Bevilaqua et al., 2003).

4.4 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi conduzida com o auxilio do programa Excel for
Windows® e Graph Pad Prism version 8 (GraphPad Software®, San Diego, CA).

Para a analise dos resultados, o tempo de exploracdo dos objetos na tarefa de
RO foi convertido em porcentagem do tempo total de exploracédo e um teste t de uma
amostra (ou equivalente ndo-paramétrico - teste de Wilcoxon, no caso de distribuicdo
ndo parametrica dos dados) foi usado para comparar a porcentagem do tempo total
de exploragcdo para cada objeto a partir de uma média tedrica (50%). Esta analise
permite avaliar se houve ou ndo aprendizado por parte dos animais dos diferentes

grupos, permitindo uma analise dual (aprendeu x ndo aprendeu).

Adicionalmente, o indice de discriminacdo (ID) nos testes de retencao foi
determinado pela diferenca de tempo gasto explorando os objetos novos (t nhovo) e
familiares (t familiar): ID = [(t novo - t familiar) / (t novo + t familiar) x 100 (%)]; os dados
de ID foram analisados considerando sua normalidade, sendo adotado um teste
estatistico paramétrico ou ndo-paramétrico para comparacgao entre os grupos (ANOVA
ou Kruskall- Wallis). Esta analise permite inferir se animais de um grupo aprenderam

mais que outros, ja que permite a comparacao entre eles.
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Uma ANOVA ou teste de Kruskall-Wallis, a depender da distribuigéo dos dados,
foi utilizada para analise dos dados do tempo total de exploracdo no RO, CA e LCE.

Todos os dados foram expressos como média + desvio padrdo. O nivel de

significancia considerado em todas as analises foi de P < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo 1: Investigacao do efeito modulatorio da novidade sobre a reconsolidacao

da memodria de RO e persisténcia da memoria reconsolidada

Todos animais do estudo 1 foram treinados na tarefa de RO com dois objetos
diferentes (A e B) para livre exploracao por 5 min. Como esperado, todos 0s grupos
exploraram uma porcentagem de tempo similar os dois objetos (cerca de 50%)
considerando que os animais ndo conheciam os objetos previamente (Fig. 6 A-D, Tr;

P > 0,05 para todos 0s grupos).
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Figura 6 A-D: A exposicdo anovidade imediatamente apds areativacdo promove reconsolidacao
e persisténcia da memoadria de RO reconsolidada. Na sessdo de treino, todos os ratos foram
apresentados a dois objetos previamente desconhecidos por 5 min. 24h apds, todos os animais foram
submetidos a sesséo de reativagdo com um objeto familiar e um objeto novo e, imediatamente apds a
reativagdo, os grupos novidade (B e D) foram expostos a um ambiente novo durante 5 min. Os testes
de memoria de RO foram realizados 24h ou 7d apds a sesséo de reativacdo de acordo com o grupo,
quando cada grupo experimental foi dividido aleatoriamente em 3 subgrupos para testar a memaria de
todos os objetos familiares explorados previamente com um objeto novo. Os dados (média + desvio
padrdo) sdo apresentados como porcentagem do tempo total de exploragdo; * P < 0,05 no Teste t de
Student para uma amostra ou Teste de Wilcoxon, de acordo com o teste de normalidade de Shapiro-
Wilk, com média tedrica = 50%. n = 26-31/grupo, n = 7-11/subgrupo.
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5.1.1 Apenas reativar a memoria de reconhecimento promove reconsolidacéo,

mas nao a persisténcia da memaoria de RO reconsolidada

Na sessdo de reativacdo da memoria, realizada 24h apds o treino, um objeto
familiar (A, explorado no treino) e um novo objeto (C) foram apresentados aos animais.
NOs consideramos que o animal consolidou a memadria do objeto familiar que esta
sendo reativado (A) quando explorar mais de 50% do tempo total de exploragéo o
objeto novo. Todos os grupos consolidaram a mem©éria de reconhecimento, pois todos
animais exploraram mais de 50% do tempo total de exploracdo o objeto novo,
demonstrando memoria preservada (Fig. 6 A-D, R; tes) =9.891; P < 0,0001 para grupo
controle 24h; t@o) = 13,37; P < 0,0001 para grupo novidade 24h; te7) = 8,540; P <
0,0001 para grupo controle 7d; ts1) = 11,84; P < 0,0001 para grupo novidade 7d).

No teste de reconsolidacdo da memoria de reconhecimento realizado 24h apds
a reativacdo, os animais de cada grupo foram aleatoriamente divididos em 3
subgrupos, afim de testarmos a combinacao de todos os objetos que eles ja tinham
explorado com um objeto novo (D), conforme descrito previamente. No grupo controle
24h, todos os animais exploraram mais de 50% do tempo total de exploracao o objeto
novo nos 3 subgrupos (Fig. 6 A, testes 24h: tg = 7.312; P < 0,0001 para subgrupo
A+D; t@ = 4,842; P = 0,0013 para subgrupo B+D; t7 = 2,870; P = 0,0240 para
subgrupo C+D). Assim, o grupo controle 24h demonstrou que: reconsolidou a memoria
do objeto A (explorado na sesséo de treino e reativagéo), explorando mais da metade
do tempo o objeto D; reconsolidou a memoria do objeto B (explorado apenas no treino
junto ao objeto A), explorando mais tempo o0 objeto novo; e consolidou a memaria do
objeto C (apresentado apenas na sessao de reativacao), explorando mais de 50% do

tempo total de exploracéo o objeto novo.

Os animais também foram testados 7 dias ap0s a sesséo de reativacdo para
verificarmos se apenas a reativagdo da memoéria de reconhecimento poderia fortalece-
la e promover a persisténcia da memaria de RO reconsolidada. Para isso, avaliamos
a persisténcia da memoria do grupo controle 7d, dividindo também em 3 subgrupos
conforme descrito anteriormente. Todos os animais deste grupo exploraram uma
porcentagem de tempo similar os objetos nas 3 combinagdes testadas (Fig. 6 C, testes
7d.: t9) = 2,210; P = 0,0544 para subgrupo A+D; tg) = 2,055; P = 0,0701 para subgrupo
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B+D; t) = 1,355; P = 0,2176 para subgrupo C+D). Portanto, os animais controle 7d
demonstraram que apenas a sessao de reativacdo ndo € capaz de promover a
persisténcia da memoria reconsolidada dos objetos A e B, nem a persisténcia da
memoria consolidada do objeto C, pois ndo foram capazes de distinguir entre os

objetos familiares e o objeto novo.

5.1.2 A exposicdo a novidade apés a reativagdo da memoria promove a
persisténcia da memoéria de RO reconsolidada

Para investigar o efeito da exposicdo a novidade na reconsolidacdo e na
persisténcia da memoria de RO reconsolidada, alguns animais, imediatamente apos
a sessdao de reativacao, foram expostos a um ambiente novo para livre exploragao por
5 min, sendo testados 24h ou 7d ap0s a reativacdo da memoaria. Todos 0s animais do
grupo novidade 24h exploraram mais de 50% do tempo total de exploracdo o objeto
novo (D) quando testados 24h ap0s a reativacao (teste de reconsolidacéo) (Fig. 6 B,
testes 24h: t©) = 4,430; P = 0,0016 para subgrupo A+D; tu1) = 7,326; P < 0,0001 para
subgrupo B+D; t@) = 5,156; P = 0,0009 para subgrupo C+D). Assim, o grupo novidade
24h demonstrou que: reconsolidou a memoria do objeto A e do objeto B, e consolidou
a memoaria do objeto C, explorando mais de 50% do tempo total de exploracao o objeto

Nnovo no teste de 24h.

Nos testes de persisténcia da memoadria de reconhecimento reconsolidada, o
grupo novidade 7d explorou significativamente mais de 50% do tempo total de
exploracdo o objeto novo (Fig 6 D, testes 7d: t©) = 4,354; P = 0,0018 para subgrupo
A+D; te = 5,731; P = 0,0003 para subgrupo B+D; ta1 = 5,808; P = 0,0001 para
subgrupo C+D), demonstrando que a exposi¢cao a novidade imediatamente apés a
sessdo de reativagdo é capaz de promover a persisténcia da memoéria de RO
reconsolidada dos objetos A e B, bem como a persisténcia da consolidacdo da

memoria do objeto C até uma semana apos a reativagao.
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5.1.3 O indice de Discriminag&o € maior nos animais que tiveram reconsolidac&o
e persisténcia da memoaria de RO reconsolidada

Nao foram encontradas diferencas significativas entre os grupos n o indice de
Discriminacao de RO (ID) nas sessdes de treino e reativacdo (Fig. 7A-B; P = 0,5048
para o treino; F (3, 113), P = 0,9733 para reativacéo). O ID baixo de todos 0s grupos
na sessao de treino confirma que n&o houve preferéncia dos animais de nenhum
grupo por determinado objeto, enquanto o ID positivo de todos 0s grupos na sessao
de reativacdo demonstra, mais uma vez, que todos 0s grupos consolidaram a memoria
do objeto A.
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Figura 7 A-E: Comparagdo do indice de discriminagcdo dos animais nas diferentes sessdes da
tarefa de Reconhecimento de Objetos. Indice de discriminacdo para o objeto novo nas sessfes de
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treino (A), reativagédo (B) e nos subgrupos de testes de 24h ou 7 dias apés a reativacéo (C, D e E). Os
dados (média + desvio padrdo) sdo apresentados como porcentagem do ID. * P < 0,05 comparacao
com o grupo controle 7d. n = 26-31/grupo e n = 7-11/subgrupo.

Nos testes de memoaria, quando os grupos foram divididos em 3 subgrupos para
testagem dos diferentes objetos familiares (A, B e C) com um objeto novo (D),

podemos verificar que:

(i) quando testados com objetos A e D (Fig. 7C), observamos diferencas entre
0s grupos (P = 0,0003); os grupos controle 24h, novidade 24h e novidade 7d foram
diferentes do grupo controle 7d, apresentando um ID maior (P = 0,0005 para grupo
controle 24h; P = 0,0031 para grupo novidade 24h; P = 0,0278 para novidade 7d).

(i) quando os animais dos subgrupos B+D foram testados (Fig. 7D), também
observamos diferenca no ID entre grupos (P = 0,0202); apenas o grupo novidade 24h

foi diferente do grupo controle 7d (P = 0,0157), apresentando ID maior.

(iif) quando os animais dos subgrupos C+D foram testados (Fig. 7E) ndo foram

encontradas diferencas no ID entre os grupos (F (3, 33); P = 0,0690).

5.1.4 Nenhum dos procedimentos afetou os parametros de controle
comportamental

Apbs os testes de 24h ou 7d apds a sessao de reativagdo, 0os animais foram
expostos as tarefas de CA e LCE para verificar se a exposicdo a novidade afetava o
comportamento exploratorio, atividade locomotora e estado de ansiedade, o que
poderia interferir no comportamento animal, e, portanto, na avaliacdo da memodria.
Conforme mostra a tabela 1, os procedimentos utilizados n&o afetaram os parametros

avaliados.
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Tabela 1: A exposicdo a novidade ndo altera a atividade locomotora e exploratéria, nem o
comportamento de ansiedade. Os dados estdo expressos como média (+ DP) do tempo total de
exploragdo na tarefa de RO, do namero de cruzamentos e elevagdes no CA, e do nimero de
entradas e tempo gasto nos bracos abertos durante o teste no LCE (n = 26-31/grupo e 7-

11/subgrupo) (P > 0,05; ANOVA unidirecional ou Teste de Kruskal-Wallis).

Novidade . Valor

Controle 24h 2ah Controle 7d Novidade 7d de P
TEMPO
TOTAL DE _
EXPLORACAO
NO RO (s)
Treino 7412 +16.46 72.26+15.78 74.68+17.18 77.50+17.16 0.6597
Reativago 80.38 +23.77 83.45+24.76 86.14+22.57 90.16+19.69 0.4074
Testes 24h ou
7d:
- A+D 7133+ 17.44 66.70+18.12 72.10+2451 76.20+29.18 0.8341
_B+D 59.22 +22.52 60.00 +14.69 67.30+13.25 72.70+14.32 0.2167
_C+D 80.00+17.44 75.11+20.84 81.38+20.65 79.25+2156 09277
CA
g)uzame”tos 76.00+21.88 67.94+16.25 76.11+2560 65.84+20.26 0.1550
Elevacdes (n)  25.54+8.179 2452+11.40 24.32+11.00 20.84+7.838 0.1130
LCE
Entrada bragos ¢ 595, 1791 9484+ 1.710 8536+2.701 9.000+2.214 0.1079
abertos (n)
Tempo bragos 150213081 158.4+31.51 167.0+34.28 154.3+31.46 0.4911

abertos (s)

Fonte: A autora (2024).

5.2 Estudo 2: Investigacdo do envolvimento do sistema dopaminérgico (através da
manipulacdo farmacoldgica dos receptores D1 e via de sinalizacdo PKA) e do sistema
glutamatérgico (através da manipulagdo farmacoldgica dos receptores AMPA e
NMDA) na modulacdo da reconsolidacéo e na persisténcia da memoria de RO pela
novidade.

No estudo 2, objetivamos investigar a modulacdo do efeito da novidade na
persisténcia da memoria de reconhecimento reconsolidada pelos sistemas
dopaminérgico (receptores D1 e via de sinalizacdo PKA) e glutamatérgico (receptores
NMDA e AMPA). Todos animais deste estudo também foram treinados na tarefa de

RO com dois objetos diferentes (A e B) para livre exploragcdo por 5 min. Como
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esperado, nesta sessdo todos os grupos exploraram uma porcentagem de tempo

similar os dois objetos (cerca de 50%) considerando que o0s objetos eram

desconhecidos previamente (Fig. 8 A-H, Tr: P > 0,05 para todos os grupos).
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Figura 8 A-H: A exposicdo a novidade depende da via de sinalizacdo PKA e receptores AMPA no
hipocampo para promocéo da persisténcia damemdriade RO reconsolidada. Na sesséo de treino
(Tr), todos os ratos foram apresentados a dois objetos previamente desconhecidos por 5 min. 24h apds,
todos os animais foram submetidos & sesséo de reativacdo (R) com um objeto familiar e um objeto
novo e, imediatamente apés a reativagdo, os grupos novidade (D-H) foram expostos a um ambiente
novo durante 5 min. Imediatamente apos a novidade, 0os animais receberam a infusdo intrahipocampal
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de veiculo ou droga de acordo com o grupo. Os testes de memoria de RO foram realizados 7d apés a
sessdo de reativacdo, quando cada grupo experimental foi dividido aleatoriamente em 3 subgrupos
para testar a memoéria de todos os objetos familiares explorados previamente com um objeto novo. Os
dados (média + desvio padréo) sédo apresentados como porcentagem do tempo total de exploracao; *
P < 0,05 no Teste t de Student para uma amostra ou Teste de Wilcoxon, de acordo com o teste de
normalidade de Shapiro-Wilk, com média tedrica = 50%. n = 14-30/grupo, n = 4-11/subgrupo.

Como visto no estudo 1, na sessao de reativacdo da memoéria de RO, 24h apds
o treino, quando um objeto familiar (A, explorado no treino) e um novo objeto (C) foram
apresentados aos animais, todos 0s animais consolidaram a memoria de RO do objeto
familiar, visto que exploraram mais de 50% do tempo total de exploracéo o objeto novo
(Fig. 8 A-H, R: t30) = 10,41; P < 0,0001 para grupo controle + veiculo; tes) = 11,08; P
< 0,0001 para grupo controle + SKF; te7 = 11,59; P <0,0001 para grupo controle +
NMDA; te7) = 12,69; P < 0,0001 para grupo novidade salina; te1) = 7,783; P < 0,0001
para novidade + SCH; te1 = 7,477; P < 0,0001 para novidade + Rp-cCAMPS; tu4) =
8,605; P < 0,0001 para novidade + AP5; ta7 = 13,61; P < 0,0001 para novidade +
NBQX).

5.2.1 O efeito da novidade na facilitacdo da persisténcia da memaoria
reconsolidada ndo depende da ativacado de receptores dopaminérgicos, mas €&

modulada pela via de sinalizacdo PKA no hipocampo

No teste de persisténcia da memoria de RO reconsolidada, realizado uma
semana apoés a sessao de reativacao, todos os grupos foram divididos em 3 subgrupos
para testarmos a memoria de todos os objetos ja familiares, como descrito
anteriormente. Como esperado, todos animais do grupo controle + veiculo exploraram
cerca de 50% tanto o objeto familiar quanto o novo objeto (D), conforme subgrupo
(Fig. 8A, teste 7d: ts) = 0,6755; P = 0,5184 para A+D; t¢) = 2,055; P = 0,0701 para
B+D; P = 0,2783 para C+D). Portanto, este grupo demonstrou que apenas a sessao
de reativacdo ndo é capaz de promover a persisténcia da memoria reconsolidada dos
objetos A e B, nem a persisténcia da memoria consolidada do objeto C.
Diferentemente deste grupo, os animais que foram expostos a novidade e foram
infundidos com veiculo na regido CA1 do hipocampo, apresentaram persisténcia da
memoria dos objetos A e B (Fig. 8D, teste 7d: P = 0,0156 para A+D; t@) = 2,485; P =

0,0378 para B+D), bem como persisténcia da memoria consolidada do objeto C (Fig.
42



8D, ta1) = 3,011; P =0,0119 para C+D). Além disso, 0s animais que tiveram a ativacao
dos receptores D1/D5 (pela infusdo intrahipocampal de SKF) apresentaram
persisténcia da memoaria dos objetos reconsolidados (Fig. 8B, teste 7d: t@) = 3,287; P
=0,0111 para A+D; P = 0,0039 para B+D) mas nao persisténcia da memaoria do objeto
C (Fig. 8B, t¢) = 0,9336; P = 0,3778 para C+D).

Quando os animais foram expostos a novidade ap0s a reativacéo, e logo em
seguida, receberam a infusdo intrahipocampal de SCH23390 (antagonista nao-
seletivo dos receptores D1/D5), eles continuaram apresentando persisténcia da
memo©éria de reconhecimento reconsolidada dos objetos A e B (Fig. 8E, teste 7d: t7) =
3,094; P =0,0175 para A+D; P = 0,0313 para B+D) mas nao tiveram a persisténcia do
objeto familiar C (Fig. 8E, teste 7d: te = 0,5283; P = 0,6163 para C+D). Assim,
podemos sugerir que o efeito da novidade na janela temporal da reconsolidacdo néo
depende da ativacdo de receptores dopaminérgicos D1/D5.

Na investigacdo da via de sinalizacdo PKA no hipocampo, observamos
resultados interessantes. Quando os animais receberam a infuséo intrahipocampal de
Rp-cAMPS (inibidor de PKA) imediatamente apos a novidade, ndo houve persisténcia
da memodria de RO reconsolidada do objeto A (presente na sessao de reativacao) (Fig.
8F, teste 7d: t(z) = 0,5709; P = 0,5859), no entanto, a persisténcia da memaria do objeto
B (presente apenas no treino) continuou ocorrendo (Fig. 8F, teste 7d: te) = 4,196; P =
0,0057). A memoria do objeto C também néo persistiu neste grupo (Fig. 8F, teste 7d:
te) = 0,1320; P = 0,8993). Portanto, sugerimos neste estudo que a via de sinalizacao
PKA ¢é essencial para o efeito da novidade na persisténcia da memoéria de

reconhecimento reconsolidada do objeto familiar presente na sesséo de reativacao.

5.2.2 A ativacao de receptores glutamatérgicos AMPA € essencial para o efeito
da novidade na persisténcia da memaoria de RO reconsolidada

Para investigar o envolvimento do sistema glutamatérgico do hipocampo na
modulagdo da novidade na persisténcia da memoria de RO reconsolidada,
manipulamos farmacologicamente os receptores NMDA e AMPA. Inicialmente,
avaliamos se a estimulacdo dos receptores glutamatérgicos pela infusdo de NMDA

intrahipocampal também causaria persisténcia da memoaria. Para isso, 5 min apés a
43



sessdao de reativagao, alguns animais do estudo 2 receberam a infusédo intra-CA1 do
agonista glutamatérgico NMDA. Neste grupo, houve persisténcia da memoria
reconsolidada dos objetos A e B 7 dias ap0s a reativacao (Fig. 8C, teste 7d: P =0,0177
para A+D; tg) =2,920; P = 0,0193 para B+D), mas a memoria de RO consolidada ndo
persistiu para o objeto C (Fig. 8C, teste 7d: to = 0,8832; P = 0,4001). Assim,
verificamos que a ativacdo de receptores glutamatérgicos do hipocampo pode

promover persisténcia da memoéria de RO reconsolidada.

Além disso, quando blogueamos os receptores NMDA no hipocampo de
animais expostos a novidade imediatamente apGs a reativacéo, e testamos o0s objetos
familiares 7 dias ap6s com um novo objeto (D), verificamos que eles continuaram
apresentando persisténcia da memoaria dos objetos A e B reconsolidados (Fig. 8G,
teste 7d: tz) = 3,362; P = 0,0120 para A+D; te) = 3,536; P = 0,0123 para B+D). Neste
grupo, ndo conseguimos atingir um n para formacéo do subgrupo C+D, considerando
0s animais que perdemos ao longo do experimento e aqueles excluidos devido ao mal
posicionamento das canulas, mas reiteramos que novos animais serao adicionados a
este estudo para andlise e escrita do artigo. Sugerimos assim, que o efeito da
exposicdo a novidade na persisténcia da memoria de objetos reconsolidados néo
depende da ativacdo de receptores NMDA no hipocampo. No entanto, diferentemente
deste grupo, quando infundimos NBQX (antagonista dos receptores AMPA) no
hipocampo de animais apos a novidade, ndo observamos persisténcia da memoria
em nenhuma das combinagdes testadas (Fig. 8H, teste 7d: te) = 1,989; P = 0,0938
para A+D; te = 1,748; P = 0,1310 para B+D; t@) = 0,9660; P = 0,4053 para C+D).
Portanto, receptores AMPA no hipocampo parecem ser essenciais para o efeito da

exposi¢do a novidade na persisténcia da memadria de reconhecimento reconsolidada.

5.2.3 O ID é maior em animais que tiveram ativacao de receptores NMDA no

hipocampo

De acordo com o ID do objeto novo das sessdes de treino e reativacdo, néo
foram encontradas diferencgas significativas entre os grupos (Fig. 9A-B; F (7,183), P =
0,9873 para o treino; F (7, 183), P = 0,9575 para reativacdo). Isso demonstra que

todos os grupos consolidaram a memoéria do objeto A. Nos testes de memoria, quando
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os grupos foram divididos em 3 subgrupos para testagem dos diferentes objetos
familiares (A, B e C) com um objeto novo (D), podemos verificar que apenas 0 grupo
controle + NMDA apresentou diferenca quando comparado ao controle + veiculo,
tendo um ID maior na combinacdo A+D (Fig. 9C: P = 0,0218). Quando os subgrupos
B+D (Fig. 9D: P = 0,1261) e C+D (Fig. 9E: P = 0,3953) foram testados, nenhum grupo

apresentou diferencga estatisticamente significante na comparagéo entre grupos.
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Figura 9 A-E: indice de discriminag&o no teste de persisténcia é maior nos animais que tiveram
ativacdo dos receptores NMDA no hipocampo. indice de discriminacdo para o objeto novo nas
sessdes de treino (A), reativacao (B) e nos subgrupos de testes de 7 dias ap0s a reativacao (C, D e E).
Os dados (média + desvio padrdo) sédo apresentados como porcentagem do ID. *P < 0,05 comparacédo
com o grupo controle + veiculo. n = 14-30/grupo, n = 4-11/subgrupo.
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5.2.4 Nenhum procedimento ou drogas infundidas no hipocampo afetaram os
resultados de controles comportamentais

Apos os testes de persisténcia, os animais foram expostos as tarefas de CA e
LCE para verificar se a exposicéo a novidade, a cirurgia estereotaxica e/ou a infusao
intrahipocampal afetava o0 comportamento exploratorio, atividade locomotora e estado
de ansiedade. Conforme mostra a tabela 2, os procedimentos utilizados n&o afetaram

0S parametros avaliados.

Tabela 2: A exposicdo a novidade, a cirurgia estereotaxica e a infusédo nao alteram a atividade
locomotora e exploratéria no Campo Aberto (CA), nem o comportamento de ansiedade dos
animais no Labirinto em Cruz Elevado (LCE). Os dados estdo expressos como média (+ DP) do
tempo total de exploragéo na tarefa de RO, do nimero de cruzamentos e elevac¢des no CA, e do nimero
de entradas e tempo gasto nos bracos abertos durante o teste no LCE (n = 14-30/grupo e 4-
11/subgrupo) (P > 0,05; ANOVA unidirecional ou Teste de Kruskal-Wallis; Novi = novidade).

CothrroIe Controle Controle Novi+ Novi+ Novi+ Ni\” N(iv' Valor
Veiculo + SKF +NMDA Veiculo  SCH Rp AP5  NBOX de P
TEMPO
TOTAL DE .
EXPLORACAO
NO RO (s)
Treino 6884+ 7281+ 7425: 7021+ .7 gsoox O3 0344 0.4670
24.06 25.80 28.04 26.75 2116 18.31 21.49 2228
. 7068+ 7626+ 8225+ 6954+ 0482 gg5g5y 7967 70.17
Reativagao 26.95 2283 2551  23.11 * 553 % * 02384
’ ’ ' ’ 18.03 ) 28.65 27.36
Testes 7d:
- A+D 50.11 + 71.22 + 68.78 + 65.43 + 58_;_25 52.13 + 684'_75 48_;_86 0.3050
26.38 16.82 25.91 19.24 18.19 25.84 2825 2548
-B+D 48.40 + 66.56 + 60.11 + 49.22 + 50;57 52.86 + 52;71 49;43 0.7808
16.54 22.15 31.88 19.31 26.68 21.49 3835 2225
- C+D 63.42 + 82.56 + 81.20 + 73.58 + 64_;_57 88.43 + ) 72_;_00 0.1641
20.46 15.36 13.66 30.12 18.52 29.96 11.86
CA
Cruzamentos 84.74 + 87.41 + 81.57 + 73.76 75;50 87.32 86;60 64;50 0.1093
(n) 28.72 4.394 30.18 33.34 21.09 29.54 3576 2795
Elevacdes (n) 22.97 + 24.56 + 21.86 + 19.86 + 21_;_55 26.00 + 244'_53 18_;_39 0.0580
9.510 9.669 6.564 12.44 8.111 9.612 0195 7.188
LCE
Entrada bragos 7.258 + 7.111 + 7.214 + 7.897 + 7'i45 7.136 + 8'367 7'(111 0.2066
abertos (n) 1.483 1.311 1.548 1.291 1654 1.807 2520 1335
Tempo bragos 160.6 * 153.0 + 146.6 + 175.7 + 15_?'8 165.9 + 155'5 16_9'2 0.1862
abertos (s) 38.94 46.08 35.65 31.52 45 43 57.64 3769 37.83

Fonte: Da autora, 2024.
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6 DISCUSSAO

Nesta dissertacdo nos investigamos o envolvimento do sistema dopaminérgico
(receptores D1/D5 e via PKA), bem como do sistema glutamatérgico (receptores
NMDA e AMPA) no efeito da novidade sob a persisténcia da memodria de
reconhecimento reconsolidada. Assim, verificamos que o efeito da novidade na
promocdo da persisténcia da memodria de reconhecimento ndo requer ativagdo
hipocampal de receptores dopaminérgicos D1/D5 e receptor NMDA, mas depende da
via de sinalizacdo PKA e ativacdo de receptores glutamatérgicos do tipo AMPA no
hipocampo.

Este estudo considerou a tarefa de RO como um modelo convencional para
investigar processos de memoéria de reconhecimento (Ennaceur, 2010). Visando
caracterizar o desempenho da memodria de maneira dicotbmica, comparamos a
porcentagem do tempo total de exploracdo de objetos na tarefa RO com uma média
tedrica de 50%, o tempo esperado de exploracdo de cada objeto quando ndo ha
diferenca entre o reconhecimento dos dois objetos, i.e., ambos sédo considerados
igualmente familiares ou novos pelos animais (C. R.G. Furini et al., 2014; Vargas et
al., 2020). De acordo com o teste, explorar um objeto novo do que familiar por mais
tempo reflete consolidacdo ou persisténcia da memoria. Como complemento,
comparamos o ID entre os grupos para o dia de teste, seja de reconsolidacéo ou
persisténcia, para identificar procedimentos que possam ter efeitos mais proeminentes
na memoaria, resultando em diferencas na forca da memoria.

A reconsolidacdo da memoria ocorre quando um evento de recuperagcao
temporariamente desestabiliza uma memdria j4 consolidada, desencadeando assim
um novo processo de reestabilizacdo, denominado reconsolidacdo. Este € um
processo que pode garantir a persisténcia da memoaria ao longo do tempo (Orlandi et
al., 2020). Inicialmente, investigamos se a simples reativagdo da memodria de
reconhecimento poderia promover persisténcia da MLD. Verificamos que, no Nosso
paradigma de RO, apenas a recuperacdo da memoria em uma sessao de reativagdo
nao é capaz de promover persisténcia, mas quando um evento comportamental
subjacente €& adicionado imediatamente apOs, a persisténcia ocorre. Assim,
destacamos a importancia de um segundo evento comportamental, como a exposi¢ao

a novidade, como uma estratégia ndo-invasiva que pode fornecer PRPs ao trago da
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memoria original recuperado, culminando no fortalecimento da memoéria de
reconhecimento (Lima et al., 2021; Orlandi et al., 2020). E crucial ressaltar que o efeito
da exposicéo a novidade na modulacdo da memadria segue uma janela temporal critica
para ser observado, podendo variar de minutos a horas, antes ou apds a
aprendizagem ou recuperacdo da memoria (Lima et al., 2021; Menezes et al., 2015;
Orlandi et al., 2020; Schroeder et al., 2023).

Apoés a recuperacdo da memoria na tarefa de RO, os animais foram expostos
ao ambiente novo considerando que esta estratégia aumenta os niveis de dopamina
no hipocampo (Menezes et al.,, 2015). Estudos anteriores j& demonstraram que
estimulos comportamentais ou farmacoldgicos que estimulam os receptores D1/D5
hipocampais imediatamente apds o aprendizado podem facilitar a persisténcia da
memoria de RO (da Silva de Vargas et al., 2017; Lima et al., 2021; Neves et al., 2020).
Para investigarmos o0 envolvimento dos receptores dopaminérgicos D1/D5,
manipulamos farmacologicamente este sistema no hipocampo. Em resumo, a
estimulacdo de receptores dopaminérgicos da familia D1 apds a recuperacdo da
memoria de reconhecimento promoveu persisténcia da meméria de RO
reconsolidada. Corroborando com esses dados, a literatura descreve que a
estimulacdo da familia D1 melhora o processo de plasticidade neuronal, facilitando a
potenciacdo de longo prazo (LTP), o que resulta em um aumento persistente na
transmissao sinaptica, essencial para a estabilizacdo da memdria ao longo do tempo
(Edelmann & Lessmann, 2018; O’Carroll & Morris, 2004). Além disso, a estimulacao
aguda dos receptores da familia D1 aumenta a expressao de BDNF, necessério para
o desenvolvimento da plasticidade neuronal duradoura (Williams & Undieh, 2009).
Esses achados nos ajudam a explicar a melhora na persisténcia da memoria de
reconhecimento apds estimulacdo ndo seletiva dos receptores D1 e D5. A ativagao
dopaminérgica em CA1 também € essencial para o processo de marcacao e captura
(STC), fenbmeno que explica a estabilizacdo de memdrias duradouras por dois
processos paralelos e complementares: formacéo de tags induzida por aprendizagem,;
e a sintese de PRPs (Ballarini et al., 2009; Moncada et al., 2011).

Também verificamos anteriormente que, em animais ndo expostos a novidade,
a infusdo de SCH na regido CA1l do hipocampo prejudica a consolidacdo e

persisténcia da memoéria de RO (Neves et al.,, 2020). No entanto, nos estudos
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desenvolvidos nesta dissertacéo, o blogueio destes receptores pelo antagonista nao
seletivo ndo prejudicou o efeito da novidade na persisténcia da memoria de
reconhecimento reconsolidada. Assim, parece que os receptores D1/D5 ndo sao
necessarios para a marcacdo comportamental durante a recuperacdo da memoéria de
RO.

Em animais expostos a novidade, estudos anteriores observaram que a via
PKA é necesséria para o processo de definicdo de tags, bem como para a sintese de
PRPs necesséarias para a reconsolidagdo da memoria de reconhecimento (Orlandi et
al., 2020; Schroeder et al., 2023). Aqui, demonstramos que a via de sinalizacdo PKA
no hipocampo parece ser necessaria para o efeito da novidade na promocdo da
persisténcia da memoria do objeto que teve sua memdéria recuperada na sessao de
reativacdo. Anteriormente, ja tinhamos verificado que a via PKA parecia ser requerida
para a consolidacdo e persisténcia da memadria de RO (Neves et al., 2020). Estes
estudos fornecem evidéncias de uma mecanica molecular geral pela qual eventos
comportamentais podem modular diferentes fases da memoria.

Estudos recentes ja vem demonstrando a influéncia dos receptores NMDA do
hipocampo dorsal na labilizagcéo (isto €, reativacdo) da memoria de reconhecimento
(Rossato et al., 2023; Schroeder et al., 2023). Além disso, tornar a memoéria de
reconhecimento labil e suscetivel a interferéncias externas é necessario para que o
efeito de melhora na memoéria pela novidade possa ocorrer (Ballarini et al., 2009; Lima
et al., 2021; Orlandi et al., 2020; Schroeder et al., 2023). Neste estudo, demonstramos
gue a ativacdo dos receptores NMDA apés a sua labilizacdo promoveu persisténcia
da memoria de objetos reconsolidados. No entanto, estes receptores ndo sao
necessarios para a persisténcia da memoria promovida pela novidade, como séo os
receptores AMPA do hipocampo. Ja foi evidenciado que a expresséo dos receptores
glutamatérgicos AMPA é necesséaria para indugdo da LTP, além de estarem
envolvidos na reestabilizagdo do tragco mnemaonico pela sua inser¢cdo na membrana
pos-sinaptica em sinapses hipocampais durante a reconsolidacdo (Maria Carolina
Gonzalez, Radiske, et al., 2019; Rossato et al.,, 2023). Além disso, receptores
glutamatérgicos também sdo essenciais para a formacéo de tags a PRPs durante

processos de marcacéo comportamental (Moncada et al., 2011).
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Ainda que a exposi¢cdo a novidade melhore a persisténcia da memoria de
reconhecimento tanto através da consolidagédo, como pela reconsolidagdo da memdéria
(visto nessa dissertacdo), estudos neurobiolégicos ainda sdo necessarios para
entender se o segundo evento comportamental influencia, além do traco de memoria
ja consolidado e que esta sendo recuperado na sessao de reativacao, as informagdes
novas apresentadas durante a recuperacdo da memoria. Além disso, mesmo que
estudos anteriores objetivem pesquisar a neurobiologia da reconsolidacdo por si s6
(Cristiane R.G. Furini et al., 2020; Orlandi et al., 2020; Rossato et al., 2015, 2023;
Schroeder et al., 2023), tanto grupos experimentais de controle farmacolégico, como
grupos que testem apenas a reconsolidagédo sao essenciais para compreensao dos
resultados no nosso paradigma de RO. Assim, conseguiremos afirmar se aquela
memoria de RO foi prejudicada logo na reconsolidacdo, ou apenas na sua persisténcia
ao longo do tempo. Ainda, outra limitacdo €, que nessa dissertacdo, nao tivemos
amostras para determinar niveis dos neurotransmissores estudados (dopamina e
glutamato), bem como para realizar técnicas de imunohistoquimica e
imunofluorescéncia para observacdo da presenca e distribuicdo de importantes
marcadores, como 0s proprios receptores dopaminérgicos e glutamatérgicos na
regido CA1 do hipocampo. O complemento dos resultados com tais técnicas, poderia,
talvez, nos direcionar sobre o papel do sistema dopaminérgico no efeito da novidade

neste delineamento.
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7 CONCLUSAO

Nesta dissertacdo apresentamos evidéncias que apoiam a ideia de que a via
de sinalizacdo PKA e os receptores AMPA no hipocampo sdo necessarios para o
efeito da novidade na persisténcia da memoria reconsolidada. Nossos resultados
fornecem novas evidéncias de que a exposi¢do a novidade apos a reativacdo de um
aprendizado melhora a reconsolidacdo memoria, promovendo sua persisténcia
através de mecanismos dependentes da ativacdo de PKA e AMPA. Os resultados
também demonstram que a manipulacédo farmacoldgica do sistema glutamatérgico
pode influenciar a recuperacdo do aprendizado de RO e a persisténcia da memoria

ao longo do tempo.
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