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RESUMO

Durante nosso dia-a-dia estamos expostos a diferentes estimulos que geram
novas memoérias, modificam lembrangas antigas e interferem em novos
aprendizados. Essas memdrias que se referem as lembrangas capazes de modelar
o mundo externo sdo chamadas de declarativas, dentre elas, destacamos a memoria
de reconhecimento social (MRS), que diz respeito a capacidade de reconhecer
coespecificos, e a memoria de reconhecimento de objetos (MRO), que é a
capacidade de lembrar de objetos familiares. Ambas MRS e MRO sao processos
dependentes do hipocampo (HIP). Nosso grupo de pesquisa vem mostrando uma
relacdo da MRS com a neurogénese adulta. Esse fendbmeno também vem sendo
relacionado a reducao da interferéncia entre dois tracos de memoria. Baseado nisso
nosso objetivo foi investigar se 0 aumento do numero de neurdnios novos no giro
denteado (GD) era capaz de proteger uma memoéria dependente do HIP da
interferéncia. Nos utilizamos camundongos Swiss, CD1 e C57BL/6. O teste de
reconhecimento social (RS) foi utilizado para acessar a MRS e o teste de
reconhecimento de objeto novo (RON), para a MRO. Como estimulos de
interferéncia foram utilizados a mudanca de caixa de um ambiente enriquecido (AE)
ou caixa grande (CG) para um ambiente padrao, o teste de suspensao pela cauda
(TSC) e os treinos do RS e RON. Uma unica dose de memantina (25 mg/kg, i.p.)
uma semana antes do treino foi utilizada como estimulo neurogénico. Nés
verificamos que a mudanca de alojamento nao foi capaz de interferir na MRS de
camundongos Swiss, CD1 e C57BL/6. A partir desse momento, optamos por fazer
0s seguintes experimentos em animais da linhagem C57BL/6. Nés observamos que
o TSC apresentado durante diferentes horarios (Oh, 3h, 6h ou 12h) ao longo da
consolidacdo da MRS nao interferiu nessa memoria. No caso de outra memodria
como estimulo interferente, o aprendizado do RON foi capaz de interferir
proativamente no aprendizado da MRS, e o oposto também foi observado. Em
contraste, a apresentacado do aprendizado do RON apds o da MRS néo foi capaz de
interferir na consolidagdo dessa memodria, sendo o oposto também verificado.
Surpreendentemente, ndo detectamos o aumento da neurogénese uma semana
apds a administracdo da memantina, nos impedindo de verificar se o aumento do
numero de neurbnios novos seria capaz de prevenir a interferéncia proativa

observada. Em sintese, o aprendizado de uma memdéria dependente do HIP é capaz



de interferir na aquisicdo de outra memoria que tem esse substrato neural em
comum, sugerindo uma interacdo entre o processamento dessas memorias.
Ademais, futuros experimentos ainda sao necessarios para esclarecermos a questao
de se o aumento da neurogénese € capaz de proteger o trago de memdria da

interferéncia observada.

Palavras-chave: Memoaria declarativa. Memoria social. Memodria de reconhecimento

de objetos. Hipocampo. Interferéncia. Neurogénese adulta.



ABSTRACT

During all the time we are in contact with new information that can form new
memories, modify old ones and interfere in new learning. Memories capable of
modeling the external world are named declaratives. Among them, we highlight
social recognition memory (SRM), the ability to recognize conspecifics, and object
recognition memory (ORM), the ability to remember familiar objects. Both SRM and
ORM are hippocampus-dependent processes. Our group has been proving a
relationship between SRM and adult neurogenesis. Furthermore, this biological
process has been connected to reduction of memory interference. The present study
aimed to investigate if dentate gyrus (DG) neurogenesis enhancement can protect an
hippocampus-dependent memory from interference. Subjects were Swiss, CD1
and/or C57BL/6 mice. Social recognition test (SR) was used to access SRM, and
novel object recognition test (NOR) for ORM. Change of cage, from a enriched
environment (EE) or larger cage (LC) to standard environment (SE), tail suspension
test (TST) and training for SR and NOR were used as interference stimuli. A single
injection of memantine (25 mg/kg, i.p.) one week before training was used as
neurogenic stimulus. We verified that cage changing was not able to interfere on
Swiss, CD1 and C57BL/6 SRM. Moreover, TST presented in different time points (Oh,
3h, 6h or 12h) during consolidation did not interfere on C57BL/6 SRM. In the case of
a different learning event as interference stimulus, NOR training interfered proactively
on SR learning, the opposite also happened. Surprisingly, we could not identify a
neurogenesis enhancement one week after memantine administration, preventing us
from investigating if this process would hind proactive interference. Altogether,
learning a hippocampus-dependent memory can interfere on acquisition of a different
hippocampus-dependent memory trace happening close in time, suggesting an
interaction between both memories. In addition, future experiments are necessary in
order to clarify if neurogenesis enhancement can protect an hippocampus dependent

memory from proactive interference.

Keywords: Declarative memory. Scoial memory. Object recognition memory.

Hippocampus. Interference. Adult neurogenesis.
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1. INTRODUGAO

1.1 Sobre memoria

“The most critical concept in the science devoted to its analysis, memory,
never had the privilege of sailing the tranquil waters of consensus. Behavioral
and brain scientists, their sects notwithstanding, can spend memorable
evenings in arguing what is it exactly that ‘memory’ means.”

(Yadin Dudai, 2007)

Diferente de outros conceitos cientificos (ex: transcricdo génica,
gliconeogénese), a memoria € usada coloquialmente com uma grande variedade de
significados e, no que se refere a ciéncia da memoria, a definigdo desse termo ainda
nao é um consenso. Talvez isso se deva a multidisciplinaridade da area, que inclui a
psicologia, neurobiologia, ciéncia computacional, filosofia, entre outras, ou por se
referir a um processo complexo que envolve varios niveis da funcdo cerebral e
diferentes sistemas de memoria (TULVING, 2005; DUDAI; ROEDIGER; TULVING,
2007; MORRIS, 2007). Entretanto, deixar claro o conceito de memoria é
fundamental para a comunicacao na disciplina (DUDAI, 1992; TULVING, 2005).

Discutir e definir o termo memadria também é necessario para se entender e
buscar as respostas das grandes perguntas que norteiam esse campo de estudo.
Como a informacao é representada no sistema nervoso? Como essa informacao
muda em consequéncia da experiéncia? Como as mudancas persistem ao longo do
tempo ou sao esquecidas? (TULVING, 2005; DUDAI, 2007).

Para Dudai (2002, p.157), a memoria pode ser definida como “a retengao de
representagcdes internas dependentes da experiéncia ao longo do tempo, ou a
capacidade de reativar ou reconstruir tais representacbes’, sendo essas
representacbes versdes do mundo codificadas em neurbnios e que podem,
potencialmente, guiar o comportamento (DUDAI, 1992, 2002, 2007). Uma outra
visdo € a de que uma memoria € o produto da interagédo entre o engrama e a
evocagao (MOSCOVITCH, 2007). Sendo o engrama o trago da memoria, ou seja,
sua representacgéao fisica no cérebro, que, quando interage com pistas que levem a
evocagao, resulta na emergéncia da memoaria (DUDAI, 2002; MOSCOVITCH, 2007;
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SEMON, 1921). Por fim, outra definigdo popular € a memoria como a capacidade de
codificar, armazenar e evocar informagdes (IZQUIERDO, 2011; SCHACTER, 2007;
TULVING, 2005). A partir desses trés conceitos podemos construir uma ideia geral
de que a memodria engloba os processos bioldgicos pelos quais codificamos,
armazenamos e somos capazes de evocar informagdes representadas internamente

na forma do engrama.

Atualmente, € um consenso de que a memdria nédo se trata de um processo
unico, e sim, abrange diferentes sistemas, que se distinguem com base no tipo de
aprendizado e memoria que processam e nos mecanismos cerebrais e seus reflexos
em nivel comportamental (BUCKNER, 2007; ROLLS, 2007; SCHACTER; TULVING,
1994; SQUIRE, 2004, 2007). Esses diferentes sistemas de memoria operam
independentemente, em paralelo e interagindo entre eles durante o nosso dia-a-dia
para modificarmos e formarmos novas memoarias, assim como para sermos capazes
de executar diversas tarefas (FERBINTEANU, 2019; ROLLS, 2007; SQUIRE, 2004).

Embora seja questionada (FERBINTEANU, 2019), a divisdo classica e mais
frequente da memoria € em dois grandes grupos: memdrias declarativas e memorias
nao-declarativas (procedurais) (Figura 1) (IZQUIERDO, 2011, 2015; SCHACTER,;
TULVING, 1994; SQUIRE, 2004, 2007). As memorias declarativas sdo aquelas que
chamamos simplesmente de “memoria” na linguagem cotidiana. Elas sédo uma
maneira de modelar o mundo externo e se expressam através das lembrancas
(SQUIRE, 2004, 2007). Ja as memodrias ndo-declarativas sdo denominadas dessa
forma como um termo guarda-chuva e, diferente das declarativas, nao se referem a
um sistema especifico, mas compreendem os demais sistemas de memoaria que nao
se encaixam no das memorias declarativas (Figura 1) (SCHACTER; TULVING,
1994; SQUIRE, 2004, 2007).

As memorias declarativas podem ainda ser subdivididas em semanticas,
aquelas relacionadas ao conhecimento de fatos sobre o mundo, e episddicas, que
se referem ao conhecimento sobre eventos especificos e autobiograficos (Figura 1).
Sendo que as memorias episddicas sao definidas pela presenca dos elementos o
que, onde e quando (DUDAI, 2002; IZQUIERDO, 2011, 2015; RIEDEL; BLOKLAND,
2015; SQUIRE, 2004; TULVING, 1983, 2005).

14



Long-Term Memory

Declarative Nondeclarative
Facts — Events  Skills and Priming and Simple Nonassociative
habits perceptual classical learning
learnig conditioning

N

Emotional Skeletal
responses responses

Medial temporal lobe  Striatum  Neocortex Amygdala Cerebellum Reflex
Diencephalon pathways

Figura 1 - Taxonomia dos sistemas de memaria de longa duragcdo em mamiferos. (Modificado de
SQUIRE, 2004). A memoria de longa-duragdo em mamiferos & dividida em dois grandes grupos:
declarativas e nao-declarativas. A memdria declarativa é subdividida em memoria para fatos
(semantica) e para eventos (episédica), ambas tém como estrutura central para o seu processamento
o lobo temporal medial. Compreendem o grupo das demais memorias (ndo-declarativas), os sistemas
de memodria para habilidades e habitos, “priming” e aprendizado perceptual, condicionamento classico
e aprendizado n&o associativo (SCHACTER; TULVING, 1994; SQUIRE, 2004, 2007). Na parte inferior
sao mencionados os principais substratos que participam de cada sistema de memdria, embora estes

também possam participar no processamento de outros tipos de memdria.

No que diz respeito aos mamiferos ndo-humanos, a perspectiva dominante na
literatura € de que esses animais ndo possuem um sistema de memdrias episédicas
(BINDER; DERE; ZLOMUZICA, 2015; DERE, 2011; DUDAI, 2002; ROBERTS, 2011;
SQUIRE, 2004; TULVING, 2005). Entretanto, a definicdo desse tipo de memodria
costuma ser antropocéntrica, pois coloca a linguagem como caracteristica central
desse processo. Isso pode ser representado pela descricdo, segundo Tulving
(2005), de quatro caracteristicas essenciais para que uma memoéria possa ser
considerada episddica: (1) a fungdo dessa memodria € a capacidade de viajar
mentalmente no tempo ou recordar lembrangas; (2) essa memoéria depende de um

‘eu” que lembra, ou seja, o individuo lembra do passado segundo a sua perspectiva;
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(3) essas lembrangas sao expressas por meio de uma consciéncia “autonoética”, ou
seja, o individuo se coloca no tempo, espaco e local no qual a lembranga acontece;
e (4) essa memoria se relaciona com o tempo percebido subjetivamente ou
“cronestesia” (habilidade de viajar no tempo mentalmente) (DUDAI, 2002; TULVING,
2005).

Embora muitos trabalhos afirmem que alguns paradigmas comportamentais
sdo adequados para avaliar memorias episédicas em mamiferos ndo-humanos (ex:
tarefas de reconhecimento em roedores e macacos) (DERE; HUSTON; DE SOUZA
SILVA, 2007; MARTIN; BESHEL; KAY, 2007; MCLEAN et al.,, 2018; RIEDEL;
BLOKLAND, 2015; ROY et al., 2016; WANG et al., 2018), de acordo com a definicao
desse tipo de memoria, essas tarefas ndo s&o capazes de distinguir entre a
lembranga para eventos e para fatos. A maioria destes testes avalia a memoria para
‘0 que” e algumas para “onde”, e apesar de alguns grupos terem tentado (revisado
por BINDER; DERE; ZLOMUZICA, 2015; DERE, 2011; ROBERTES, 2011) é muito
dificil elaborar uma tarefa capaz de testar o “quando” (DUDAI, 2002; SQUIRE, 2004,
TULVING, 2005). Portanto, 0 maximo que podemos dizer quando usamos tais testes

em laboratério € que estamos estudando um tipo de memoria declarativa.

No caso dos roedores, mais precisamente dos camundongos, podemos
destacar as tarefas de reconhecimento como capazes de permitir o acesso a
memoria declarativa desses animais (BIALA, 2012; BIRD, 2017; CLARKE et al.,
2010; ENGELMANN; HADICKE; NOACK, 2011). As memodrias de reconhecimento
em geral, podem ser definidas como processos que permitem aos individuos
classificarem um estimulo como familiar ou novo (DUDAI, 2002; NORMAN;
O’REILLY, 2003; SQUIRE; WIXTED; CLARK, 2008). Essas memorias sao testadas
rotineiramente em diversos laboratérios ao redor do mundo ndo sé para o estudo
dos seus mecanismos, mas também para a padronizagdo de modelos animais de
doengas e caracterizagao de novos farmacos (BIALA, 2012; HU et al., 2020;
LEMAIRE, 2004; MUMTAZ et al., 2018; PODDAR et al., 2020).

Os testes de reconhecimento em murinos se baseiam em uma caracteristica
inata desses animais: a nedfilia, ou seja, a preferéncia em explorar o que € novo. A
partir disso, espera-se que ao entrar em contato com um estimulo familiar, o

individuo o explore menos, pois ele o reconhece como conhecido (BIALA, 2012;
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ENGELMANN; WOTJAK; LANDGRAF, 1995; ENNACEUR; DELACOUR, 1988;
THOR; HOLLOWAY, 1982). Sobre o processamento fisiolégico do reconhecimento,
a teoria mais aceita é que ele pode ser dividido em dois processos distintos: a
familiaridade e a recordagao (BIRD, 2017). A familiaridade sendo o reconhecimento
do estimulo como conhecido e a recordacdo como a lembranca da situagédo em que
o estimulo foi apresentado (BIRD, 2017; COHEN; STACKMAN, 2015; DUDAI, 2002;
NORMAN; O’'REILLY, 2003; SQUIRE; WIXTED; CLARK, 2008).

Dentre as tarefas de reconhecimento, ressaltamos duas: o teste de
reconhecimento social (RS) e o teste de reconhecimento de objeto novo (RON)
(BIRD, 2017; CAMATS PERNA; ENGELMANN, 2015; ENGELMANN; HADICKE;
NOACK, 2011). O RS avalia a memdéria de reconhecimento social (MRS), que se
refere a habilidade dos individuos de se lembrarem de outros da mesma espécie
(THOR; HOLLOWAY, 1982), sendo, portanto, uma memoria fundamental para o
estabelecimento das relagdes intraespecificas (ARAKAWA et al., 2008; FERGUSON,;
YOUNG; INSEL, 2002; KAVALIERS; CHOLERIS, 2017; SOKOLOWSKI et al., 2010).
Ja o RON testa a memdria de reconhecimento de objetos (MRO). Pensando nas
consequéncias da MRS e da MRO e na formagdo de uma memoria episddica é
possivel sugerir que essas memoarias sao fundamentais para o estabelecimento da
lembranca de um evento, ao contribuirem com o componente “o que” do episédio
(BIRD, 2017; OKUYAMA, 2017).

Dentre os substratos neurais centrais no processamento das memorias de
reconhecimento, se destacam as estruturas do lobo temporal medial, como o
hipocampo (ALMEIDA-SANTOS et al., 2019; CLARK, 2017; CLARKE et al., 2010;
FERBINTEANU, 2019; GUARNIERI et al., 2020; KOGAN; FRANKLAND; SILVA,
2000; NORMAN; O’REILLY, 2003; OPITZ, 2014; PENA et al., 2014; SQUIRE;
WIXTED; CLARK, 2008). No que diz respeito a MRO, sdo reconhecidas duas
regibes como essenciais para o seu processamento: o hipocampo (HIP) e o cortex
perirrinal (PR) (BIALA, 2012; SQUIRE; WIXTED; CLARK, 2008; TANIMIZU; KONO;
KIDA, 2018; WARBURTON; BROWN, 2015). Historicamente, a participacdo desses
substratos foi demonstrada em diversos trabalhos utilizando lesbes em roedores e
macacos (BIALA, 2012; COHEN; STACKMAN, 2015; WARBURTON; BROWN,
2015), porém, durante esses estudos emergiram também resultados conflitantes

principalmente a respeito da participagdo do HIP na MRO (BIRD, 2017;
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WARBURTON; BROWN, 2015). E comum na literatura uma hipétese que atribui
papéis distintos a essas duas regides. Essa explicacdo tem como base a teoria de
que as memorias declarativas podem ser separadas em dois processos distintos
(familiaridade e recordacao). Segundo esta hipotese, o cértex perirrinal estaria por
tras da percepcdo de familiaridade do estimulo, enquanto o hipocampo seria
essencial apenas para a recordagdo (BIALA, 2012; BIRD, 2017; OPITZ, 2014;
SQUIRE; WIXTED; CLARK, 2008; WARBURTON; BROWN, 2015). Baseado nisso,
existem argumentos de que tarefas como a do RON nao seriam dependentes do
hipocampo, pois elas testariam apenas o componente da familiaridade da memoria
de reconhecimento (WARBURTON; BROWN, 2015).

Todavia, essa hipdtese ainda ndo foi capaz de explicar as evidéncias
antagbnicas acerca da participagdo do hipocampo (BIRD, 2017). Em uma reviséo
publicada em 2014, Cohen e Stackman Jr. retnem em uma tabela resultados
publicados em artigos que tentaram investigar a participagdo do HIP na tarefa de
RON com o uso de lesdes ou inativacdo desse substrato. Eles discutem que os
resultados conflitantes podem derivar da falta de consisténcia entre os protocolos do
RON utilizados, ja que qualquer mudancga nas condi¢cdes da tarefa pode alterar seus
resultados, além de prejudicar o valor de comparagao entre os diferentes estudos
(COHEN; STACKMAN, 2015).

Existem outras criticas a hipotese do PR responsavel pelos processos de
familiaridade e do HIP por tras da recordacdo. Essa explicacdo costuma
desconsiderar as diferencas entre memoérias de curto (STM, do inglés short term
memory) e longo prazo (LTM do inglés, long term memory) (BIALA, 2012; BIRD,
2017; COHEN; STACKMAN, 2015). A hipétese mais favorecida pelas evidéncias
parece ser a de que o hipocampo nao € essencial para a STM, mas sim para a LTM
(BIALA, 2012; CLARKE et al., 2010; COHEN; STACKMAN, 2015; SQUIRE;
WIXTED; CLARK, 2008). Desse modo, o PR, onde convergem estimulos visuais,
olfatérios e somatossensoriais, seria capaz de manter a memoéria de reconhecimento
por curtos periodos, mas essa representacdo decairia com o tempo e a memoria
passaria a ser dependente do HIP, o qual seria capaz de manter a representagao
dessa memoria por um periodo maior (BIALA, 2012; COHEN; STACKMAN, 2015;
SQUIRE; WIXTED; CLARK, 2008).
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Evidéncias que concordam com a dependéncia hipocampal da MRO podem
ser ilustradas por trabalhos nos quais a inativacdo dessa regidao por inje¢des locais
de muscimol (agonista GABAérgico) antes e depois da codificacdo do RON,
prejudicaram a LTM (COHEN; MUNCHOW; RIOS, 2013). A injecdo de muscimol
antes do teste do RON, também foi capaz de prejudicar a evocagao da LTM, sendo
esse efeito revertido 24 horas depois quando n&o havia mais a inativacido local do
HIP (STACKMAN et al., 2016). Ademais, através de registro eletrofisioldgico, foram
detectados processos plasticos ocorrendo em sinapses no HIP durante a
consolidagéo e apos o teste da MRO (CLARKE et al., 2010). Tanimizu, Kono e Kida
(2018) também mostraram, através da marcagéo de c-fos, que CA1, CA3 e o giro

denteado estavam mais ativos depois da exposi¢ao a objetos novos no RON.

Quanto a MRS, Kogan, Frankland e Silva (2000) foram os primeiros a mostrar
que lesdes no hipocampo de camundongos prejudicavam, inclusive, a memoria
social de curto prazo. Tal achado foi corroborado por diversos trabalhos posteriores
(CARUANA; ALEXANDER; DUDEK, 2012; HITTI; SIEGELBAUM, 2014; OKUYAMA
et al., 2016; PEREIRA-CAIXETA et al., 2017, 2018). Por exemplo, Tanimizu e
colaboradores (2017) mostraram que a expressao de c-fos e Arc em CA1 e CA3 é
maior apos o encontro com um estimulo social e que a inibicdo da sintese protéica
no hipocampo logo apds o treino € capaz de prejudicar a memoria social de longo
prazo. Concomitante a isso, Luscher e colaboradores identificaram um aumento na
expressao de c-fos no giro denteado apds a exposicdo dos camundongos a um
juvenil familiar (reconhecimento). Ja Meira e colaboradores (2018), observaram, com
o auxilio de DREADD (do inglés Designer Receptor Exclusively Activated by
Designer Drug) e optogenética, que a inativagao de neurdnios piramidais de CA2 do
hipocampo dorsal, era capaz de prejudicar a aquisicao e consolidagao da MRS. Em
conjunto, estes resultados indicam que o hipocampo € uma regiao crucial para o

processamento dessa meméoria.

Além do hipocampo, e diferentemente da MRO, a MRS depende das vias
olfatérias principal e acessoéria, ja que esse € o sentido principal usado pelos
roedores para identificarem seus coespecificos (CAMATS PERNA; ENGELMANN,
2015; FERGUSON; YOUNG,; INSEL, 2002; INSEL; FERNALD, 2004; PENA et al.,
2014; VAN DER KOOIJ; SANDI, 2012). Outras regides cerebrais que também

aparecem na literatura como possiveis participantes do circuito neural da MRS séo:
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cortex entorrinal (LEUNG et al., 2018), nucleo accumbens (OKUYAMA et al., 2016),
os nucleos basolateral e medial da amigdala (LUSCHER DIAS et al., 2016; LI et al.,
2017; TANIMIZU et al., 2017) e o cortex pré-frontal medial (LUSCHER DIAS et al.,
2016; TANIMIZU et al., 2017).

Em sintese, o conceito de memoaria ainda ndo € um consenso, mas em geral
se refere ao processo pelo qual codificamos, armazenamos e evocamos
informagdes. Com essa definicdo € possivel abranger os diferentes sistemas de
memoria que se distinguem pelo tipo de informagdo processada e pelos
mecanismos subjacentes. Dentre esses sistemas, destacamos as memorias
declarativas, que podem ser testadas em laboratério através de tarefas de
reconhecimento. No caso dos roedores, salientamos as memorias de
reconhecimento social e de objeto, testadas neste trabalho e que possuem
substratos neurais em comum, com um destaque para a regido da formacgao

hipocampal.

1.2 O hipocampo
“The seahorse won, and established itself quite firmly as a recurrent
protagonist in the dreams or nightmares of brain scientists world-wide.”
(Yadin Dudai, 2002)

O hipocampo compreende o sistema funcional chamado formacao
hipocampal que é constituido por 4 regides: giro denteado; hipocampo (CA1, CA2 e
CA3) (Figura 2.A); complexo subicular (subiculo, pré-subiculo e para-subiculo) e
cortex entorrinal (Figura 2) (AMARAL; WITTER, 1989; AMARAL; LAVENEX 2006).
Ele apresenta uma estrutura de arquicdrtex que se interconecta com areas corticais
e subcorticais. Hoje esse sistema é visto como tendo um papel essencial em certos
tipos e fases da memaria (DUDAI, 2002).

A estrutura hipocampal se destaca por possuir um circuito trissinaptico
excitatério bem descrito na literatura. Grande parte da informagao neocortical chega
ao hipocampo por meio do cértex entorrinal (CE), as células dessa regido fazem
sinapses com neurdnios do giro denteado (GD), sendo o conjunto dessas sinapses
denominada via perforante. As células do GD enviam suas projecbes para CA3
pelas fibras musgosas. Enquanto as células de CA3 fazem sinapses, através do

colateral de Schaffer com CA1. Por fim, CA1 se conecta com o CE de forma direta
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ou fazendo sinapses com células do subiculo (Figura 2.B) (AMARAL; WITTER,
1989; AMARAL,; LAVENEX 2006).

Figura 2 — O hipocampo e seu circuito trissindptico. (A) Fatia transversal do cérebro de um rato
marcada com Nissil (esquerda) e ilustragdo da organizagdo geral das subdivisbes do hipocampo
(direita). fi: fimbria; DG: giro denteado; escala: 1 mm. (B) O circuito trissindptico classico da formagéo
hipocampal. EC: cdrtex entorrinal; Para: para-subiculo; Pre: pré-subiculo; Sub: subiculo. Imagem
modificada de AMARAL; LAVENEX, 2006.

Outra divisdo comum do hipocampo se da ao longo do seu eixo rostro-caudal
nas zonas: dorsal ou rostral; intermediaria, com caracteristicas das duas porc¢oes

vizinhas; e ventral ou caudal. Essa segmentagdo se fundamenta com base nas
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diferentes aferéncias e eferéncias que essas regides possuem, além da distingdo
funcional que essas areas parecem ter. O hipocampo dorsal (HD) estd mais
relacionado com o processamento cognitivo, enquanto o hipocampo ventral (HV)
esta envolvido com a resposta ao estresse e o processamento emocional
(FANSELOW; DONG, 2010; KNIERIM, 2015; MORRIS, 2006; MOSER; MOSER,
1998).

No que se refere ao envolvimento do hipocampo com o aprendizado e
memoria, os estudos procurando compreender essa relagdo se popularizaram apos
as evidéncias decorrentes do estudo do paciente H.M., que depois da remogao
bilateral do lobo temporal medial, que inclui o hipocampo, apresentou prejuizo da
funcdo mnemaonica, incluindo o reconhecimento de figuras e palavras, lembranga de
pares de palavras e posicdo de objetos (MILNER, 1965; MILNER; CORKIN;
TEUBER, 1968; SCOVILLE; MILNER, 1957). Essas evidéncias foram futuramente
confirmadas em diversos outros trabalhos, e lesbes mais precisas da regiao
hipocampal deram forgas para o envolvimento desse substrato com a memodria
(FERBINTEANU, 2019; MOSER; MOSER, 1998; STRANGE et al., 2014).

Vale a pena ressaltar que o prejuizo mneménico no paciente H.M. se
restringia as memoarias declarativas de longo prazo adquiridas proximas ou apos a
cirurgia, sua memoria de trabalho, seu nome e lembrangas da infancia, habilidades
motoras, reflexos simples e condicionamentos podiam ser lembrados (MOSER,;
MOSER, 1998; SCHACTER; WAGNER, 2013; STRANGE et al., 2014). Essas
evidéncias foram cruciais para o estabelecimento, principalmente, de duas ideias: as
memorias podem ser divididas em diferentes sistemas, ja que nem todos os tipos de
memoria estavam prejudicados, e, o hipocampo é importante para a consolidacao e,
consequentemente, formagdo de memorias de longo prazo, j4 que as memorias
remotas, ja consolidadas, permaneceram intactas, mas memdarias recém aprendidas
eram esquecidas (FERBINTEANU, 2019; POLDRACK; PACKARD, 2003;
SCHACTER; TULVING, 1994; SCHACTER; WAGNER, 2013).

Posteriormente, mais evidéncias salientaram o papel de destaque do
hipocampo no processamento de memorias. A potenciagdo de longo prazo, um dos
modelos da base celular da formagao de memoarias (BLISS; GARDNER-MEDWIN,

1973; KNIERIM, 2015), as place e grid cells e sua importancia para a memoria
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espacial (MOSER; MOSER, 1998; O'KEEFE; DOSTROVSKY, 1971; STRANGE et
al., 2014), o mecanismo de pattern separation (HVOSLEF-EIDE; OOMEN, 2016;
LEUTGEB et al., 2007) e a neurogénese adulta (ALTMAN, 1962a; ERIKSSON et al.,
1998) todos sao processos que ocorrem no hipocampo e estdo envolvidos de
alguma forma na memoaria, dando forga para o protagonismo do hipocampo dentre
os estudos na ciéncia da memoria. Todavia, ainda ndo € possivel sumarizar a
rigueza de dados sobre essa tema em poucas palavras, e nem responder com
certeza a pergunta “qual o papel do hipocampo no aprendizado e memoria?”
(DUDAI, 2002).

1.3 Interferéncias na memaoria

“Interference effects are highly correlated with the storage of new traces into

memory, and with the modification of existing ones.”
(Michael C. Anderson , 2003)

De forma geral, podemos destacar trés fases no processamento das
memorias declarativas de longo prazo: a aquisi¢do, a consolidagdo e a evocagao
(Figura 3) (SCHACTER; WAGNER, 2013). A aquisicao é a fase inicial de formacgéo
do traco de memoria, ou seja, o processo pelo qual novas informagdes sao
adquiridas, codificadas e conectadas com conhecimentos prévios (DUDAI, 2002;
SCHACTER; WAGNER, 2013). A consolidagdo é a transformacdo do trago de
memoria ao longo do tempo (MULLER; PILZECKER, 1900; DUDAI; KARNI; BORN,
2015). Finalmente, a evocacéao € o que costumeiramente acontece quando dizemos
que lembramos de algo. Ela consiste na reativagdo ou reconstrucdo de
representacdes internas a partir de dicas que podem ser externas ou internas ao
individuo (DUDAI, 2002; IZQUIERDO, 2011; SCHACTER; WAGNER, 2013) (Figura
3).

Se pensarmos nas tarefas realizadas em laboratério para o estudo da
memoria, podemos tragar um paralelo entre suas fases de processamento com as
etapas da tarefa. Durante o treino, o individuo tem o primeiro contato com o
estimulo, portanto esse momento seria equivalente a aquisicdo de uma nova
informacdo. A consolidacdo comecaria a acontecer durante o treino, assim que a

informacao sobre o estimulo é adquirida, e, dependendo da espécie em questao,
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duraria por minutos, horas ou dias. Ja a evocagao seria equivalente a quando o
individuo é capaz de lembrar durante a sessdo de teste (ABEL; LATTAL, 2001).
Baseado nisso, para que uma memoria de longo prazo seja evocada, tanto numa
situacado rotineira, quanto de laboratério, o éxito desses processos deve ser
garantido. Uma interferéncia em uma dessas fases, seria capaz de causar o
esquecimento (DUDAI, 2002; FRANKLAND; KOHLER; JOSSELYN, 2013b;
ROBERTSON, 2012; WIXTED, 2004).

AQUISICAO ---+~ CONSOLIDACAO ---~ EVOCACAO

Figura 3 — Esquema simplificado da formagédo de memorias. Quando uma nova informagéo é
adquirida seu conteudo é codificado e conectado com informagdes prévias durante a aquisicdo. Essa
memoria pode passar pela consolidagdo e ser evocada no futuro. Uma vez que uma memoria é
evocada, seu tragco se torna labil e novas informagbes podem ser adicionadas ou modificadas.

Posteriormente, essa memoaria passa pelo processo de reconsolidagao.

De fato, a interferéncia durante as fases da memoéria € uma das explicagdes
sugeridas para o esquecimento (ALVES; BUENO, 2017; DAVIS; ZHONG, 2017;
POLACK; JOZEFOWIEZ; MILLER, 2017; WIXTED, 2004). A teoria da interferéncia
propde que o esquecimento €& causado por informacdes intervenientes que
perturbam a memoria-alvo. Desse modo, a interferéncia pode vir por itens
aprendidos anteriormente (interferéncia proativa — IP) ou posteriormente
(interferéncia retroativa - IR) em relagdo a memdaria-alvo (ALVES; BUENO, 2017;
ANDERSON; NEELY, 1996; DUDAI, 2002; WIXTED, 2004).

Podemos visualizar esse efeito de forma mais clara tendo em perspectiva o

paradigma classico utilizado para o estudo da teoria da interferéncia (Figura 4).
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Considerando que um individuo aprendeu uma informagdo A seguida pela
informacgéo B, a IP se refere a interferéncia de A sobre B e a IR € a interferéncia de
B sobre A (Figura 4) (ALVES; BUENO, 2017; ANACKER; HEN, 2017; DUDAI, 2002,
2004; LECHNER; SQUIRE; BYRNE, 1999; MULLER; PILZECKER, 1900; MILLER;

SAHAY, 2019; WIXTED, 2004).
Evocar
- - A
A B Evocar |

Figura 4 - Paradigma classico da teoria da interferéncia.

Esse paradigma sumarizado na figura 4 &€ um método classico usado,
principalmente pela psicologia, para o estudo dos processos mnemoénicos. Muller e
Pilzecker (1900), em seu trabalho essencial para a teoria da interferéncia, usaram o
aprendizado de listas de pares de palavras para o estudo da memoria. Apds o treino
com essas listas, um grupo passou pela apresentacdo de um segundo conjunto de
palavras, outro grupo foi exposto a fotos de paisagens e um terceiro nao foi
submetido a interferéncias (controle). Como resultado, os grupos que passaram
pelas interferéncias apos a aquisicdo das listas se lembraram de menos palavras
durante o teste do que o grupo controle (LECHNER; SQUIRE; BYRNE, 1999). Para
explicar esses achados, Miller e Pilzecker sugeriram a teoria da interferéncia
(ALVES; BUENO, 2017; ANDERSON, 2003; LECHNER; SQUIRE; BYRNE, 1999;
WIXTED, 2004).

Existem diversas possiveis explicagcdes de como a interferéncia seria capaz
de levar ao esquecimento. Uma delas é a proposta por Miller e Pilzecker, segundo
eles, a consolidagdo, processo que continua acontecendo apds o aprendizado no
qual a memoria ainda esta vulneravel a perturbacdes, permitiria a interferéncia por
outros estimulos (DUDAI, 2004; LECHNER; SQUIRE; BYRNE, 1999; WIXTED,
2004). Outra possibilidade, seria o conflito entre informacdes muito semelhantes,

nesse caso, aferéncias sensoriais muito parecidas mas que deveriam levar a
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evocagao de memorias distintas, acabam desencadeando a lembranga de apenas
uma das memorias em detrimento da outra (BECKER, 2005; FRANKLAND;
KOHLER; JOSSELYN, 2013b). Uma terceira explicagéo ¢ de que as informagdes
adquiridas poderiam competir de alguma forma entre si (ALVES; BUENO, 2017;
ROBERTSON, 2012). As duas primeiras alternativas s&o as que aparecem com
mais frequéncia na literatura (ALVES; BUENO, 2017; BECKER, 2017; DUDAI, 2004;
ENDRESS; SIDDIQUE, 2016; FRANKLAND; KOHLER; JOSSELYN, 2013;
GLICKMAN, 1961; GUISE; SHAPIRO, 2017; HERSZAGE; CENSOR, 2018;
KLAPPENBACH; NALLY; LOCATELLI, 2017; LECHNER; SQUIRE; BYRNE, 1999;
MCGAUGH, 1966; POLACK; JOZEFOWIEZ; MILLER, 2017; WIXTED, 2004).

Quando buscamos pelos trabalhos originais que pretenderam estudar a
interferéncia na memdria e suas implicagcdes, notamos que a maioria dos estudos é
focada na IR na consolidacao (Revisados por DUDAI, 2004; WIXTED, 2004). Estes
podem ser divididos nos que buscam testar a hipétese da interferéncia como causa
do esquecimento (DAVIS; ZHONG, 2017; WIXTED, 2004) e os que tentam
compreender a propria consolidagdo (DUDAI, 2004, ENGELMANN, 2009;
ENGELMANN; HADICKE; NOACK, 2011; GLICKMAN, 1961; IZQUIERDO et al.,
1999; MCGAUGH, 1966; PENA et al., 2014; PEREIRA-CAIXETA et al.,, 2017,
PERNA et al., 2015; RICHTER; WOLF; ENGELMANN, 2005; TANIMIZU et al., 2017;
WANISCH; WOTJAK; ENGELMANN, 2008). A maioria dos trabalhos na primeira
categoria se tratam de estudos na area da psicologia cognitiva com humanos e que
utilizaram tarefas com o aprendizado de listas de palavras (ALVES; BUENO, 2017;
DARBY et al., 2018; JACOBS et al., 2015; WIXTED, 2004). Outra caracteristica que
vale a pena ser mencionada, € que na maioria das vezes, a memoria a ser estudada
e o estimulo interferente se tratam de aprendizados semelhantes (WIXTED, 2004).
Na categoria dos estudos que tentam compreender a consolidagdo por meio de
interferéncias, encontramos principalmente trabalhos com animais de laboratério e
que utilizam, além de aprendizados, outros estimulos como intervengcdo na
consolidagao (DUDAI, 2004; ENGELMANN, 2009; IZQUIERDO et al., 1999; PENA et
al., 2014; PEREIRA-CAIXETA et al., 2017; PERNA et al., 2015; RICHTER; WOLF;
ENGELMANN, 2005; TANIMIZU et al., 2017; WANISCH; WOTJAK; ENGELMANN,
2008).
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Tratando-se da utilizagdo da interferéncia apenas como uma ferramenta para
o estudo da consolidagdo da memdria, alguns estimulos comumente utilizados para
as intervengdes sao: comportamentos, drogas, estresse e lesdes anatdmicas. Se um
estimulo é capaz de interferir em um momento especifico apds a aquisicdo, assume-
se que aquele tempo pode ser importante para a consolidacdo da memoria em
questao (DUDAI, 2004; ROBERTSON, 2012). Isso pode ser observado em diversos
estudos sobre a MRS em camundongos (Figura 5). De forma geral, podemos
constatar, com base nos resultados sumarizados na figura 5, que os tempos
imediatamente, 3h, 6h, 9h, 12h e 15h parecem ser importantes para a consolidacao
da MRS (ENGELMANN, 2009; ENGELMANN; HADICKE; NOACK, 2011; PENA et
al.,, 2014; PEREIRA-CAIXETA et al., 2017; PERNA et al., 2015; RICHTER; WOLF;
ENGELMANN, 2005; TANIMIZU et al., 2017; WANISCH; WOTJAK; ENGELMANN,
2008).

Figura 5 — Revisdo de trabalhos com memaria social e interferéncia retroativa. A primeira coluna da
tabela indica o trabalho de origem dos resultados. A segunda coluna mostra o tipo de interferéncia
utilizada. A terceira coluna expde o horario em que cada intervencéao foi feita e se ela foi capaz de
prejudicar (em vermelho) ou ndo (em verde) a memdria social de longo prazo. A quarta coluna indica
ANI:

anisomicina; hip: hipocampo; mPFC: cortex pré-frontal medial; ACC: cértex cingulado anterior; amy:

a linhagem de camundongos utilizada e a quinta, a tarefa para acessar a memoéria social.

amigdala; OB: bulbo olfatorio; TSC: teste de suspenséo de cauda; MS: memodria social; s.:semanas;

D: discriminag&o social; R: reconhecimento social.
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Horario da interferéncia
Referéncia Interferéncia | Oh 5min 3h 6h 9h 12h 15h 18h 22h Linhagem Modelo
Richteret al, 2005 ANIs.C (] e o @ C57BL/6/0laHsd (9-165) D
Wanischet al., 2007 ANIS.C. @ & ¢ C578L/6/0laHsd (135) D
Engelmann, 2009 Juvenil desconhecida ® O O O ©® O O O | 5/BUHOlaHsd (9165) D
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O hipocampo aparece em destaque nos trabalhos com IR que atribuem a
interferéncia na consolidacdo como causa do esquecimento. Argumenta-se que
independente das memorias serem semelhantes ou ndo, se elas estiverem
passando pela consolidagdo podem ser capazes de interferir uma na outra porque
0s recursos disponiveis para consolidar os tracos de memodria recentes seriam
limitados (FRANKLAND; KOHLER; JOSSELYN, 2013; WIXTED, 2004). Tendo como
base as evidéncias vindas de individuos com remog¢ao do lobo temporal medial ou
somente do hipocampo, essa proposta coloca o hipocampo como a estrutura na qual
a consolidagcdo e, consequentemente, a interferéncia ocorrem (DAVIS; ZHONG,
2017; WIXTED, 2004). A remocédo desse substrato neural € conhecida por seus
efeitos de amnésia anterdgrada (inabilidade de formar novas memdérias) e amnésia
retrograda temporaria (prejuizo de memoérias que se formaram recentemente)
(MILNER, 1965; MILNER; CORKIN; TEUBER, 1968; SCOVILLE; MILNER, 1957).
Uma das explicagbes mais aceitas é de que essas implicacbes sao causadas porque
as estruturas ausentes sdo importantes para a consolidagdo, ou seja, com a
remogao do hipocampo, memaorias que estavam em processo de consolidagao sao
perdidas (amnésia retrograda) e novas memorias nédo persistem porque ndo sao

passiveis de serem consolidadas (amnésia anterograda) (WIXTED, 2004).

No caso dos estudos com a IP, muitos trabalhos com roedores assumem que
essa interferéncia acontece entre diferentes memorias que estdo ligadas a
aferéncias sensoriais muito semelhantes, ou seja, no momento da evocacgao, pistas
parecidas que deveriam levar a reativagao de tragos de meméaria diferentes, acabam
levando a evocagdo de apenas uma dessas memorias (EPP et al., 2016;
FRANKLAND; KOHLER; JOSSELYN, 2013; MILLER; SAHAY, 2019). Outra
abordagem comum para estudos com murinos, € atribuir a IP episodios de redugao
da flexibilidade cognitiva (capacidade de modificar a resposta a um mesmo estimulo)
(ANACKER; HEN, 2017; DARBY et al., 2018; GARTHE; BEHR; KEMPERMANN,
2009; GUISE; SHAPIRO, 2017; HVOSLEF-EIDE; OOMEN, 2016). Nesse caso, uma
memoria antiga estaria interferindo em um aprendizado que poderia atualizar esse
traco de memoaria. Por fim, uma perspectiva mais comum em estudos com humanos
€ se referir a IP como a explicagao para situacdées em que ndo ha a evocagao de

uma memodria-alvo porque uma mesma pista estaria associada a diferentes tragos
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de memoria (DAVIS; ZHONG, 2017; FRANKLAND; KOHLER; JOSSELYN, 2013;
WIXTED, 2004).

Em suma, no nosso dia-a-dia estamos expostos a diferentes estimulos
capazes de formarem novas memoarias e modificar lembrangas antigas. No entanto,
nos nao estamos conscientes dos mecanismos por tras desses processos. Quando
nossas memorias sdo adquiridas e evocadas, elas passam por um processo de
consolidacédo, sendo que os tragos se encontram labeis durante esses periodos. A
labilidade das memorias associadas a diferentes estimulos que causam novos
aprendizados pode resultar em interferéncias entre as memoérias levando ao
esquecimento. Nesse cenario, o hipocampo emerge como uma estrutura central
onde tais processos acontecem. Todavia, ainda é desconhecido como ocorre a
interacao entre memoarias e 0 que determina qual memoria sera esquecida e qual

sera lembrada, assim como 0s mecanismos neurais subjacentes a esses processos.

1.4 Neurogénese adulta e interferéncia
“While it initially seemed logical that new neurons should be casually related to
enhanced learning, the evidence for this causal relationship is still equivocal
despite extremely intensive research trying to establish such link”
(Anat Barnea & Vladimir Pravosudov, 2011)

A neurogénese adulta é um evento plastico envolvendo a geragao continua
de novos neurbnios em duas regides do cérebro adulto de mamiferos: a zona
subventricular dos ventriculos laterais e a zona subgranular do giro denteado do
hipocampo (Figura 6) (AGUILAR-ARREDONDO; ZEPEDA, 2018; DREW; FUSI;
HEN, 2013; YAU; LI; SO, 2015; ZIEGLER; LEVISON; WOOD, 2015). Apesar das
células progenitoras se originarem nessas duas regides mencionadas, as que se
multiplicam na zona subventricular podem migrar, pela via migratéria rostral, e
chegar ao bulbo olfatério. Desse modo, se reconhecem 4 regides neurogénicas
classicas no cérebro murino adulto (Figura 6) (DENG; AIMONE; GAGE, 2010;
ZHAO; DENG; GAGE, 2008; ZIEGLER; LEVISON; WOOD, 2015).

Embora a discussdo sobre a existéncia de neurogénese adulta,
principalmente em humanos, atravesse décadas (ALTMAN, 1962a; ALTMAN; DAS,
1965; BOLDRINI et al., 2018; DREW; FUSI; HEN, 2013; ERIKSSON et al., 1998;
LUCASSEN et al., 2019; PAROLISI; COZZI; BONFANTI, 2018; SORRELLS et al.,

29



2018; TAUPIN, 2006), a quantidade de evidéncias de que esse processo ocorre em
roedores nos permite considera-lo uma verdade cientifica (ALTMAN, 1962b, 1962a;
ALTMAN; DAS, 1965; GONCALVES; SCHAFER; GAGE, 2016; PAROLISI; COzZI,
BONFANTI, 2018; ZHAO; DENG; GAGE, 2008).
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Figura 6 — Areas neurogénicas no cérebro murino adulto. (a) Vista sagital das areas onde a
neurogénese ocorre. As regides em rosa escuro indicam as zonas onde encontramos células novas.
Neurdnios imaturos (verde) gerados na zona subventricular migram ao longo da via migratéria rostral
para o bulbo olfatério. (b-e) Fatias coronais do bulbo olfatério (b), via migratéria rostral (c), zona

subventricular (d) e giro denteado (e). Retirada de Ziegler, Levison e Wood (2014).

Entretanto, as fungdes fisioldgicas da neurogénese em mamiferos ainda néo
séo claras a muitos trabalhos se dedicam a tentar compreendé-las (AKERS et al.,
2014c; DENG; AIMONE; GAGE, 2010; EPP et al., 2016; FRANKLAND; KOHLER;
JOSSELYN, 2013; PEREIRA-CAIXETA et al., 2018; SAHAY et al., 2011; WINOCUR
et al, 2012). No que diz respeito ao envolvimento dos neurdnios novos na
interferéncia da memoaria existem duas hipéteses que se destacam na literatura. A

primeira se refere ao envolvimento da neurogénese com o processo de pafttern
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separation (FRANCA et al., 2017; JOHNSTON et al., 2016; MILLER; SAHAY, 2019;
TUNCDEMIR; LACEFIELD; HEN, 2019), enquanto a segunda, relaciona os
neurdénios novos a flexibilidade cognitiva (FRANKLAND; KOHLER; JOSSELYN,
2013; WEISZ; ARGIBAY, 2012).

O processo de padréo de separacao (pattern separation) pode ser definido
como um mecanismo pelo qual aferéncias similares sdo transformados em
eferéncias dissimilares, em outras palavras, os padrdes de disparos dos neurdnios
do output sdo mais distintos uns dos outros do que os padrbes de disparos dos
neurdnios do input (DENG; AIMONE; GAGE, 2010; KUHL et al., 2010; MILLER;
SAHAY, 2019). Essa funcéo € atribuida ao giro denteado (GD), onde os padrdes
similares de ativagcao de neurdnios que se sobrepbéem no cortex entorrinal passam
por uma desambiguagao ao fazer sinapse com o GD, isso se reflete em populagbes
distintas de neurdnios sendo ativos em CA3 (FRANKLAND; KOHLER; JOSSELYN,
2013; HVOSLEF-EIDE; OOMEN, 2016; LEUTGEB et al., 2007; MILLER; SAHAY,
2019). Pensando na memoria, esse mecanismo é crucial para a evocagao de
diferentes informacdes que estdo associadas a pistas muito semelhantes
(ANACKER; HEN, 2017; BECKER, 2017; DENG; AIMONE; GAGE, 2010; LEUTGEB
et al., 2007). Essas memodrias com caracteristicas similares e codificadas de formas
parecidas geram interferéncias que levam a falhas futuras na evocagéao, nesse caso
o pattern separation emerge como uma fungcédo essencial para evitar a interferéncia
entre memoérias (DENG; AIMONE; GAGE, 2010; HVYOSLEF-EIDE; OOMEN, 2016).

A neurogénese nesse contexto € uma facilitadora do processo de pattern
separation e consequentemente modula positivamente a habilidade de formar
memorias hipocampais distintas (AIMONE; DENG; GAGE, 2011; HVOSLEF-EIDE;
OOMEN, 2016). As primeiras evidencias do envolvimento dos neurdnios novos com
0 pattern separation surgiram de modelos computacionais (BECKER, 2017;
HVOSLEF-EIDE; OOMEN, 2016), posteriormente, experimentos com redugao da
neurogénese em modelos animais mostraram que essa condigdo causava prejuizo
em tarefas comportamentais que dependem do pattern separation, enquanto que o
aumento da formagao de neurdnios novos melhorava o desempenho nessas tarefas
(DENG; AIMONE; GAGE, 2010; FRANCA et al., 2017; JOHNSTON et al., 2016). Em
nivel neuronal, Niibori e colaboradores (2012) mostraram que a redugdo da

neurogénese levava a aumento na colocalizagao de neurdnios ativos em CA3 em
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contextos similares, reforgando a ligagdo dos neurénios novos com o0 processo de
pattern separation. Embora existam muitas hipéteses, os mecanismos pelos quais
essas ceélulas novas estdo envolvidas com o pattern separation ainda ndo sao
conhecidos (FRANCA et al., 2017; JOHNSTON et al., 2016; MILLER; SAHAY, 2019;
TUNCDEMIR; LACEFIELD; HEN, 2019). Ademais, também existem resultados
conflitantes quando a participagdo da neurogénese no pattern separation (BECKER,
2017).

Por outro lado, a flexibilidade cognitiva diz respeito a resposta diferencial a um
mesmo estimulo, sendo crucial para a sobrevivéncia se considerarmos quem o
ambiente pode mudar com frequéncia (DARBY et al.,, 2018). Os trabalhos que
relacionam esse processo a neurogénese propdem que 0s neurbnios NOvos Nno
hipocampo permitem a desestabilizacdo de lembrangas antigas e favorecem a
codificacdo de novas memorias, possibilitando, desse modo, a atualizagdo de
informagdes sobre um mesmo estimulo (ANACKER; HEN, 2017; EPP et al., 2016;
FRANKLAND; KOHLER; JOSSELYN, 2013). Essa hipotese também tem origem em
estudos com modelos computacionais, que se amparam em trabalhos que
encontraram prejuizo comportamental sob a inibicdo da neurogénese apenas em
condicbes de conflito que requerem a atualizagdo da informacdo acerca de um
determinado estimulo, como por exemplo, a mudanca do local do choque em uma
tarefa de active place avoidance ou a mudancga da posi¢cao da plataforma no labirinto
aquatico de Morris (EPP et al., 2016; GARTHE; BEHR; KEMPERMANN, 2009;
HVOSLEF-EIDE; OOMEN, 2016; SAHAY et al., 2011).

No que se refere a memoria declarativa, sdo poucos os trabalhos que
procuraram avaliar um possivel envolvimento da neurogénese com as memorias de
reconhecimento. No caso da MRO, Melani e colaboradores (2017) mostraram que o
alojamento de camundongos em ambiente enriquecido, um estimulo conhecido pelo
seu efeito pré-neurogénico (BROWN et al., 2003; KEMPERMANN; KUHN; GAGE,
1997; VAN PRAAG; KEMPERMANN; AND GAGE, 1999), era capaz de aumentar a
persisténcia da MRO. Bolz e colaboradores (2016) observaram que camundongos
com acesso a roda de corrida, e consequente aumento da neurogénese, eram
capazes de distinguir entre objetos muito similares na tarefa de RON. Ademais,
Jessberger et al. (2009) revelaram que o bloqueio especifico da neurogénese do GD

em ratos era capaz de prejudicar a MRO desses animais.
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Nosso grupo de pesquisa vem mostrando ao longo dos anos que a
neurogénese esta envolvida no processamento da memoéria social (GUARNIERI et
al.,, 2020; MONTEIRO et al., 2014; PEREIRA-CAIXETA et al., 2017, 2018; JAIMES
et al., submetido). Manipulagbes que aumentam a neurogénese e potencializam a
maturacdo dessas células foram capazes de aumentar a persisténcia da MRS
(PEREIRA-CAIXETA et al.,, 2017; JAIMES et al., submetido). Em contrapartida,
condigbes capazes de reduzir a neurogénese prejudicaram a MRS de longo-prazo
(MONTEIRO et al., 2014; PEREIRA-CAIXETA et al., 2017, 2018). Em particular, o
trabalho de Pereira-Caixeta e colaboradores (2017) mostrou que uma interferéncia
retroativa pelo teste de suspensao pela cauda (TSC) 6h apds a aquisicdo da MRS é
capaz de prejudicar a memoéria social de longa duragdo. Esse efeito pdde ser
revertido pelo alojamento prévio dos animais em ambiente enriquecido. Além disso,
o efeito promnésico do ambiente enriquecido € revertido quando a neurogénese é
diminuida pela administracéo intra-cerebral do antimitético AraC, dando suporte para
a participacdo dos neurbnios novos nesse processo (PEREIRA-CAIXETA et al.,
2017).

Em conclusdo, novos neurbnios nascem todos os dias no cérebro adulto de
roedores, mas a fungdo exata dessas novas células, bem como o envolvimento
desses neurbnios em processos mnemonicos ainda € tema de diversos trabalhos e
debates. Uma das fungdes propostas para os neurdnios novos que nascem no giro
denteado é a participagdo em mecanismos capazes de prevenir que uma memaoria
seja capaz de interferir em outra. Além disso, também existem evidéncias da
participacado dessas células no processamento de memorias declarativas. Com base
nisso, nos levantamos a hipotese de que o aumento da neurogénese no giro
denteado seria capaz de proteger uma memoria hipocampo dependente da

interferéncia.
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2. JUSTIFICATIVA

Na vida cotidiana, passamos por diversos eventos de aprendizado em rapida
sucessao, isso proporciona as circunstancias para que diferentes memadrias possam
interagir entre si e, consequentemente, interferirem uma nas outras. Contudo, ainda
desconhecemos como uma memoria pode interagir com outra e causar a
interferéncia, assim como o que determina qual memoria sera esquecida e qual sera

lembrada.

Na maioria das vezes que nos referimos a memoria no dia-a-dia, estamos
falando de memodrias declarativas, aquelas lembrancas capazes de modelar o
mundo externo, referentes a conhecimentos do mundo e eventos da nossa vida
(SQUIRE, 2004). Essas memodrias também sao aquelas que estdo comprometidas
em diversas doengas neurodegenerativas (CHENG et al.,, 2014; DUDAI, 2002;
STANOJLOVIC et al., 2019). Em laboratorio, um dos modelos de memdrias
declarativas mais usados sao as memodrias de reconhecimento, mais precisamente,
de reconhecimento social e de objetos em roedores (BIALA, 2012; BIRD, 2017;
CLARKE et al.,, 2010; ENGELMANN; HADICKE; NOACK, 2011). O estudo da
neurobiologia dessas memoarias permite a compreensao de seu funcionamento em
situagdes fisioldgicas, o que permite a investigacdo de suas modificagdes durantes
patologias, e consequentemente, o0 wuso desse conhecimento para o

desenvolvimento de futuros tratamentos.

Ademais, a memoria social constitui uma caracteristica crucial para o
estabelecimento de relagbes intraespecificas e vida em sociedade (ARAKAWA et al.,
2008; KAVALIERS; CHOLERIS, 2017; OKUYAMA, 2017; SOKOLOWSKI et al.,
2010), logo, conhecer suas bases contribui para a compreensao dos mecanismos

por tras da relagao entre individuos.

Tanto a memoria social, quanto da memoria de reconhecimento de objetos
estdo sujeitas a interferéncia e fornecem um modelo adequado para que estudemos
esse fendmeno em laboratorio (ENGELMANN, 2009; ENGELMANN; HADICKE;
NOACK, 2011; PENA et al., 2014; PEREIRA-CAIXETA et al., 2017; PERNA et al.,
2015; RICHTER; WOLF; ENGELMANN, 2005; TANIMIZU et al., 2017; WANISCH,;
WOTJAK; ENGELMANN, 2008). A interferéncia é implicada como uma das
explicagbes do esquecimento (ALVES; BUENO, 2017; DAVIS; ZHONG, 2017,
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POLACK; JOZEFOWIEZ; MILLER, 2017; WIXTED, 2004), portanto, compreender as
bases neurais de como a interferéncia ocorre, nos da pistas dos mecanismos por

tras do esquecimento.

Paralelamente, os neurénios novos que nascem no hipocampo vem sendo
propostos como envolvidos nos processos capazes de minimizar a interferéncia
entre memorias e também em mecanismos dos esquecimento (FRANCA et al.,
2017; FRANKLAND; KOHLER; JOSSELYN, 2013; JOHNSTON et al., 2016; MILLER;
SAHAY, 2019; TUNCDEMIR; LACEFIELD; HEN, 2019; WEISZ; ARGIBAY, 2012),
apesar de a funcao dessas células novas ainda ndo serem bem compreendidas, por
conseguinte, ainda sao necessarios mais estudos afim de desvendar a relacéo da

neurogénese com a interferéncia entre memorias.

Além disso, nosso grupo de pesquisa vem mostrando ao longo dos anos que
a neurogénese esta envolvida no processamento da memoria social (GUARNIERI et
al.,, 2020; MONTEIRO et al., 2014; PEREIRA-CAIXETA et al., 2017, 2018; JAIMES
et al., submetido) mas os mecanismos pelo qual essa relagdo se da ainda ndo sao

bem compreendidos.

Diante do exposto, o presente trabalho se encaixa de forma a contribuir para
o entendimento das bases neurais de memdrias declarativas, da interferéncia entre
memorias, da funcdo dos neurbnios novos no cérebro adulto e para a relagdo entre
a neurogénese, o processamento de memoarias e a interferéncia entre elas. Assim

como para a continuagcédo de uma linha de pesquisa ja em andamento.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Investigar a interferéncia em memaorias dependentes do hipocampo e se esse
fendmeno pode ser revertido pela administracdo de um farmaco capaz de aumentar

a neurogénese.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar, em trés linhagens diferentes de camundongo, se a mudanga de um
ambiente enriquecido ou mais espagoso para um ambiente padrao € capaz
de interferir na consolidagao da memodria social;

o Verificar se o teste de suspensdao de cauda é capaz de interferir na
consolidacdo da memodria social e se esse efeito é restrito a uma janela de
tempo especifica em camundongos C57BL/6;

¢ Verificar se aprendizados dependentes do hipocampo sao capazes de causar
interferéncias entre si levando a prejuizos na aquisicdo ou consolidagao
dessas memorias em C57BL/6;

e Avaliar se a administracdo da memantina com o fim de aumentar a
neurogénese no giro denteado é capaz de proteger os tracos de memoaria da

interferéncia.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Todos os protocolos experimentais utilizados foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
(N° do protocolo: 3019/2019) (Anexo).

No primeiro conjunto de experimentos, nds utilizamos trés linhagens distintas
de camundongos (Swiss, CD1 e C57BL/6) as quais ja foram utilizadas em trabalhos
anteriores do nosso grupo com memoaria social (ALMEIDA-SANTOS et al., 2019;
GUARNIERI et al., 2020; GUSMAO et al., 2012; MONTEIRO et al., 2014; PENA et
al., 2014; PEREIRA-CAIXETA et al., 2017, 2018; CASTRO, dados n&o publicados).
Os animais experimentais eram machos com idades entre 7 a 12 semanas. Como
estimulo social, foram utilizados camundongos juvenis machos das mesmas
linhagens com idades entre 21 a 30 dias. Na segunda parte dos experimentos, nos
optamos por utilizar apenas animais C57BL/6 pensando na perspectiva de usarmos
ferramentas otimizadas para essa linhagem no futuro

Os animais da linhagem Swiss foram obtidos do Centro de Bioterismo
(CEBIO), enquanto os CD1 E C57BL/6 foram comprados do Biotério Central da
UFMG. Todos os animais foram mantidos no biotério de experimentagdo exclusivo
para camundongos do Departamento de Fisiologia e Biofisica da UFMG, onde
ficaram alojados em gaiolas padrao para camundongo (28cm x 17cm x 12cm), com
excecao dos animais em ambiente enriquecido ou caixa grande (item 4.2), mantidas
em uma estante ventilada (Alesco, Brasil) com temperatura ambiente (22+1°C) e
umidade (40-70%) controlados, ciclo claro-escuro 12/12 horas e agua e comida
disponiveis ad libitum.

ApOs a alocagao dos animais no biotério de experimentagao, foi mantido um
periodo de no minimo trés dias para o inicio dos experimentos afim de que os
camundongos se habituassem ao novo alojamento. Sempre que os animais foram
movidos para as salas onde ocorreram os experimentos, foi respeitado um periodo
de uma hora para que os animais se habituassem ao novo ambiente.

4.2 Condigoes de alojamento diferenciadas

Diferentes condi¢cdes de alojamento foram utilizadas afim de serem trocadas
para servirem como estimulo interferente da memdéria social. Os trés tipos diferentes

de ambientes foram: (1) ambiente enriquecido (AE) — composto por uma caixa
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grande (40cm x 33cm x 16cm) contendo diversos objetos, como rolos de papelao,
tocas, pegas de lego e tiras de papel celofane; (2) caixa grande (CG) — consistia na
mesma caixa utilizada no AE, porém sem os objetos; e (3) ambiente padrao (AP) —
composto pela caixa padrao de camundongos (28cm x 17xm x 12cm). Os animais
foram mantidos em AE ou CG por uma semana e trocados para o AP apds o treino

da memodria social afim de interferir na consolidagéao.

Nas trés condi¢cdes de alojamento, o assoalho foi coberto com maravalha. A
limpeza da caixa foi realizada duas vezes na semana, os mesmos objetos foram
utilizados ao longo do AE, com excecéao dos rolos de papelao que eram substituidos

por novos no dia da limpeza da caixa quando se encontravam roidos.

4.3 Ensaios comportamentais

4.3.1 Tarefa de reconhecimento social

A tarefa de reconhecimento social (RS) foi utilizada para acessar a memoria
de reconhecimento social (MRS). O protocolo seguido foi adaptado da primeira
versao proposta por Thor e Holloway em 1982 e ja descrito em outros trabalhos do
nosso grupo (GUARNIERI et al., 2020; GUSMAO et al., 2012; LUSCHER DIAS et al.,
2016; MONTEIRO et al., 2014; PENA et al., 2014; PEREIRA-CAIXETA et al., 2017,
2018).

O teste € composto por trés fases: habituagao, treino e teste (Figura 7). Cada
animal passou pela tarefa individualmente em um aparato que consistia de: (1) caixa
padrdao de camundongo (28cm x 17cm x 12cm) nova com o assoalho coberto de
maravalha, e (2) um cilindro de acrilico transparente contendo 60 orificios
igualmente espacados em sua parede e posicionado no centro da caixa. Todo o

aparato foi limpo com alcool 70% entre os treinos e testes dos diferentes animais.

Durante a habituagao foi permitido que os animais explorassem a nova caixa
contendo o cilindro vazio por 20 min. Imediatamente apds essa fase, o estimulo
social (camundongo juvenil) foi introduzido no cilindro para a sessao de treino, a qual
dura 5 min. (Figura 7. Superior). A memoria para o juvenil foi testada 24h depois do
treino na sessao de teste. O teste ocorreu da mesma forma que o treino e também

foi precedido pela habituagao (Figura 7. Inferior).
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Figura 7 - Tarefa de reconhecimento social. No primeiro dia da tarefa o animal experimental passa

por uma habituacdo de 20 min. ao aparato no qual sera realizado o teste e, em seguida, durante a
sessao de treino, o estimulo social é inserido no cilindro e pode ser explorado por 5 min. A memoéria
social de longo-prazo é testada 24h depois em uma sessdo de teste que é idéntica ao treino e

precedida pela habituagao.

Com o auxilio de um cronébmetro de méo, a variavel quantificada durante o
treino e teste foi o tempo de exploragdo social, ou seja, o tempo que o animal
experimental passou explorando o estimulo social, que é padronizada como os
momentos em que o camundongo mantém seu focinho e/ou vibrissas nos orificios

do cilindro.

Foram excluidos das analises finais, animais que exploraram menos do que
20s no treino. Esse tempo foi considerado como insuficiente para que o animal tenha
a formagdo da MRS. Também foram eliminados animais que tiveram contratempos
durante a tarefa (ex: fuga do estimulo social, troca do juvenil no dia do teste,
auséncia de exploragao do ambiente/juvenil durante a tarefa).

Foi calculado um indice de reconhecimento social (IRS) de acordo com a

féormula:
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Tempo de explora ¢ao social no teste

IRS =

Tempo de explora ¢io social no treino +no teste

O IRS foi comparado com o valor da chance de exploragao do animal juvenil se esse
é tido como uma novidade, ou seja 0,5 (50%). Consideramos que um grupo
experimental possuia a MRS quando a média do seu IRS era significativamente
menor do que 0,5 (GUARNIERI et al., 2020; PEREIRA-CAIXETA et al., 2018).

4.3.2 Teste de suspenséo pela cauda

O teste de suspenséo pela cauda (TSC) € uma tarefa amplamente utilizada
para avaliar o comportamento do tipo depressivo (GUARNIERI et al., 2020; STERU
et al.,, 1985), mas no presente trabalho utilizamos o TSC como um estimulo
estressante afim de tentar interferir retroativamente na MRS (PEREIRA-CAIXETA et
al., 2017).

O TSC consistiu em suspender individualmente os animais experimentais pela
cauda e fixa-los, com auxilio de fita adesiva, a uma estrutura posicionada a 60 cm do
chao durante um periodo de 6 min (Figura 8) (GUARNIERI et al., 2020; STERU et
al., 1985).

Figura 8 - Desenho esquematico da posicdo do camundongo durante o TSC.

4.3.3 Tarefa de reconhecimento de objeto novo

A tarefa de reconhecimento de objeto novo (RON) foi utilizada para acessar a
memoria de reconhecimento de objeto (MRO). O protocolo seguido foi de acordo
com o publicado por Gresack e Frick (2006) (também utilizado por FERNANDEZ et
al., 2008; PEREIRA et al., 2014).
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O teste & composto por trés fases: habituagao, treino e teste (Figura 9). Cada
animal passou pela tarefa individualmente em um aparato que consistia de: (1) uma
caixa preta com as dimensdes de 50cm x 30cm x 16¢cm, e (2) dois pares de objetos,
um consistia em potes de vidro transparente no formato de um paralelepipedo,
contendo areia cinza no seu interior, e o outro par de objetos eram garrafas
cilindricas de vidro transparente na cor roxa contendo liquido em seu interior e uma
tampa verde. Todo o aparato foi limpo com alcool 70% entre os treinos e testes dos

diferentes animais.

Durante o primeiro dia do protocolo os animais foram habituados
individualmente por 5 min. na caixa preta vazia (Figura 9. Superior). A sessao de
treino ocorreu 24h depois, primeiramente os animais passaram por 1 min. de
rehabituagdo a caixa preta vazia, em seguida, os objetos foram posicionados na
caixa de modo que ficassem igualmente espacados da parede e do centro. Foi
permitido que o animal experimental explorasse ambos objetos até que a soma da
exploragdo dos dois objetos fosse de 30s (Figura 9. Meio). A sessdo de teste
ocorreu 24h depois do treino e também foi precedida por uma rehabituagcado de 1
min. a caixa preta. Para a sessao de testes, um dos objetos utilizado no treino foi
substituido por um novo objeto do par que nao foi empregado no treino. Entretanto a
posicdo dos objetos ndo variou entre treino e teste. Foi permitido que o animal
experimental explorasse ambos objetos até que a soma da exploragdo dos dois
objetos fosse de 30s (Figura 9. Inferior). O lado em que o objeto novo foi

posicionado foi contrabalanceada entre os animais.

A exploracado dos objetos e o tempo total da sessao de treino e teste foram
quantificados com o auxilio de cronbmetros de mao. A exploracdo dos objetos foi
padronizada como o posicionamento da cabega do individuo em direcdo ao objeto
dentro de um raio de ~2cm ao redor dele. Nao foi contado como exploragao quando
0 animal se apoiava com as patas dianteiras no objeto e as traseiras no assoalho da
caixa (rearing) (D’'ISA; BRAMBILLA; FASANO, 2014).

Para a analise da memodria, a média de cada grupo para o tempo de
exploragdo de cada objeto foi comparada com a chance de investigagao dos itens
caso ambos fossem desconhecidos, ou seja 50% do tempo total de exploragao

(15s). Consideramos que o grupo tinha a MRO quando a média da investigacédo do
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objeto familiar era significantemente menor do que 15s e a do objeto novo,
significantemente maior do que 15s (FERNANDEZ et al., 2008; GRESACK; FRICK,
2006; PEREIRA et al., 2014).

Habituacao (5 min)

24h Treino

Habituacao (1 min) (até 30s de exploragao dos objetos)

Teste
(até 30s de exploragdo dos objetos)

Habituacao (1 min)

Figura 9 - Tarefa de reconhecimento de objeto novo. No primeiro dia o animal é habituado por 5 min.
a caixa vazia onde a tarefa sera realizada. (superior). 24h depois, o individuo é rehabituado por 1 min.
a caixa vazia. Em seguida, um par de objetos idénticos s&o inseridos para a sessdo de treino, que
dura até que a soma da exploragdo dos dois objetos pelo animal seja de 30s (meio). 24h depois, 0
animal é rehabituado por 1 min. a caixa vazia. Em seguida, um par de objetos € inserido na caixa
para a sessao de teste. Dessa vez, um dos objetos familiares é substituido por um novo. O teste dura

até que a soma da exploragéo dos dois objetos seja de 20s (inferior).
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4.3.4 Caixa locomotora

A caixa locomotora consiste em um aparato composto por monitores de
atividade locomotora (LE8811 IR Motor Activity Monitors), que compreendem uma
unidade controle acoplada a um plano com sensores de infravermelho localizados
ao redor da caixa com dimensdes de 23cm x 23cm x 35cm. Esse sistema é
controlado pelo programa ACTITRACK (v2.7.13), que possibilita a determinagéo da
posicdo do sujeito experimental ao longo do tempo, permitindo a avaliacédo de

diversos parametros.

Os animais passaram por uma sessao de 5 minutos na caixa para a avaliacéo
da locomocéo e atividade exploratéria. Para isso, os seguintes dados foram levados
em consideragao: distancia percorrida total, distancia percorrida ao longo da sessao
(avaliacédo em blocos de 1 min.) e numero total de rearings (ou exploragao vertical,
se refere ao comportamento no qual os roedores se levantam mantendo apenas as
patas traseiras no assoalho). A caixa teve seu assoalho e paredes limpas com alcool

70% entre as sessdes com os diferentes sujeitos.
4.4 Tratamento com memantina

A memantina (MEM) é uma droga utilizada clinicamente no tratamento da
doenca de Alzheimer e que apresenta beneficios em casos moderados a severos
(ALAM et al., 2017; JOHNSON; KOTERMANSKI, 2006; MAEKAWA et al., 2009).
Seu principal mecanismo de agédo é o antagonismo dos receptores glutamatérgicos
NMDA (NMDAR). A MEM ¢ classificada como um bloqueador de canal aberto,
porque atua nos NMDAR entrando em seus canais, apds sua abertura, e
bloqueando o fluxo de corrente (ALAM et al., 2017; JOHNSON; KOTERMANSKI,
2006).

Diferentes grupos de pesquisa reportaram aumento da proliferagdo celular e
da neurogénese hipocampal apdés a administracdo desta droga em roedores,
fazendo com que ela fosse usada posteriormente como um método para a
manipulacédo da neurogénese (AKERS et al., 2014; ISHIKAWA et al., 2014, 2016;
MAEKAWA et al., 2009; JAIMES et al., submetido).

No presente trabalho, a memantina (cloridrato de memantina 10mg;

Eurofarma, Brasil) foi injetada em uma dose unica de 25 mg/kg i.p. (AKERS et al.,
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2014; ISHIKAWA et al., 2016; JAIMES et al., submetido) dissolvida em salina 0,9%
com o objetivo de aumentar a neurogénese hipocampal. Os animais do grupo
controle receberam o volume equivalente de salina 0,9%. Ambos o0s grupos

passaram pela eutanasia no oitavo dia apds a administracdo da droga ou controle.
4.5 Imunohistoquimica

ApoOs os experimentos, os animais passaram pela perfusdo intra-cardiaca
(Figura 10). Para isso eles receberam uma injecao letal com cetamina (100mg/kg) e
xilazina (10mg/kg) e tiveram a sensibilidade a dor averiguada pelo reflexo de retirada
da pata. Na auséncia de sensibilidade, eles tiveram o coragao perfundido com 10 mL
de tampéao fosfato e salina 0,01M (PBS 0,01M: Na2HPO4 10mM, KH2PO4 1,8 mM,
NaCl 137mM, KCI 2,7mM; pH=7.4) seguidos de formaldeido 4% (m/v) em PBS
0,01M (FA 4%).

Imediatamente apds a perfusao, os cérebros foram removidos e armazenados
em FA 4% por 24h. Em seguida, eles foram transferidos para uma solugdo de

sacarose 30% (m/v) em PBS 0,01M, onde permaneceram até serem fatiados.

Com o auxilio de um criostato, foram obtidas fatias de 40um das regides do
hipocampo dorsal (HD) e ventral (HV) (Figura 10). As fatias foram armazenadas em
solugao crioprotetora (sacarose 30% m/v, polivinilpirrolidona PVP 1% m/v, PBS

0,01M 50% v/v e etileno glicol 30% v/v) até o ensaio de imunohistoquimica (IHQ).

A IHQ foi feita para marcar células positivas para a doublecortina (DCX)
(Figura 10). A DCX ¢é uma proteina associada a microtubulos expressa
exclusivamente em neurdnios novos e, portanto, utilizada como marcador para esse
tipo celular (PLUMPE et al., 2006; RAO; SHETTY, 2004).

O protocolo da IHQ foi realizado em uma placa de 24 pogos com o auxilio de
pipetas de Pasteur de vidro. Foi padronizado a utilizagao de 10 fatias de hipocampo
(5 do dorsal e 5 do ventral) por pogo, sendo que cada pogo correspondia a um
animal. As fatias passaram por oito lavagens de 5 min. com PBS 0,01M e em
seguida foram submetidas a temperatura de ~70°C na estufa por 30 min. em uma
solugao de Citrato 10 mM (pH=6.0). Depois disso as fatias foram lavadas com PBST
0,01% (Solugéo de PBS 0,01M e triton 0,1% v/v) por trés vezes de 5 min. e com

PBS 0,01M por trés vezes de 2 min. Em seguida foi feito o bloqueio da peroxidase
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enddégena passando as fatias por uma solugdo de H202 1% m/v por 15 min. Apés
isso as fatias foram lavadas em PBS 0,01M por trés vezes de 2 min. e deixadas
incubando por 12h em BSA 5% em PBST 0,03% a ~4°C. Em seguida, sem retirar
essa solugao, foi adicionado o anticorpo primario anti-DCX feito em goat (SC-8066;
Santa Cruz, USA) na concentragcdo de 1:200uL, que ficou incubado por 48h a ~4°C.
Apos isso, as fatias foram lavadas em PBST 0,01% por trés vezes de 2 min. e
incubadas com o anticorpo secundario biotinilado anti-goat (BA-5000; Vector
Laboratories, USA) na concentracdo de 1:500uL em BSA 5% em PBST 0,3% por
24h a ~4°C. Em seguida, as fatias foram lavadas por trés vezes de PBST 0,1%,
seguida da incubagédo com o AB (1 gota de A, 1 gota de B para 5 mL de PBS 0,01M)
(PK-4000, Vector Laboratories, USA). Apos isso, as fatias foram lavadas por trés
vezes de 2 min. em PBS 0,01M e finalmente coradas com uma solugdao de DAB-
Niquel (0,2 mg/mL de 3,3'-Diaminobenzidine (DAB), 25 mg/mL de Sulfato de Niquel,
0,083 pL/mL de H202 em Tris HCI 0,05M). Em seguida, elas foram lavadas por trés
vezes de 5 min. em PBS 0,01M e montadas em laminas previamente gelatinizadas.
As laminas foram deixadas secando por 24h e entdo foram diafanizadas, cobertas

com o meio de montagem e laminula para a observacédo no microscopio (Figura 10).

Perfusao Retirada Obtencao de fatias
do cérebro

2

Hipocampo Hipocampao
Dorsal Ventral
Ensaio de IHQ anti-DCX Reconstrucdo do GD com o Photoshop

g 1] | Analises
D — | da lHQ

Obtencao de fotos do
GD no microscépio
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Figura 10 - Sequéncia de métodos para a quantificagdo da neurogénese. Apds os experimentos
comportamentais, os animais foram anestesiados e passaram pela perfusdo cardiaca seguida de
retirada dos cérebros. Posteriormente, com o auxilio do criostato, foram obtidas fatias contendo os
hipocampos dorsal e ventral. Essas fatias foram utilizadas para o ensaio de imunohistoquimica (IHQ)
anti-doublecortina (DCX), uma proteina presente apenas nos neurdnios novos. Mais tarde, os giros
denteados (GD) foram fotografados com o auxilio de um microscopio no aumento de 40x. As fotos
foram utilizadas para reconstrugdo do GD por inteiro e posterior andlise do nimero de células

marcadas/ area usando o software Fiji.

4.6 Aquisi¢cao das imagens

O giro denteado (GD) dos hipocampos dorsal e ventral foram fotografados
nos aumentos de 5x e 40x no microscopio de luz Axiolmager M2-Zeiss System com
o auxilio do software Carl Zeiss Axiovision 4.8 (Figura 10).

Com o auxilio da ferramenta photomerge do Adobe Photoshop, todas as fotos
do aumento de 40x de uma mesma fatia foram utilizadas para a reconstrucao de
uma imagem unica de todo o giro denteado (Figura 10). A imagem resultante foi
utilizada posteriormente para a analise das células marcadas.

4.7 Analise das imagens

A analise das imagens foi feita com o auxilio do software Fiji (SCHINDELIN et
al., 2012) (Figura 10). O Fiji (Fiji Is Just ImageJ) € uma versdo aprimorada do
programa de codigo aberto, amplamente utilizado pela comunidade cientifica,
Imaged (SCHINDELIN et al., 2015; SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012). O Fiji
se diferencia basicamente por atualizar a arquietura por tras do ImagedJ afim de
facilitar o desenvolvimento de novas solucdes para a analise de imagens biologicas
(SCHINDELIN et al., 2012).

Para a quantificacdo do numero de células positivas para a marcagao anti-
DCX por area, a foto montada foi aberta no Fiji e teve seu tipo alterado para 8-bit
(Figura 11.A). A camada granular do GD foi delimitada e teve a medida de sua area
analisada pelo software (Figura 11.B). A imagem teve seu brilho aumentado
(padronizagao na redugao do valor do maximum até 75) (Figura 11.C) afim de criar
um contraste maior entre as células e o background do tecido para reduzir 0 numero
de falsos positivos durante a analise. Em seguida, houve a exclusado de particulas
escuras menores do que 10um (Figura 11.D) e a passagem de um threshold de 0 e

100 (Figura 11.E). Finalmente, foi utilizada a ferramenta analyze particles (Figura

46



11.F), que é capaz de informar o numero de células marcadas (DCX+) dentro da

area delimitada.

Foram analisadas no minimo 3 fatias de cada porgdo do hipocampo (dorsal e

ventral) por animal, sendo que o valor do numero de células DCX+ por area de cada

individuo foi a média do valor obtido entre as fatias analisadas.

Figura 11 - Andlise do numero de células DCX+ utilizando o software Fiji. (A) Foto a ser analisada
aberta no programa. (B) Delimitagdo das camadas granular e subgranular do GD (circundada em
amarelo). (C) Aumento do brilho da imagem. (D) Remogao de particulas escuras <10 um. (E)

Aplicagéo do threshold. (F) Contagem das particulas.
4.8 Anadlise estatistica

Os dados obtidos passaram pelo teste de normalidade Kolgomorov-Smirnov
no software MINITAB (Versdo 14) (ENNOS, 2012). Nao foram detectados grupos
que apresentaram distribuicdo fora da normalidade. Portanto, todos os resultados

foram expressos como média * erro padrédo da média (EPM). Todos os testes foram
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executados com o auxilio do software GraphPad Prism 8, considerando o nivel de

significancia a=0,05.

Para a analise do IRS e do tempo de exploragdo dos objetos familiar e novo
foi utilizado o teste t de uma amostra para comparagcdo das médias de IRS com o
valor tedrico de 0,5 (item 4.3.1) e do tempo de exploragdo com o valor da chance de
15s (item 4.3.3). Para demais comparagdes (tempo de duragéo dos treinos e teste,
tempo de exploragédo do juvenil no treino, n° de células DCX+, distancia percorrida
total, numero de rearings) contendo apenas uma variavel e dois grupos, foi utilizado

o teste t de Student.

No caso da presenca de duas variaveis (exploragcdo dos objetos na direita e
na esquerda e distancia percorrida min. a min. por mais de um grupo), foi utilizado o
ANOVA de duas vias. Analises post-hoc foram executadas conforme a necessidade

e estdo mencionadas nos resultados. Nesses casos utilizamos o teste de Bonferroni.
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5. RESULTADOS
5.1 A mudanc¢a de ambiente nao é capaz de interferir na meméria social

de longa duragao

Primeiramente, quantificamos a memdria social em trés linhgens diferentes de
camundongos (Swiss, CD1 e C57BL/6). Esses animais passaram apenas pelo treino
(TR) e teste (TT) da memodria social de longo prazo (Figura 12.A). Como esperado,
0s animais das trés linhagens apresentaram a MRS de 24h. Isso foi demonstrado
pela diferenga significativa da média do IRS quando comparado com o valor
hipotético de 0,5 (Figura 12.A) (teste t de uma amostra; Swiss: t=3,883, P=0,0017;
CD1: t= 3,606, P=0,0057; C57BL/6: t=5,157, P=0,0006). A evidéncia da capacidade
desses animais de formarem a MRS de longo prazo também foi apoiadas pela
diferenga no tempo de exploragao do individuo social entre o TR e o TT para as trés
linhagens (Figura 12.B-D) (teste t pareado; Swiss: t=4,945, P=0,0002; CD1: t=3,433,
P=0,0075; C57BL/6: t=7,341, P<0,0001).

A seguir, nos perguntamos se a mudanca de ambiente, de uma condigéo
enriquecida para uma condicido padrao seria capaz de interferir na consolidagao da
memoria social. Os camundongos das trés linhagens foram divididos em dois
grupos. Um deles ficou alojado por uma semana em ambiente enriquecido (AE), e o
outro, em uma caixa grande (CG). No sétimo dia os animais passaram pelo TR da
MRS e em seguida passaram pela mudanga de caixa como estimulo interferente. A
partir desse momento, todos os animais de ambos os grupos foram alojados em
ambiente padrao. A memoria social foi testada 24h depois do TR no TT (Figura
13.A). De forma geral, a mudanca de alojamento nao foi um estimulo suficiente para
causar a interferéncia na memdria social, ja que os grupos ambiente enriquecido e
caixa grande de todas as linhagens apresentaram a memoria social de longo prazo
(Figura 13.B) (teste t de uma amostra; Swiss: AE: t=2,723; P=0,0198; CG: t=2,940,
P=0,0096; CD1: AE: t=0,0254, P=0,0254; CG: t=2,014; P=0,0749; C57BL/6: AE:
t=3,194, P=0,0109; CG: t=3,194, P=0,0481).
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Figura 12 — Camundongos das linhagens Swiss, CD1 e C57BL/6 sdo capazes de formar a memoéria

social de longo prazo. Desenho experimental: diferentes linhagens de camundongo passaram pelo
treino do reconhecimento social (TR) seguido 24h depois pelo teste (TT). (A) indice de
reconhecimento social de cada grupo contrastado com o valor teérico de 0,5 no TT RS 24h. Os
grupos sao considerados como tendo a MRS quando apresentam média significativamente menor do
que 0,5. *diferente de 0,5; P<0,05. (B-D) Tempo de exploragdo no TR e TT de camundongos Swiss
(B), CD1 (C) e C57BL/6 (D). *diferente do treino; P<0,05.
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Figura 13 - A mudanga de ambiente, de uma condigao enriquecida para uma padrao, nao é capaz de
interferir na memoaria social de longa duracédo. (A) Desenho experimental: os animais foram alojados
em ambiente enriquecido ou na caixa grande por uma semana, no sétimo dia eles passaram pelo
treino (TR) da memdria social e em seguida foram transferidos para o ambiente padrédo, onde foram
mantidos até o teste (TT) da memdria social, 24h apdés o TR. (B) Todos os grupos parecem ter a

memoaria social de longo prazo. *diferente de 0,5; P<0,05.

5.2 O teste de suspensao pela cauda nao causa interferéncia retroativa

na memdria social de camundongos C57BL/6

Resultados prévios de nosso laboratério mostraram que o TSC é capaz de
causar a interferéncia retroativa na MRS, quando apresentado 6h apds a
aprendizado em camundongos da linhagem Swiss (PEREIRA-CAIXETA et al,
2017). No6s nos perguntamos se esse efeito também aconteceria em animais
C57BL/6 e se ele seria restrito a alguma janela temporal especifica durante a
consolidagéo (ex: 6h apds o treino), visto que as interferéncias tém efeitos diferentes

de acordo com o horario em que s&o apresentadas (Figura 5).
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Os animais foram distribuidos em cinco grupos: grupo controle sem
interferéncia (Sl) e grupos interferéncia pelo TSC imediatamente (Oh), 3h, 6h ou 12h
ap6s o treino. Os horarios das intervengbes foram escolhidos com base em
resultados prévios da literatura (Figura 5). O grupo controle passou apenas pelo
treino (TR) e, 24 horas depois, pelo teste (TT) do RS, retornando para as suas
caixas durante o intervalo entre TR e TT. Os grupos experimentais passaram pelo
TR, seguido pelo TSC em diferentes horarios de acordo com seu grupo, € pelo TT
24h depois do TR. Os animais retornaram para suas caixas nos intervalos entre TR
e TSC e TSC e TT (Figura 14.A).
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Figura 14 - O teste de suspensao pela cauda ndo causa interferéncia retroativa na memaria social de
camundongos C57BL/6. (A) Desenho experimental: em preto o grupo controle sem interferéncia (Sl)
que passou apenas pelo treino (TR) seguido pelo teste (TT) da memaria social; em verde os grupos
com interferéncia pelo teste de suspenséo de cauda (TSC) que passaram pelo TR seguido pelo TSC
(Oh, 3h, 6h ou 12h apds o TR) e pelo TT 24h depois do TR. (B) indice de reconhecimento social de
cada grupo contrastado com o valor teérico de 0,5. Os grupos séo considerados como tendo a MRS
quando apresentam meédia significativamente menor do que 0,5. *P<0,05. Os valores apresentados

acima das barras indicam os demais valores de P.

Os resultados mostraram que os grupos Sl, Oh e 6h tiveram a média do IRS
significativamente diferente de 0,5 (teste t de uma amostra; Sl: t=5,117, P=0,0022;
Oh: t=2,820, P=0,0478; 6h: t=3,358, P=0,153), ou seja, esses grupos foram capazes
de lembrar do juvenil durante o TT, isso quer dizer que o TSC néao foi capaz de
interferir na MRS quando apresentado imediatamente ou 6h apdés o TR (Figura

14.B). Na analise estatistica, os grupos 3h e 12h obtiveram valor de P muito préoximo
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do limite 0,05 (3h: t=2,265, P=0,0641; 12h: t=2,435, P= 0,0590), dessa forma, nés
interpretamos que a probabilidade de haver significancia estatistica, caso houvesse
o0 aumento do tamanho da amostra, seria grande (Figura 14.B). Portanto, concluimos
que o TSC também nao foi capaz de interferir na MRS quando apresentado nestes

tempos.

5.3 A meméria social é suscetivel a interferéncia proativa pelo

aprendizado no treino do reconhecimento de objeto novo

Ja que ndo conseguimos observar uma interferéncia na memoria social pelo
TSC, nos perguntamos se um aprendizado que depende de substratos neurais em
comum com a MRS seria capaz de interferir nessa memoaria. Para responder essa
pergunta, testamos tanto a possibilidade de uma interferéncia retroativa (IR) quanto
de uma interferéncia proativa (IP). A janela de tempo de 3h foi escolhida com base
na literatura (Figura 5) (ENGELMANN, 2009; ENGELMANN; HADICKE; NOACK,
2011; PENA et al., 2014; PERNA et al., 2015). Para isso tivemos dois grupos: IR: os
animais passaram pelo TR do RS, 3h depois pelo TR do reconhecimento de objeto
novo (RON), a MRS foi testada 24h depois do TR RS durante o TT RS; IP: os
animais foram submetidos ao TR RON e 3h depois ao TR RS, a memdria foi testada
24h depois do TR RS no TT RS (Figura 15. A).

O grupo IR teve a MRS intacta no teste 24h depois (teste t de uma amostra;
t=3,362, P=0,0152), enquanto o IP nao apresentou memoria (teste t de uma
amostra; t=0,8729, P=0,4227) (Figura 15.B). Consequentemente, nés concluimos
que o aprendizado do RON foi capaz de interferir proativamente na aquisi¢cao da
MRS durante TR RS.

As analises para o tempo de duragdo do TR RON (teste t ndo pareado;
t=0,9026; P=0,3786) nao revelaram diferengas entre os grupos. O ANOVA de duas
vias indicou diferenga entre a exploragdao dos objetos no TR RON (F(1, 28)=7,766,
P=0,0095; Interacdo: F(3, 28)=0,5500, P=0,6523; Grupos: F(3, 28)=0,000,
P>0,9999), mas o pos-teste de Bonferroni ndo detectou diferengas significantes

(Figura 15.B Graficos menores).
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Figura 15 - A memdria social é suscetivel a interferéncia proativa pelo aprendizado no treino do
reconhecimento de objeto novo. (A) Desenho experimental: em azul o grupo interferéncia retroativa
(IR), o treino para a tarefa de reconhecimento de objeto novo (RON) é feito 3h apds o treino para o
reconhecimento social (TR RS); em rosa o grupo interferéncia proativa (IP), o TR RON é feito 3h
antes do TR RS. Ambos grupos s&o testados para a memoaria social 24h apés TR RS na sessao de
teste (TT RS). (B) indice de reconhecimento social (IRS) dos grupos IR e IP. Os graficos menores
mostram a duracéo e a exploracdo dos objetos na direita e na esquerda do TR RON. (C) Desenho
experimental: em branco o grupo sem interferéncia (Sl) e em azul o grupo IR imediatamente apés TR
RS. Ambos os grupos passaram pelo TR RS e 24h depois pelo TT RS. O grupo IR passou pelo TR
RON imediatamente ap6és TR RS. (D) IRS dos grupos Sl e IR. Os graficos menores mostram a

duracéo e a exploragdo dos objetos na direita e na esquerda durante o TR RON. *P<0,05.

Ademais, nos perguntamos se a auséncia da IR nao teria sido por causa da
janela de tempo de 3h escolhida com base na literatura, j4 que a interferéncia
retroativa é amplamente relatada (Figura 5) (ENGELMANN, 2009; ENGELMANN;
HADICKE; NOACK, 2011; PENA et al., 2014; PEREIRA-CAIXETA et al., 2017;
PERNA et al., 2015; RICHTER; WOLF; ENGELMANN, 2005; TANIMIZU et al., 2017;
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WANISCH; WOTJAK; ENGELMANN, 2008) e nossa hipotese inicial era que
seriamos capazes de observa-la acontecendo nesse modelo. Para testar isso,
expusemos os animais a IR (TR RON) imediatamente apdés o TR RS, a MRS foi
avaliada 24h apés TR RON. O grupo controle (SlI) passou apenas pelo TR e TT RS
(Figura 15.C).

Em suporte aos resultados anteriores, nés observamos que o RON ndo foi
capaz de interferir retroativamente na MRS, ja que ambos grupos, Sl e IR, foram
capazes de lembrar do estimulo social 24h depois, como revelado pelo teste t de
uma amostra (SlI: t=2,825, P=0,0223; IR: t= 4,001, P=0,0052) (Figura 15.D). Como
esperado, a analise para o para o tempo de exploracdo de cada objeto (teste t
pareado; t=0,4286, P=0,6811) durante o TR RON do grupo IR mostraram que nao
houve diferenga entre os objetos posicionados na direita (D) e na esquerda (E)
(Figura 15.D inferior). Em conclusédo, o RON foi capaz de interferir na MRS apenas

quando apresentado antes da aquisicdo dessa memoria social.

5.4 A memoéria de reconhecimento de objeto é suscetivel a interferéncia

proativa pelo aprendizado social

Desde que observamos no experimento anterior que o aprendizado da tarefa
de RON era capaz de interferir na aquisigdo da MRS, nds nos perguntamos se o
contrario também seria capaz de acontecer. Isto €, se a MRS seria capaz de
interferir na MRO.

Para investigarmos isso tivemos dois grupos: IR: os animais passaram pelo
TR RON, seguido pelo TR RS 3h depois; IP: os animais passaram pelo TR RS,
seguido pelo TR RON 3h depois. A MRO foi testada em ambos os grupos numa
sesséo de teste (TT RON) 24h depois do TR RON (Figura 16.A).

As médias do tempo de exploragdo dos objetos familiar e novo durante o TT
RON foram contrastados com o valor da chance de exploragdo dos objetos caso
ambos fossem novos (50%, ou seja, 15s). O teste t de uma amostra revelou que o
grupo IR explorou significativamente mais do que 15s o objeto novo (t=3,844,
P=0,0039) e menos do que 15s o objeto familiar (t=3,844, P=0,0039). Diferente do
que IP, no qual ndo houve diferenga significativa (Novo: t=1,894, P= 0,1001;
Familiar: t=1,894, P=0,1001) (Figura 16.B).
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Como esperado, os grupos néo diferiram um do outro no tempo de duragao
do TR RON (teste t ndo pareado; t=0,01124, P=0,9912) e TT RON (teste t ndo
pareado; t=1,042, P=0,3127). Também n&do houve diferengca nos tempos de
exploracéo dos objetos da D e da E durante TR RON (ANOVA de duas vias seguido
do post-hoc Bonferroni; Interagao: F(1, 16)=1,210, P=0,2876; Objeto: F(1, 16)=4,173,
P=0,0579; Grupo: F(1,16)=0,000, P>0,9999) (Figura 16.B). Em sintese, nossos
resultados mostram que o aprendizado social foi capaz de interferir na MRO apenas

quando apresentado antes da aquisicdo dessa memoria.
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Figura 16 - A memdria de reconhecimento de objeto é suscetivel a interferéncia proativa pelo
aprendizado social. (A) Desenho experimental: o grupo interferéncia retroativa (IR), em azul, passou
pelo treino do reconhecimento de objeto novo (TR RON) e 3h depois pelo treino do reconhecimento
social (TR RS); o grupo interferéncia proativa (IP), em roxo, passou pelo TR RS e 3h depois pelo TR
RON. Ambos os grupos tiveram a memoaria de reconhecimento de objeto avaliada 24h depois do TR
RON numa sessado de teste (TT RON). (B) Superior: tempo de duragdo do TR RON, tempo de
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exploragéo dos objetos da direita (D) e da esquerda (E) durante TR RON) e tempo de duragdo do TT

RON; Inferior: tempo de exploragédo dos objetos novo e familiar durante TT RON. *P<0,05.

5.5Nao é possivel detectar aumento da neurogénese 8 dias apdés a

administracao da memantina

Nés formulamos a hipotese de que o aumento da neurogénese no giro
denteado (GD) do hipocampo talvez fosse capaz de prevenir a interferéncia proativa
observada. Afim de testar essa hipdtese, escolhemos como meétodo capaz de
aumentar a neurogénese, o antagonista de receptores NMDA, memantina (item 4.4).
No primeiro dia do desenho experimental, um dos grupos experimentais recebeu
uma dose unica de memantina (25 mg/kg i.p.) (MEM), enquanto o grupo controle
recebeu salina (SAL) em um volume equivalente. N6s aguardamos um periodo de 7
dias entre a administragdo da droga e o inicio dos experimentos comportamentais.
Os animais passaram pelo TR RON como estimulo de interferéncia e, 3h depois,

pelo TR RS, 24 horas depois a meméoria foi testada no TT RS (Figura 17.A).

Diferente do que esperavamos, nenhum dos grupos teve a memoria social
(teste t de uma amostra; SAL: t=2,129, P=0,0773; MEM: t=3538, P=0,7379) (Figura
17.B). As analises do tempo de duragéo (teste t ndo pareado; t=0,9546, P=0,3603) e
da exploracao dos objetos durante o TR RON (ANOVA de duas vias; Interacao: F(1,
11)=0,04840, P=0,8299; Objeto: F(1, 11)=1,062, P=0,3249; Droga: F(1, 11)=0,000,
P>0,9999) nao revelaram diferengas entre os grupos (Figura 17. B graficos
menores). Surpreendentemente, o teste t ndo pareado detectou uma diferenga entre
a exploragao social durante o treino, sendo que o grupo MEM investigou menos o
animal juvenil do que o grupo SAL (t=3,504, P=0,0049) (Figura 17.B grafico menor

inferior).

Devido a reducao da exploracao social durante o TR RS no grupo MEM, nés
decidimos avaliar a fungdo locomotora de animais que receberam essa droga, para
testar a hipétese de que a redugéo da investigagao social pudesse ser devido a um
possivel prejuizo na locomocgé&o. Para isso, um grupo recebeu memantina como no
experimento anterior e outro grupo recebeu salina. Esses animais foram testados na
caixa locomotora 7 dias depois da injecdo. Nao houveram diferengcas no total de
distancia percorrida (teste t ndo pareado; t=0,4290, P=0,6749), nem no numero de

rearings (teste t ndo pareado; t=0,5790, P=0,5725), e nem na dindmica da distancia
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percorrida ao longo da sessdo (ANOVA de duas vias; Interagédo: F(4, 52)=1,039,
P=0,3959; Tempo: F(4, 52)=0,2206; Droga: F(1, 13)=0,1818, P=0,6768) (Figura
17.E). Esses dados, nos permitiram concluir que a MEM nao reduz a exploragao

social por déficit locomotor.

Os animais que passaram pela tarefa de RS tiveram seus cérebros
perfundidos, retirados e fatiados para a obtencdo de secgdes contendo os
hipocampos dorsal e ventral. Essas fatias foram posteriormente submetidas a
imunohistoquimica para a marcacdo da DCX, permitindo a quantificacdo dos
neurénios novos no GD do hipocampo. Inesperadamente, néo foi possivel detectar
aumento dos neurbnios novos nem no hipocampo dorsal (teste t ndo pareado;
t=0,2905, P=0,7788) (Figura 17.C), nem no ventral (teste t ndo pareado; t=1,140,
P=0,2874) (Figura 17.D).

Alguns experimentos na literatura mostram efeitos do aumento da
neurogénese quando o estimulo neurogénico € aplicado apds o treino da tarefa
comportamental (AKERS et al., 2014; EPP et al., 2016). Com o intuito de testar a
hipétese de que esse n&o seria 0 caso no nosso experimento, outro grupo de
animais passou pelo TR RON, seguido 3h depois pelo TR RS e 24h depois recebeu
a administracao de MEM ou SAL. A MRS foi testada 6 dias apés a injecao (Figura
17.F superior). Novamente, nenhum dos grupos foi capaz de se lembrar do juvenil
(teste t de uma amostra; SAL: t=0,4406, P=0,6749; MEM: t=1,290, P= 0,2380)
(Figura 17.F). Ndo houveram diferencas no tempo de duracdo do TR RON
(t=0,8026, P=0,4366), na exploragcao dos objetos (ANOVA de duas vias; Interagao:
F(1, 13)=0,8531, P=0,3725; Objetos: F(1, 13)= 4,645, P=0,0505; Droga: F(1, 13)=
0,000, P>0,999) e na exploragdo social durante TR RS (teste t ndo pareado;
t=0,041196, P=0,9672).

Em sintese, podemos concluir com base nesses resultados que a memantina
nao foi capaz de aumentar a neurogénese durante a janela de tempo de 8 dias.
Além disso, ela nao foi capaz de prevenir o TR RON de interferir proativamente no

aprendizado da memdria social.
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Figura 17 - Nao é possivel detectar aumento da neurogénese 8 dias apds a administragdo da
memantina. (A) Desenho experimental: no primeiro dia do protocolo os animais receberam salina
(SAL) ou memantina (MEM), 7 dias depois eles passaram pelo treino do reconhecimento de objeto
novo (TR RON), seguido 3h depois pelo treino do reconhecimento social (TR RS), 24h depois eles
foram submetidos ao teste do reconhecimento social (TT RS). (B) Esquerda: indice de
reconhecimento social (IRS) dos grupos SAL e MEM; superior: tempo de duragdo do TR RON; meio:
tempo de exploracdo dos objetos da direita e da esquerda durante o TR RON; inferior: tempo de
exploragao social durante o TR RS. (C-D) Imagens representativas e quantificagcdo do numero de
células positivas para doublecortina por area (n° cells DCX+/um?) nos hipocampos dorsal (C) e ventral
(D) (escala do aumento menor (objetiva de 5x) = 200um; escala do aumento maior (objetiva de 40x) =
20um). (E) Desenho experimental: no primeiro dia os animais receberam SAL ou MEM, 7 dias depois
eles tiveram a mobilidade avaliada na caixa locomotora. Esquerda: dindmica da distancia percorrida
(cm) a cada minuto durante a sess&o de 5 min; direita superior: distancia percorrida total; direita
inferior: numero total de rearings. (F) Desenho experimental: os animais passaram pelo TR RON,
seguido 3h depois pelo TR RS. 24h depois um dos grupos recebeu SAL e o outro MEM. 6 dias depois
eles testados no TT RS. Esquerda: IRS; direita superior: tempo total de duragdo do TR RON; direita
meio: tempo de exploragao dos objetos durante TR RON; direita inferior: tempo de exploragao social
durante o TR RS. *P<0,05.
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6. DISCUSSAO

Nosso grupo de pesquisa vem investigando a neurobiologia da memoria
social ao longo dos ultimos anos (ALMEIDA-SANTOS et al., 2019; GUARNIERI et
al., 2020; GUSMAO et al., 2012; LUSCHER DIAS et al., 2016; MONTEIRO et al.,
2014; PENA et al., 2014; PEREIRA-CAIXETA et al., 2017, 2018; JAIMES et al.,
submetido; CASTRO et al.,, dados ndo publicados). Esses trabalhos reunem
resultados em trés linhagens distintas de camundongos (Swiss, CD1 e C57BL/6),
por esse motivo, escolhemos utilizar essas trés linhagens no nosso primeiro
experimento. Nossos resultados reproduziram dados prévios que mostram que todas
essas linhagens possuem a MRS de longo prazo. De maneira interessante,
podemos observar que os tempos de exploragéo principalmente entre as linhagens
heterogénicas em comparagdo com o C57BL/6, uma linhagem isogénica, parecem
diferir. De fato, existem particularidades com relacéo as diferentes linhagens que as
tornam mais adequadas a determinados estudos (BROOKS et al., 2005; KIM et al.,
2017; NGUYEN et al., 2000; PARMIGIANI et al., 1999; SCHIMANSKI; NGUYEN,
2004). Para o presente trabalho, a linhagem C57BL/6, apesar de apresentar tempos
de exploracdo menores, foi a escolhida para os experimentos subsequentes, pois é
relatada como capaz de aprender muito bem tarefas de memoadrias (BROOKS et al.,
2005; PARMIGIANI et al., 1999; SCHIMANSKI; NGUYEN, 2004) e possui altos

niveis de neurogénese (KIM et al., 2017).

Ainda utilizando as linhagens Swiss, CD1 e C57BL/6, nossos resultados
indicam, de maneira geral, que a troca de ambiente apds o treino nao interfere na
memoria social. Isso se opde a situacdo observada por Engelmann, Hadicke e
Noack (2011). Eles expuseram camundongos C57BL/6JOlaHsd a uma nova caixa
por 4 min. 3h depois do treino da memdria social e observaram um prejuizo da
memoria de longo prazo. Entretanto, uma hipdtese possivel para a divergéncia entre
0s nossos resultados pode ser porque eles utilizaram um paradigma diferente do

gue nés empregamos para avaliar a memoria social.

Por outro lado, a memdria social em camundongos Swiss € sensivel a
interferéncia pela exposigdo ao teste de suspensdo de cauda (TSC) (PEREIRA-
CAIXETA et al., 2017), Entretanto, n6s ndo encontramos um efeito robusto do TSC

como interferente na memoaria social de camundongos C57BL/6. Uma interpretacao
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para esse resultado seria a de que constitutivamente a MRS desses animais € mais
resistente a interferéncia, o que é compativel com o fenétipo de bons aprendizes que
esses animais apresentam (BROOKS et al., 2005; PARMIGIANI et al., 1999;
SCHIMANSKI; NGUYEN, 2004). De fato, nosso grupo ja encontrou distingdes
quanto a memodria social nessas duas linhagens (Swiss e C57BL/6), sendo a
persisténcia dessa memdria mais longa nos animais C57BL/6 (MANSK et al., dados
nao publicados; JAIMES et al., dados nao publicados). Ademais, o efeito de
interferéncia do TSC pode ser atribuido a carga estressante que essa experiéncia
apresenta (CAN et al., 2011; HIRAOKA et al., 2017) e existem evidéncias indicando
que camundongos C57BL/6 parecem mais resilientes ao estresse (POULTER et al.,
2010; SAVIGNAC; DINAN; CRYAN, 2011), o que também pode explicar a auséncia

de interferéncia na MRS por esse estimulo.

Uma vez que a memodria social de animais C57BL/6 apresentou-se resistente
a interferéncias estressoras (TSC) e a novidade (mudanca de ambiente), nés
decidimos testar a teoria da interferéncia do ponto de vista classico de um
aprendizado interferir no outro. A seguir, levantamos a hipétese de que outra
memoria hipocampo dependente, como a MRO, poderia interferir na consolidagao
da MRS. Entretanto, o treino no RON realizado imediatamente ou 3h apds o treino
do RS nao foi suficiente para interferir de forma retrograda na MRS. Também
testamos se o treino no RS podia interferir na consolidagdo da MRO, e igualmente,
nao observamos a IR. Essa auséncia de IR foi inesperada, ja que a maioria dos
trabalhos com interferéncia na memodria relatam esse efeito ou usam desse efeito
para estudar a consolidacédo (DUDAI, 2004; ENGELMANN, 2009; ENGELMANN;
HADICKE; NOACK, 2011; GLICKMAN, 1961; IZQUIERDO et al., 1999; MCGAUGH,
1966; NETTO; DIAS; IZQUIERDO, 1985; PENA et al., 2014; PEREIRA-CAIXETA et
al., 2017; PERNA et al., 2015; RICHTER; WOLF; ENGELMANN, 2005; TANIMIZU et
al., 2017; WANISCH; WOTJAK; ENGELMANN, 2008; WIXTED, 2004).

Paralelamente aos experimentos testando a IR, também usamos um desenho
experimental que testou outra forma classica de interferéncia, que € a proativa (IP).
Nossos resultados mostraram que a aquisicéo e os estagios iniciais de consolidagao
de uma memodria interferiram na formagédo de uma memoria subsequente. Sendo

que isso foi observado tanto para a MRO, quanto para a MRS.
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A IP vem sendo observada entre memdérias muito semelhantes (ANACKER;
HEN, 2017; EPP et al., 2016; FRANKLAND; KOHLER; JOSSELYN, 2013; GARTHE;
BEHR; KEMPERMANN, 2009; GUISE; SHAPIRO, 2017; HVOSLEF-EIDE; OOMEN,
2016; MILLER; SAHAY, 2019), entre uma memoria antiga que impede um
aprendizado capaz de atualizar esse trago (ANACKER; HEN, 2017; GARTHE;
BEHR; KEMPERMANN, 2009; GUISE; SHAPIRO, 2017; HVYOSLEF-EIDE; OOMEN,
2016), e durante interferéncias no momento da evocagdao que impedem a
recuperacao de uma memoria-alvo (DAVIS; ZHONG, 2017; EPP et al.,, 2016;
FRANKLAND; KOHLER; JOSSELYN, 2013; MILLER; SAHAY, 2019; WIXTED,
2004). Entretanto, em todas essas interpretagdes, tanto a memdria, quanto o tipo de
interferéncia utilizados sao semelhantes ou usam pistas em comum. Isso difere do
modelo utilizado por nds, no qual as memdrias nao compartilham conteudos
semelhantes, mas sim possuem substratos neurais centrais em comum. Isso nos faz
levantar a hipotese de que a interferéncia esta ocorrendo a nivel dos substratos ou
mecanismos neuronais envolvidos no processamento dessas memorias € nao por

causa de conteudos em comum.

Ao examinarmos a dinamica temporal dos acontecimentos, o aprendizado de
A (MRO ou MRS), 3h antes do aprendizado de B (MRS ou MRO), foi capaz de
causar o esquecimento de B, propomos duas hipdteses provaveis para explicar a
causa da interferéncia de A sobre B: (1) durante a aquisi¢do de B, ainda estéo
ocorrendo processos neurais da consolidagcdo de A, provavelmente envolvendo
algum substrato neural em comum com a aquisi¢ao de B, e tais mecanismos de
alguma forma interferem na formagdo de uma memoaria de B (ROBERTSON, 2012),
ou (2) ambas as memorias, (MRO e MRS) sédo formadas, porém de alguma forma
elas se tornam associadas e uma é capaz de interferir na outra no momento da
evocacado. Nos acreditamos que a chance da primeira hipotese ser verdadeira é
maior, ja o caso de interferéncia de memdrias na evocagao costuma ser reportado
entre memodrias parecidas (EPP et al., 2016; FRANKLAND; KOHLER; JOSSELYN,
2013; MILLER; SAHAY, 2019; WIXTED, 2004). A primeira hipotese é possivel de ser
testada em futuros experimentos utilizando inibidores de sintese protéica capazes de
impedir a consolidagdo da memodria de A, sem afetar a formagdo da memdéria de B.

Dessa forma, se a memodria de B estiver intacta 24h depois, essa evidéncia dara
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forgca para que processos subjacentes a consolidagédo de A estdo interferindo na
aquisicdo de B (CROSSLEY et al., 2019).

Dentre os trabalhos que estudam a interferéncia de uma memoria sobre a
outra, sdo menos comuns os que utilizam como estimulo interferente um trago de
memoria que nao compartilha semelhangas com a memaria sob interferéncia, sendo
que esses trabalhos geralmente relatam a ocorréncia de uma IR (NETTO; DIAS;
IZQUIERDO, 1985; PERNA et al., 2015; POLACK; JOZEFOWIEZ; MILLER, 2017).
Os estudos que observam a ocorréncia de IP sdo ainda mais raros (CROSSLEY et
al., 2019; ENGELMANN, 2009; ENGELMANN; HADICKE; NOACK, 2011) e n&o
encontramos na literatura casos que utilizam tracos de memoaria diferentes e

observam a IP ocorrendo, como no presente trabalho.

Um resultado semelhante ao que observamos em relagcado a IP é apresentado
no trabalho de Crossley e colaboradores (2019). Eles submeteram caracoéis da
espécie Lymnaea stagnalis ao aprendizado de dois condicionamento apetitivos
espacados entre si por intervalos de 1 ou 2h, a memdria era testada 24h depois.
Quando o intervalo entre os dois aprendizados era de 1h eles observaram uma IP,
entretanto quando o intervalo era de 2h, ndo havia mais o efeito de IP, mas sim uma
IR. Por outro lado, quando a memodria interferente era um condicionamento aversivo,
eles ndo observaram IP, apenas a IR na janela de tempo de 2h. Eles explicaram
esses achados sugerindo que o efeito da IP s6 ocorria entre memorias apetitivas
porque elas usavam o mesmo circuito, diferente do condicionamento aversivo, que
usaria um circuito distinto. Posteriormente, eles demonstraram, por meio de registro
eletrofisiolégico de células gigantes cerebrais, que os paradigmas apetitivos
causavam a mesma mudancga celular, enquanto o treino aversivo nao afetava as
propriedades desse neurdnio, favorecendo a hipotese de que essas memorias sao
codificadas por circuitos diferentes. Novamente, embora esse trabalho também
visualize uma IP, as demais observagdes sao dificeis de serem comparadas com os

nossos achados.

Outro resultado semelhante ao nosso foi exposto por Engelmann, Hadicke e
Noack (2011). Dez minutos antes das sessdes de treino e teste eles transferiram os
camundongos para uma nova caixa e observaram uma interferéncia desse estimulo

na memoria social de longo prazo. Entretanto, o trabalho deles difere do nosso
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porque utiliza a tarefa de discriminacéo social' para avaliar a memaria social, além
disso, eles realizam a exposi¢cado a caixa nova antes do treino e do teste, o que deixa
margem para duvida se o estimulo interferente esta tendo agcédo sobre a sessao de
treino ou a de teste. Ademais, em outro trabalho, Engelmann (2009) mostrou
resultados de que a IP na memoaria social também ocorria quando um juvenil novo
era exposto para exploracdo pelo animal experimental 5min., 3h ou 6h antes do
treino para o juvenil que foi utilizado como estimulo social da tarefa. A IP ndo ocorria
quando era feita 9h, 12h, 15h, 18h ou 22h antes do treino. Entretanto, esse estudo
também detectou IR quando um novo juvenil diferente do utilizado no treino era
exposto 5 min., 3h, 6h, 9h, 12h, ou 15h depois do treino. Ademais, eles utilizaram o

paradigma da discriminagao social, que difere do nosso.

Com um modelo de interferéncia na memoria finalmente definido, nds
tentamos finalmente manipular a neurogénese para investigarmos o possivel
envolvimento dos neurbnios novos com a interferéncia na memoaria. Para isso, nos
administramos o antagonista glutamatérgico, a memantina, com o fim de aumentar a
neurogénese. A droga foi administrada uma semana antes dos experimentos
comportamentais, visto que ndés detectamos efeitos promnésicos em nosso
laboratério utilizando essa faixa de tempo (dados néo publicados). A concentragao
do farmaco também foi escolhida com base em trabalhos publicados (AKERS et al.,
2014; ISHIKAWA et al., 2014, 2016; MAEKAWA et al., 2009) e em experimentos
prévios do nosso laboratério (JAIMES et al.,, submetido) que evidenciaram o

aumento da neurogénese.

Surpreendentemente, nés ndao fomos capazes de detectar um aumento da
neurogénese nessa janela de tempo (8 dias apds a administragdo), como
evidenciado pela marcacdo de DCX no GD dos hipocampos dorsal e ventral. Apesar
de haverem evidéncias de que a memantina aumenta a neurogénese (AKERS et al.,
2014; ISHIKAWA et al.,, 2014, 2016; MAEKAWA et al.,, 2009; JAIMES et al.,

submetido), os trabalhos que relataram os efeitos dessa droga em janelas de tempo

A discriminagéo social € um paradigma para a avaliagdo da memoaria social. Durante o treino o
animais experimental entra em contato pela primeira vez com um estimulo social. No teste, o
individuo é confrontado com o mesmo estimulo social do treino (familiar) e um novo. Com base na
neofilia, se o animal experimental possui a memoéria, espera-se que ele explore significantemente
mais o novo estimulo social (ENGELMANN; HADICKE; NOACK, 2011; ENGELMANN; WOTJAK;
LANDGRAF, 1995).
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curtas (< 7 dias) avaliaram somente o nimero de células marcadas com BrdU ? e a
migragdo de neurdnios novos (ISHIKAWA et al., 2014; MAEKAWA et al., 2009;
NAMBA et al., 2009, 2011).

Namba e colaboradores (2009) demonstraram um aumento de células BrdU+
4 dias apo6s a administracao de memantina na dose de 50 mg/kg. Em outro trabalho,
Namba e colaboradores (2011) mostraram uma alteracdo na migragao de células
marcadas para DCX 2 dias apds a administragdo da memantina nas doses de 50 e
30 mg/kg, mas n&o na de 10 mg/kg. Ja Ishikawa e colaboradores (2014), reportaram
um aumento de células BrdU+ 7 dias depois da administracdo de memantina 50
mg/kg. Ademais, em concordancia com esses achados, Maekawa e colaboradores
(2009) mostraram um aumento das células marcadas com BrdU 1 dia e 7 dias
depois da injecdo de memantina na dose de 50 mg/kg em concordéancia com as
evidencias anteriores, entretanto, eles s6 avaliaram a neurogénese (através da
marcacao BrdU/NeuN) e a encontraram aumentada 28 dias apds a administracédo da
droga. Em conjunto, essas evidéncias nos mostram que a memantina € sim capaz
de alterar a proliferagdo celular no GD em uma janela de tempo curta (£ 7 dias),
entretanto, ndo existem relatos da detec¢cao ou ndo de um aumento na neurogénese
nesse periodo. Consequentemente, nds suspeitamos que no nosso desenho
experimental, o tempo aguardado entre a administracdo da droga e a avaliagao
comportamental e quantificagdo dos neurdnios novos foi insuficiente para permitir a
visualizacdo do efeito neurogénico da memantina. Ademais, a quantificacao da
proliferacdo celular se faz necessaria futuramente em nosso trabalho para que
mostremos que apenas o surgimento de novas células ndo é um mecanismo
suficiente para impedir a interferéncia entre duas memorias dependentes do

hipocampo.

Simultaneamente, nés nao detectamos uma prevengdo da IP nesse
experimento, de modo que especulamos que esse resultado pode ter ocorrido pela
falha em aumentar a neurogénese. Por outro lado, nés identificamos uma variagéo
comportamental nos animais administrados com a memantina, esses apresentaram

uma reducao do tempo de exploracédo do estimulo social durante o TR RS. Em vista

2 O 5-bromo-2'-deoxiuridina (BrdU) é um analogo de timidina que é incorporado ao DNA das células
em divisdo durante a fase S da mitose e é utilizado como um marcador exdégeno de proliferacéo
celular.
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disso, ndés avaliamos a atividade locomotora desses animais afim de assegurar que
tal impacto comportamental ndo estava sendo causado por um possivel prejuizo na
funcdo motora desencadeado pela substancia administrada. Como esperado, nos

nao encontramos alteragdes na locomogao e atividade exploratéria desses animais.

Em concordancia com esses achados, Ishikawa e colaboradores (2014)
mostraram que animais treinados na tarefa de reconhecimento social por 1,5 min.
nao possuem a memoéria social de longo prazo, entretanto, quando recebem
memantina na dose de 50 mg/kg 3 semanas antes do treino, a duragdo da sesséo
de 1,5 min. é suficiente para a formagdo de uma memodria social de longo prazo.
Esses achados em conjunto com os nossos resultados sugerem que a memantina
possui um efeito sobre a exploracao social e nos faz levantar a hipétese de que essa
droga possui um efeito de diminuir o tempo necessario para a aquisigdo da memoria,

facilitando de algum modo esse processo.

Por fim, nés administramos a memantina 24h depois do treino da memaria
social, com o propdsito de testar se algum efeito promnésico relacionado a evocacgéao
poderia ocorrer. Desse modo, a memdria foi testada 7 dias depois do treino, afim de
mantermos a mesma janela de tempo de amadurecimento dos neurdnios novos sob
efeito da droga. Todavia, os animais nao tiveram uma recuperagao da memoria. Isso
vai de acordo com nossa hipotese anterior de que o efeito promnésico que nds
esperavamos se daria durante a aquisicdo dessas memoérias e nao na fase da
evocagao. Nao obstante, ainda é valido o argumento de que a auséncia desse efeito
pode se dar pelo mesmo motivo explicitado anteriormente, ou seja, que o tempo
aguardado nao foi suficiente para o aumento da neurogénese e portanto para uma
consequéncia promnésica. Entretanto, esse resultado concorda com a literatura que
mostra que o aumento da neurogénese apdés o aprendizado ndo favorece a
persisténcia da memoria, mas sim seu esquecimento (AKERS et al., 2014; EPP et
al., 2016; FRANKLAND; KOHLER; JOSSELYN, 2013; ISHIKAWA et al., 2016)

E importante ressaltar que os mecanismos pelos quais a memantina é capaz
de aumentar a neurogénese ainda sdo desconhecidos. N6s acreditamos que é dificil
conectar qualquer possivel efeito da memantina observado uma semana ou mais

tempo depois da sua administragdo com a sua agdo aguda sobre os receptores
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glutamatérgicos NMDA. Dessa forma, comumente atribuimos nossas observacdes a

efeitos de longo-prazo dessa droga, como o aumento neurogénese.

Com base nos dados expostos, nds propomos futuramente tentar aumentar a
neurogénese com a utilizacdo da memantina novamente, entretanto, aguardando
uma janela de tempo maior (17 dias), na qual ja visualizamos o aumento da
neurogénese anteriormente (JAIMES et al., submetido). Dessa forma, esperamos
observar um efeito promnésico capaz de permitir a aquisicdo de ambos os tragcos de

memoria, minimizando a interferéncia entre eles.
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7. CONCLUSAO

A partir dos achados expostos, concluimos que o aprendizado de uma memoria
hipocampo-dependente é capaz de interferir na aquisicdo de outra memaria que tem
esse substrato neural em comum, sugerindo uma interagdo entre o processamento
dessas memorias. Nossos resultados também contribuem para a afirmacao de que
diferentes linhagens de camundongos possuem susceptibilidades distintas quanto a
interferéncia na memdria. Além disso, nés mostramos pela primeira vez que nao é
possivel detectar um aumento da neurogénese pela memantina oito dias apos a sua
administragcdo. Finalmente, futuros experimentos ainda sdo necessarios para
esclarecermos a questdo de se 0 aumento da neurogénese € capaz de proteger o

traco de memédria da interferéncia observada.
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