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A memdria é o tesouro e guardido de todas as coisas.
Cicero



AGRADECIMENTOS

Ao professor Jorge Quillfeldt, meu orientador, por ter me aceitado em seu laboratério e

aberto o mundo fascinante da neurociéncia para mim.

A Ana Paula Crestani, minha co-orientadora, que, com infinita paciéncia e boa vontade, me

ajudou com esse trabalho de conclusdo do comego ao fim.

Ao professor Lucas de Oliveira Alvares por sua disposi¢do e comentarios sempre Uteis.

Aos meus colegas do Laboratério de Psicobiologia e Neurocomputacdo (LBNC): Flavia e
Krislei, por sua ajuda com procedimentos cirurgicos e histologicos e Rodrigo por seus

comentarios Uteis referentes ao projeto submetido ao comité de ética.

Aos meus colegas do Laboratério de Neurobiologia da Memoria (LNM): Lizeth e Mirelle
por comentarios relevantes, sugestdes e ajuda com cirurgia e infusdes; Bruno por seus
comentarios e sugestdes sobre esta monografia; Walquiria por sua ajuda na fabricacdo de

canulas e na anestesia dos animais.

A Paula, Josué, Jadier, Kamilla, Pablo, Laura, Bruna, Ana Paula M.,Vanessa, Gustavo e
Stephanie, obrigada pela amizade e convivéncia que fazem desse lugar um ambiente tdo
estimulante.

A D. Zelma pelo cuidado aos animais e disposic&o a ajudar sempre que precisei.

Por ultimo mas ndo menos importante, a minha familia pelo incentivo e encorajamento nos

momentos dificeis. Sem seu apoio ndo teria chegado onde cheguei.

Todos vocés tornaram este projeto possivel e a vida uma viagem de descobertas.



RESUMO

Memorias contextuais tendem a ficar mais genéricas com o passar do tempo,
tornando-se independentes do hipocampo e dependentes do coOrtex para a sua evocagao, um
processo denominado ‘consolidagdo sistémica’. Esse efeito é aumentado com intervalos de
tempo mais longos entre o treino e teste. A generalizacdo, que nada mais é que a perda de
precisdo, € uma caracteristica adaptativa importante da memaoria. Em mamiferos, o cérebro
sofre uma variedade de mudancas na adolescéncia em estruturas que sdo importantes na
modulacédo de processos da memdaria. Além disso, horménios sexuais atuam sobre o cérebro
e influenciem nas fungdes cognitivas, inclusive na memdria, de forma especifica ao sexo.
Para verificar a precisdo da memoria, treinamos ratos Wistar adolescentes (P42-P49)
machos e fémeas no Condicionamento Aversivo ao Contexto, uma tarefa dependente do
hipocampo, e os testamos 2,7,14 e 21 dias apds no contexto em que foram treinados ou
num novo. Para avaliar a dependéncia do hipocampo ratos fémeas (P42-43) foram
infundidas intrahipocampalmente com muscimol ou salina e testadas no contexto onde

haviam recebido o choque.

Resultados anteriores do nosso laboratério mostraram que ratos adolescentes
machos generalizam a memoria de medo aos 14 dias apos o treino. Nossos resultados
mostram que as fémeas generalizam aos 21 dias, e machos tém a memoria precisa aos 21
dias. Como esperado, a memadria mantém-se precisa em ambos machos e fémeas quando

testadas 2 ou 7 dias apos.

Palavras-chave: memoria, consolidacdo sistémica, precisdo, hipocampo, adolescéncia
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L INTRODUCAO

A memodria €, sem davida, um dos aspectos mais fascinantes da cognicdo. Sem ela ndo
teriamos um sentido do passado, vivendo no presente por breves momentos sem ter um fio
que conectasse esses momentos, e seriamos fadados a repetir 0s mesmos erros no futuro.
Teriamos um sentido limitado de nds, nossas realidades internas ndo possuiriam a riqueza
de experiéncias passadas para colorir a nossa percepcao atual. As memdrias nos dao a nossa
individualidade e singularidade no mundo. O estudo da memdria é um terreno fértil para as
atividades filoséficas e cientificas, e tem estado na mente da humanidade, que pensou e
escreveu sobre ela desde a histéria antiga. Os gregos antigos, especialmente aqueles
versados na arte da retorica e oratoria, adoravam a Mnemosine, a deusa da memoria. O
romano antigo Cicero escreveu sobre a “arte da memoria”, que consiste em técnicas
mneméonicas ainda em uso hoje (YATES, 2011 p. 18). Aristételes escreveu extensivamente
sobre a memoria, ideias que mais tarde foram elaboradas por estudiosos medievais e
filosofos (YATES, 2011 p. 45- 46). A memoria e suas implicagBes tem sido um assunto de

curiosidade através dos tempos, mas o qué, afinal, € a memdria?

1.1 Defini¢cdo da memoria

Ivan Izqueirdo, em seu livro “Memoria” (2011), define a memoria como a “aquisi¢ao,
formacdo, conservacdo e evocacdo de informacdes”. Essas informacdes sdo adquiridas

através dos sentidos e armazenadas no cérebro, podendo ser evocadas posteriormente.

1.2 Fases da memodria

O processamento de memorias pode ser dividido em diferentes fases para facilitar a

compreensdo desse complexo fenémeno (fig.1).
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Reconsolidacao

Aguisicao Consolidacéo Evocacdo

Extincdo

Figura 1. Fases do processamento da meméria.

Aquisicdo refere-se a aprendizagem de novas informagfes adquiridas através de
experiéncias. Estas informagdes sdo consolidadas, um periodo onde a memoria
labil/instavel é estabilizada de maneira que se torne suscetivel a modificacdes ou
interferéncias. Memdrias que foram consolidadas podem ser lembradas, 0 que tecnicamente
chamamos de evocacdo. Ao serem evocadas, 0 tragco da memoria pode ser tornar
novamente l&bil, sendo novamente necessario um processo de estabilizacdo, a
reconsolidacdo; ou ainda, podem ser extintas, devido a sobreposi¢do de uma nova memoria

que causa enfraquecimento daquela que foi previamente adquirida.

1.3 Classificacdo das Memorias

As memorias podem ser classificadas de acordo com o tempo de duragdo ou com base no
conteudo.

1.3.1. Quanto ao tempo de duracao

Quantos tipos de memdria sdo necessarios para ler um livro? Vocé provavelmente
nédo se lembra das primeiras duas palavras da introducdo dessa monografia, nem consegue
recordar todas as palavras em ordem, mas extraiu a informacgédo geral contida no texto.
Quanto tempo esse informacdo ficara na memoria depende de alguns fatores como a

emocéo e atencao.

As memorias podem durar de alguns segundos, suficiente para lembrar as
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primeiras palavras de uma frase até completa-la, a horas ou dias ou até uma vida inteira.

Memdrias que persistem no cérebro por segundos ou minutos antes de serem
consolidadas em memdria de curta duracdo sdo denominadas memoria de trabalho.
Modulada pelo PFC dorsolateral (DIAMOND, 2013), esse tipo de memdria ndo deixa um
traco bioguimico ou estrutural duradouro (IZQUIERDO, 2011). Em humanos, adultos
jovens tendem a ter melhores memorias de trabalho do que criangas, provavelmente
devido a melhor velocidade de processamento (BAYLISS et al., 2003) e capacidade de
manipular informag6es mentalmente (CRONE et al., 2006). A memdria de curta duragédo
tipicamente dura de uma até seis horas antes de ser consolidada em memdria de longa
duracdo. N&o requer sintese proteica nem expressdo génica e sdo suscetiveis a
perturbacdes farmacoldgicas ou fisicas. A memdria de longa duracéo leva de duas a seis
horas para ser formada e depende da sintese proteica para ser consolidada (IZQUIERDO,
2004 p. 21). Apos formadas, podem durar horas, dias ou até anos. Em humanos, memoria

remota se refere a memdaria que dura muitas décadas (IZQUIERDO, 2004 p. 19).
1.3.2. Com base no conteudo

As memorias de longa duracéo se dividem em memorias declarativas, ou

explicitas, e ndo declarativas, ou implicitas.

DECLARATIVE NONDECLARATIVE

FACTS EVENTS PROCEDURAL PRIMIMG SIMPLE NONASSOCIATIVE
(SKILLS AND CLASSICAL LEARNING
AND FERCEPTUAL CONDITIONING
HABITS) LEARNING

EMOTIONAL SKELETAL
RESPONSES RESPONSES

Figura 2. Classificacdo de memorias de longa duracéo (retirado e adaptado de Squire 2004).

A memoria declarativa se refere a capacidade de conscientemente evocar

memorias semanticas (fatos) e episodicas ou autobiograficas (eventos) e depende de
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estruturas no lobo temporal medial e diencéfalo. Memdrias ndo-declarativas, por sua vez,
sdo aquelas que ndo séo conscientemente evocadas e sdo independentes do lobo temporal
medial (SQUIRE, 2004). Estes podem ser divididos em memorias procedurais, que
consiste em habitos e habilidades adquiridas; “priming” e aprendizagem perceptual,
aprendizagem ndo-associativa e ainda condicionamento classico simples, que podem se

manifestar como respostas emocionais ou esqueléticas.

1.4. Consolidacao de memorias

Como observou DUDAI (2004) em sua revisdo, possivelmente a referéncia mais
antiga registrada para a consolidacdo da memoria foi a do orador romano Quintiliano, que,
no século I EC escreveu “o intervalo de uma unica noite aumentara muito a for¢a de uma
memoria”, e continua com “ ..o poder da lembranga...sofre um processo de
amadurecimento e maturagcdo durante o tempo que intervém.” Essa percep¢do antiga ndo
estd longe do que mais tarde foi descrita e corroborado pelo estudo de pacientes com
amnésia retrograda, onde memorias recentes sdo mais comumente afetadas do que
memorias remotas. Sobre esta observacéo, o psicélogo francés Théodule Ribot levantou a
hipdtese de que as memdrias mais antigas sdo menos propensas a interferéncias, conhecida
como a Lei de Ribot. Alguns anos mais tarde, em 1900, a primeira hipétese de consolidacdo
foi desenvolvida por Muller e Pilzecker, que propuseram que a aprendizagem nao induz
memorias instantdneas e permanentes, mas que a consolidacdo é dependente do tempo
(LECHNER et al., 1999). Ela ganhou pouca atencdo na época e foi somente com o trabalho
de Duncan em 1949 que a consolidacdo da memdria iria ressurgir como um tema de
interesse dentro da comunidade cientifica (McGAUGH, 2000). Nos anos que se seguiram,
inimeros estudos adicionais lancariam luz sobre a consolidacdo da meméria (McGAUGH,
2000; DUDAL, 2004).

Dessa forma, a consolidacdo da memoria pode ser dividida em consolidacdo

sinaptica, ou rapida, e consolidacdo de sistemas, ou prolongada (fig. 3).
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100

Consolidated Memory (%)

Synaptic

I | [ I I I
0 30 60 90 1 7 14 28
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Figura 3. Tipos de consolida¢do (retirado de DUDAI, 2004). A — consolidac&o sinéptica ou rapidae B —
consolidagéo sistémica ou prolongada.

131 Consolidacéao sinaptica

As sinapses sao plasticas e a forca sinaptica pode ser alterada pela aprendizagem.
Essas mudangas podem durar minutos, horas ou uma vida inteira. Desde um simples
invertebrado como a Aplysia, com um sistema nervoso composto de cerca de 20 000
neurdnios, até vertebrados mais complexos, os elementos constitutivos da consolidacao
sinaptica sdo evolutivamente conservados entre as espécies (KANDEL, 2014). Esse
processo € dependente de diversos processos celulares: modificagdes pos-traducdo de
proteinas sinapticas, ativacao de fatores de transcrigdo, modulacdo da expressao génica nas
sinapses e no corpo celular, além da reorganizacdo de proteinas sinapticas incluindo
receptores de membrana e elementos do citoesqueleto (DUDAI, 2004). Qualquer
interferéncia que prejudica esses processos de estabilizacdo impedira a formacdo de uma
memoria duradoura (FRANKLAND & BONTEMPI, 2005).

Resumidamente, a consolidagdo sinaptica é definida como a estabilizacdo de novas
memdrias ao longo do tempo, geralmente na escala de tempo de 4 a 8 horas (NADER et
al., 2010).

1.3.2. Consolidacéo sistémica

Enquanto a consolidacdo sinéptica ocorre rapidamente e ao nivel celular, memdrias

que sofrem consolidacéo sistémica envolvem a reorganizacdo de memorias de longo prazo
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através de circuitos e pode demorar dias ou semanas para se consolidar para modelos de

mamiferos ndo humanos e anos a décadas para os seres humanos (NADEL, 2007).

Foi postulado a partir de estudos iniciais envolvendo lesdes ou trauma cerebral
resultando em amnésia, incluindo o famoso caso do paciente H.M. que tinha sido
submetido a remocdo bilateral do hipocampo, que o lobo temporal medial era importante
na consolidacdo de memorias de curta duracdo em longa duracgéo ao nivel de sistemas. I1sso
levou primeiramente a formulacdo da Teoria Padrdo da Consolidacdo Sistémica, que
supde que o hipocampo desempenha um papel limitado pelo tempo no armazenamento de
memorias antes de serem transferidas para o cortex e reorganizadas (NADEL, 2007;
FRANKLAND & BONTEMPI, 2005). As conexfes cortico-corticais sao
progressivamente fortalecidas com a reativacdo sucessiva da rede hipocampo-cortical, e
eventualmente novas memorias sdo gradualmente integradas com memadrias corticais pré-
existentes e tornam-se independentes do hipocampo para armazenamento e evocacéo (fig.
4).

Embora a teoria padrdo tenha sido rapida e prontamente aceita, comegaram a surgir
alguns problemas que dariam origem a teorias alternativas. Por exemplo, a extensdo da
amnésia retrograda varia de acordo com o método utilizado para induzir a amnésia.
LesBes, choque eletroconvulsivo ou a interrupcdo da sintese proteica podem produzir
resultados diferentes (NADEL, 2007). N&o havia evidéncias que apoiassem a transferéncia

de memérias da formacao hipocampal para locais neocorticais (NADEL, 2007).

Em 1997, NADEL e MOSCOVITCH propuseram uma nova teoria, a dos maltiplos
tracos como alternativa ao modelo padrédo, baseado principalmente na observacdo de que
quando a formacdo hipocampal inteira foi danificada, a amnésia para a memoria episodica
foi extensa (FRANKLAND & BONTEMPI, 2005). NADEL e MOSCOVITCH (1997)
argumentaram que as memorias sdo codificadas nas redes hipocampo-corticais e que a

reativacdo dessas memorias leva a geracdo de maultiplos tracos no hipocampo, que estdo

! SQUIRE (2015) sugere que a ideia ndo seja que a meméria ndo é literalmente transferida do hipocampo
para 0 neocortex, pois a informagdo é codificada no neocdrtex ao mesmo tempo que é codificada no
hipocampo na hora da aprendizagem. Em vez disso, mudancgas graduais no neocortex comegam na hora da
aprendizagem estabelecem memorias de longa duracdo estaveis ao aumentar a complexidade, distribuicdo e
conectividade entre regides corticais maltiplas.
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ligados a redes corticais (fig. 5). A evocacdo de memorias episddicas contextualmente
ricas depende das redes hipocampo-corticais, corroborado por WILTGEN et al., (2010), e

tracos de memoria no cortex sdo livres de contexto ou por natureza semanticas.

Esta teoria também ndo é perfeita, e o debate continua. Enquanto NADEL e
MOSCOVITCH (1997) afirmam que o hipocampo fornece o contexto espacial e temporal,
TENG e SQUIRE (1999) sugerem gue o hipocampo nédo é repositorio de longo prazo de
mapas espaciais mentais. Eles relatam que um paciente profundamente amnésico
(chamado E.P.) com danos bilaterais extensos no lobo temporal medial, incluindo a
formacéo hipocampal, conseguiu lembrar a disposi¢éo espacial do bairro em que ele vivia
antes de sofrer a lesdo, mas ndo conseguia lembrar detalhes relativos a vizinhanca onde ele
tinha morado nos ultimos 6 anos, sugerindo que o hipocampo néo € o repositdrio de longo
prazo de mapas espaciais mentais. SQUIRE (2015) sugere que o hipocampo € uma
estrutura envolvida na formacéo de memorias de longa duracdo, mas nao é necessaria para

a recuperagdo de memorias espaciais muito remotas.

Cértex

Hipocampo /

Tempo

Figura 4. Esquema ilustrando o modelo padréo da consolidagdo da memdria, que postula que as
memdrias ficam independentes do hipocampo e ficam representadas no cértex com o passar do tempo.
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Cortex

Hipocampo ;"‘

Tempo

Figura 5. Esquema ilustrando a teoria dos multiplos tracos, em que as memérias episodicas antigas ainda
necessitam do hipocampo para sua evocagao.

1.5. Preciséo e Generalizacdo

Memorias parcialmente generalizadas permitem que os animais se adaptem a um
ambiente em constante mudanca, permitindo-lhes responder rapidamente a estimulos que se
assemelham a uma experiéncia anterior. Quando 0s animais passam por uma experiéncia
prejudicial similar eles sdo alertados para perigos potenciais e reagem de acordo. Assim, a
generalizacdo de memdrias de medo é uma adaptacdo protetora, mas a generalizacdo
excessiva pode levar a transtornos de ansiedade, como o Transtorno de Ansiedade
Generalizada (LISSEK et al., 2014) e TEPT (MAHAN & RESSLER, 2012) em humanos,
nessas patologias, que dicas de um ambiente seguro podem provocar panico e revivescéncia

de eventos traumaticos.

Estudos envolvendo generalizagdo de medo usando modelos animais demonstraram
que uma resposta de medo adquirida é dependente do contexto quando os animais sdo
testados apds um curto intervalo de tempo (por exemplo, 2 dias apds o treino) em um
contexto novo (LYNCH et al., 2013). Porém, quando sao testados apos um intervalo mais
longo, os roedores freezam? equivalentemente nos dois contextos. (WILTGEN & SILVA,
2007).

2 Freezing (ou congelamento) é uma resposta defensiva inata quantificivel em que ha auséncia de
movimentos da cabega e corpo, exceto pela respiracdo, e € uma variavel mensurdvel usada para
quantificar o medo (QUILLFELDT, 2006 p.16).
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Usando nosso protocolo, durante o treino os ratos aprendem a associar um contexto
especifico (estimulo condicionado) a dois choques (estimulo incondicionado) de 0,7mA nas
patas, e essa memoria de medo se mantém especifico ao contexto e dependente do
hipocampo por um periodo de tempo. Quando testados em pontos de tempo remotos, 0s
animais tendem a generalizar a memdria de medo a outros contextos, com outras dicas
(KIM & FANSELOW, 1992; WILTGEN & SILVA, 2007) ao freezarem tempos

equivalentes nos contextos original e novo.

As memorias neste ponto tornam-se menos precisas, mais genéricas (WILTGEN &
SILVA, 2007) e independentes do hipocampo (KIM & FANSELOW, 1992). De acordo
com WINOCUR et al., (2007), este fenomeno pode ser explicado pela “transferéncia” de
informacgdes armazenadas do hipocampo para estruturas corticais, perdendo especificidade
contextual e tornando-se mais esquematica com o passar do tempo. Em outras palavras, a

memoria de medo se torna consolidada sistemicamente.

1.6. Adolescéncia: um periodo de mudancas

A adolescéncia € um estagio do desenvolvimento altamente conservado, tanto
comportamental quanto fisiologicamente, durante o qual os mamiferos devem atender as
pressdes evolutivas associadas a maturacdo sexual e fazer a transicdo da dependéncia dos
pais para a independéncia. E em Gltima instancia um periodo de transicéo da infancia para a

idade adulta.

O cérebro adolescente estd em fluxo, sofrendo numerosas alteracdes de maturacéo
nas regides mesocorticolimbicas (SPEAR, 2004) tais como alteragdes volumétricas
especificas do sexo no hipocampo (GIEDD et al., 1996) e amigdala (KOSHIBU et al.,
2004) e remodelacédo e reducdo do tamanho do PFC (VAN EDEN et al., 1990), estruturas
que sdo criticas na modulacdo da memaria. Em mamiferos, o desenvolvimento do cérebro é
caracterizado por mielinizacdo progressiva (CASEY et al., 2000; PAUS et al., 2001) e
processos de poda (DE BELLIS et al., 2001) que ocorrem durante a puberdade (KOSHIBU
et al., 2004).
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1.6.1. Dimorfismo sexual neuromorfolégico na adolescéncia

KOSHIBU et al. (2004) estudaram os volumes de estruturas cerebrais associados a
transtornos psiquiatricos em humanos e em camundongos transgénicos peripubertais
(~P30) e descobriram que houve um crescimento total do cérebro da peripuberdade a idade
adulta em machos e fémeas. Além das diferengas acima mencionadas no volume do
hipocampo e da amigdala, o volume ventricular lateral permanece relativamente constante
em fémeas do ~P30 a ~P90, enquanto hd uma diminui¢do no volume nos ventriculos lateral
e terceiro para machos das mesmas idades. Globalmente, o tamanho do cérebro aumenta na
adolescéncia e os cérebros masculinos sdo aproximadamente de 9 a 12% maiores do que
das fémeas. Ha maior mielinizacdo em fémeas adultas e mais matéria cinzenta em machos
adultos, uma divergéncia na morfologia que comeca na adolescéncia (DE BELLIS et al.,
2001). Além disso, os cérebros das fémeas geralmente tendem a amadurecer mais
rapidamente do que dos machos (SPEAR, 2000), atingindo seu pico de volume cerebral
mais cedo (LENROOT & GIEDD, 2010). Na adolescéncia também a densidade neuronal
no cortex pré-frontal medial ventral sofre reducdo (a partir do ~P35), sendo que essa

reducdo € mais pronunciada em fémeas (MARKHAM et al., 2007).

1.7. Hormonios sexuais e sua relacdo com a generalizacdo da memoria

A generalizagdo da memodria € um sintoma fundamental dos transtornos de
ansiedade, nos quais as mulheres representam uma porcentagem desproporcionalmente
grande. Nos seres humanos, as mulheres sdao aproximadamente 60% mais propensas a
desenvolver o TEPT do que os homens (WANG et al., 2005). Este efeito pode ser mediado,
em parte, por diferencas hormonais. Embora haja um grande corpo de literatura sobre a
generalizagdo do medo em mulheres, aqueles sobre modelos animais sdo relativamente
escassos. Mesmo assim, hd um crescente corpo de literatura sobre os efeitos dos horménios
sexuais sobre a generalizacdo da memdria em roedores (JASNOW et al., 2016). Os efeitos
do estrogénio em ratos adultos machos e fémeas sdo complexos. LYNCH et al., (2013)

mostraram que as fémeas adultas ovariectomizadas e sem substituicdo hormonal foram
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capazes de distinguir entre contextos de tarefa de esquiva inibitéria no dia 5 ap6s o treino,
enquanto aquelas que receberam 173-estradiol ndo. Os machos neste ponto de tempo foram
capazes de discriminar entre contextos, sugerindo que a generalizagdo do medo ocorre mais
rapidamente em fémeas e é mediada, em parte, por estrogénios que ativam receptor de
estrogénio beta (ERp), ao invés do receptor de estrogénio alfa (ERa) (LYNCH et al.,
2014). Por outro lado, o estrogénio mantém as memdarias precisas em ratos machos que
produzem este hormdnio naturalmente através da aromatizacdo de testosterona (LYNCH et
al., 2016). Estradiol atua na regido dorsal do CA1 do hipocampo dorsal, aumentando a
sinalizacdo glutamatérgica pés-sinaptica (JASNOW et al., 2016) e enquanto ambos 0s ERS
sd0 expressos no hipocampo e no cortex pre-frontal, os ERBs sdo mais amplamente
distribuidas nessas regides (LYNCH et al., 2016). As densidades destes receptores em ratos

adolescentes tardios (P42-49) séo desconhecidas.

2. JUSTIFICATIVA

Experimentos anteriores do nosso laboratério sugerem que ratos machos de diferentes
idades possuem curvas de generalizacdo da memoria diferentes. Animais adultos
generalizam a memodria aproximadamente um més apds o condicionamento (DE
OLIVEIRA ALVARES et al., 2012), enquanto animais de meia-idade e adolescentes
tardios generalizam aos 2 e 14 dias, respectivamente (CRESTANI, 2011), consistente com
estudos em humanos saudaveis, em que adolescentes demostraram maior generaliza¢do do
medo do que adultos (LAU et al., 2011).

O que nos questionavamos € se a dindmica da consolidacdo sistémica poderia ser
diferente em animais adolescentes (~P42, ver McCUTCHEON, 2009) de diferentes sexos.

O desenvolvimento do sistema nervoso se estende apds o0 nascimento em muitos
mamiferos. Escolhemos esta fase de desenvolvimento porque durante a adolescéncia o
cortex medial pré-frontal e o hipocampo passam um grande remodelamento morfologico e
funcional (PIGNATELLI 2006; McCORMICK 2008), o que poderia influenciar na
dindmica (i.e., velocidade com as memorias tornam-se independentes do hipocampo) da

consolidacdo sistémica das memorias. Além disso, alguns trabalhos recentes sugerem que a
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consolidacdo sistémica seria também mediada por diferencas hormonais em animais de
diferentes sexos. O efeito facilitatorio do estrogénio na memoria € bem conhecido
(BRAILOIU et al.,, 2007 DUARTE-GUTERMAN et al., 2015 FOSTER, 2012;
PROSSNITZ et al., 2007) e também ha dimorfismo sexual na consolidagdo de memorias
aversivas (BRESLAU, 2009; GOLDSTEIN et al., 2010; KESSLER et al., 2009; McLEAN
et al.,, 2011; TOLIN & FOA, 2006). Dessa forma, achamos relevante a avaliacdo da
consolidacdo sistémica (precisdo da memoria e dependéncia hipocampal) em animais

adolescentes (42dias) machos e fémeas.

3.OBJETIVO GERAL

Avaliar a dindmica temporal do processo de generalizacdo e avaliar a dependéncia
hipocampal em ratos adolescentes machos e fémeas.

3.1. Objetivos especificos

1. Avaliar a precisdo da memdria utilizando o contexto original em que 0s
ratos foram treinados ou em um contexto novo, testados em diferentes

intervalos de tempo (2, 7, 14, e 21 dias) ap0s o treino;

2. Avaliar a precisdo da memdria ao verificar a diferenca na resposta de
congelamento entre ratos adolescentes machos e fémeas no que se diz ao

intervalo de tempo (2, 7, 14 ou 21 dias).

3. Verificar o tempo pelo qual as memorias do condicionamento aversivo
contextual permanecem dependentes do hipocampo em animais
adolescentes machos e fémeas (teste 14, 21, 28 e 56 dias ap0s o treino no

contexto A).
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais

Ratos Wistar machos e fémeas adolescentes, pesando entre 100-220g. Estes animais
sdo mantidos em caixas moradia com 4 ou 5 ratos cada, com agua e comida ad libitum, a

temperatura ambiente entre 20°C-22°C e ciclo 12 horas claro/12 horas escuro.

4.2. Escolha da idade

Postnatal day 0

neonatal  weanling periadolescent young adult

Figura 6. Diferentes estagios do desenvolvimento do rato (retirado de McCCUTCHEON & MARINELLI,
2009).

Pode ser dificil caracterizar os limites precisos durante os quais a transicdo para a
adolescéncia comeca. Da mesma forma, determinar quando um adolescente amadurece em

um adulto jovem pode ser igualmente dificil (SPEAR, 2000).

A puberdade é definida como o inicio da maturidade sexual, que ocorre
aproximadamente em P32-34 em fémeas e P42-48 em machos, porém pode haver variacdo
consideravel entre os individuos, variando de P40 a P76 em ratos machos (LEWIS et al.,
2002). SPEAR (2000) nédo equivale a adolescéncia com a puberdade mas afirma que,
embora "se possa definir a puberdade em termos neuroendocrinolégicos especificos ... a
adolescéncia é, em sua esséncia, um periodo de transicbes e ndo um momento de

realizacdo".

Os estudos diferem quanto a faixa etaria da adolescéncia em ratos. TIRELLI et al.

(2003) classificam os adolescentes como idades variando de P34-59 enquanto SPEAR
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(2000) considera que os adolescentes estdo aproximadamente dentro de P28-42 e
VALINSKAYA & SPEAR (2005) consideram adolescentes tardios como P42. NOs

escolhemos treinar animais em aproximadamente esta idade (P42).

4.3. Procedimentos cirdrgicos

Sédo fixadas canulas intracerebrais e, pelo meio destas, sdo infundidos os farmacos
através de uma agulha mais fina ("mizzy", de calibre 30) que é introduzida dentro da
primeira.

Cada animal anestesiado € cuidadosamente colocado em um Aparelho
Estereotaxico (Fabricacdo: David Kopf, modelo 1404), e a superficie de seu cranio exposta
mediante incisdo sagital com bisturi N° 20 ou 21. Uma craniotomia bilateral é feita com o
emprego de uma broca odontoldgica nos locais correspondentes as medidas AP e LL da
estrutura em questdo. As coordenadas serdo adaptadas devido a diferenca no tamanho dos
animais. Coordenadas a partir do Bregma: AP - 3,0 mm, LL + 24 mm e DV -1,3 mm,
Uma cénula de aco inoxidavel (manufaturada a partir de agulha com didmetro interno de
0,7 mm, calibre ou gauge 22, e didmetro interno de 0,3 mm), presa a torre mével do
estereotéxico, é introduzida cuidadosamente através de cada um desses orificios feitos na
calota craniana e baixada lentamente até encostar na dura-mater — onde é obtida a
coordenada DV para que a canula seja introduzida no encéfalo até a ponto de interesse. As
canulas sdo, entdo, fixadas nesta posicdo com acrilico dentario, aplicado ainda quando na
forma de um liquido espesso, que deixaremos secar. O acrilico é trabalhado para formar
uma espécie de capacete sobre 0 0sso do cranio, fechando a janela 6ssea produzida. As
canulas mantém-se fixas na posicao desejada por tempo suficiente apds a cirurgia.

A anestesia foi adaptada para animais adolescentes, 100 mg/ml/kg de ketamina e 20
mg/ml/kg de xilazina (baseado em FLECKNELL, 2015; SHARP & VILLANO, 2012).

4.4. FArmacos

Muscimol: é um alcalbide psicoativo, agonista seletivo dos receptores GABA com efeitos

hipnotico e dissociativos. Liga-se no sitio de ligacdo do GABA e também é agonista
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parcial do receptor GABAc. Quando administrado localmente estd associado com
supressdo da atividade neuronal sendo, dessa forma, utilizado para inativar temporaria e
reversivelmente a estrutura-alvo.

Veiculo: Tampéo fosfato salino (PBS).

4.5. Infusdes

O muscimol e seu veiculo serdo infundidos bilateralmente 15 minutos antes do
teste. A concentracdo da dose utilizada serd de 1 pg/ul e o volume infundido sera de 0,5

pg/lado.

4.6. Descricdo dos experimentos

4.6.1 Curva de generalizacéo

De acordo com achados prévios do nosso laboratorio, as memdrias podem manter
sua forca (intensidade), sem manter sua precisao (detalhamento). Assim, para verificarmos
a duracdo da precisdo da memoria, os animais foram treinados no Condicionamento Aversivo
Contextual (CAC) e testados 2, 7, 14 e 21 dias apds, ou no mesmo contexto em que foram
treinados ou em um contexto novo (fig. 7). Para uma memdria ser considerada precisa, 0s
animais devem apresentar a resposta de medo quantificavel (congelamento ou freezing)

significamente mais baixa no contexto onde o animal nunca esteve (contexto novo).

Treino Teste

—
7d

14d

|

ou

.|/ 2 o

=

Figura 7. Esquema ilustrando o protocolo dos experimentos.
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4.6.2. Dependéncia hipocampal
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Para verificarmos a dependéncia hipocampal, os ratos serdo treinados e testados 14,
21 e 28 dias apds, no mesmo contexto onde haviam recebido o choque. Sete dias antes do
teste eles serdo submetidos a uma cirurgia estereotéxica para a implantagdo de canulas no
hipocampo dorsal. Quinze minutos antes do teste, 0os animais serdo infundidos com
muscimol (0,5ul/lado) ou seu veiculo e testados no contexto original 5 dias depois. 24h
depois do teste serdo retestados no mesmo contexto, sem acao do farmaco (fig. 8).

Devido a limitagBes de tempo, realizamos somente o experimento onde as fémeas

foram testadas 14 dias ap0s o treino. Pretendemos dar continuidade a esse experimento.

Treino Cirurgia (dia 9) Teste (dia 14)

. ¢ N

Muscimol ou
salina
15 mins antes

24 h

Reteste

..

®

Figura 8. Esquema ilustrando o protocolo do experimento da dependéncia hipocampal. O freezing

foi quantificado no teste e reteste.

4.7. Procedimentos comportamentais

TREINO: foi realizado no CAC seguindo o protocolo padrdo do nosso laboratério (fig. 9).

O CAC foi utilizado para testar a precisao nos grupos contexto original 2, 7, 14 e 21 dias

apos o treino (curva de generalizacao) e a dependéncia hipocampal 14 dias ap0s o treino

(dependéncia hipocampal).

\ A

(0 3 330

Figura 9. Protocolo padréo (treino)
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Os ratos receberam 2 choques de 0,7mA, cada um com 2s de duracéo, separados por
um intervalo de 30 segundos. Os animais exploraram a caixa por 3 minutos antes de
receber o primeiro choque, e ficaram 30 segundos adicionais ap0s receber o segundo
choque. Aos 4 minutos foram retirados da caixa e retornados a caixa de moradia. Todos 0s

animais de ambos os experimentos foram treinados no CAC.

TESTE: 2, 7, 14 e 21 dias apds, foram testados no contexto original, onde haviam levado
choque, ou no contexto novo, para avaliar a precisdo da memoria (experimento 1). 14, 21e

28 dias apds serdo testados no contexto original (experimento 2).

Os animais foram colocados na caixa por 4 minutos onde o freezing foi

quantificado.

RETESTE: Para o experimento 2, os animais serdo retestados 24h depois sem agéo do

muscimol ou PBS.

4.8. Descrig¢ao dos contextos

CONTEXTO TREINO (ORIGINAL): caixa bege com dimensdes (20x25x22cm), paredes
laterais e posterior de formica e parede frontal de acrilico onde fica uma luminéria externa

acesa; com ruido de fundo (ar condicionado).
CONTEXTO NOVO (ALTERNATIVO): Caixa branca com 2/3 das dimensdes do

contexto treino, com assoalho de férmica, sem luz, sem cheiro, sem ruido de fundo e em

outra parte da sala de comportamento (com dicas espaciais diferentes).

4.9. Estatistica

Com excecdo do teste da dependéncia hipocampal (fig.21) e do teste machos 21

dias (fig.13), a estatistica usada nos 0s experimentos € do tipo paramétrica, pois os dados
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se distribuem normalmente. Para avaliar se os dados se distribuem normalmente, foi
utilizado o teste de Shapiro-Wilk. Constatada a existéncia de dados paramétricos, as
diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste t de Student de amostras
independentes, e no caso ndo-paramétrica os grupos foram avaliados pelo teste de Mann-
Whitney para amostras independentes. Foram considerados como significantes valores de
P<0,05.

S.RESUL TADOS

Experimentos anteriores do nosso laboratério demonstraram que ratos machos
adolescentes apresentam uma curva de generalizagdo acelerada quando comparados a
animais adultos (ver figura 13, CRESTANI, 2011). Nesse trabalho, demos continuidade a
esse estudo, avaliando a precisdo da memoria ndo apenas em ratos adolescentes machos,

mas também em fémeas.

Além disso, incluimos mais pontos (isto €, dia em que os animais foram testados

apos o teste) na curva de generalizagcdo da memodria.

5.1. Avaliagdo da curva de generalizacdo da memoria

Contexto Original

2,7, 14 ou 21 dias

)

Contexto Original

Contexto Novo

Figura 10. Desenho experimental para os experimentos da curva de generalizacéo.

Como se pode observar na figura 11, os graficos demonstram que com 2 dias 0s
ratos adolescentes machos distinguem os contextos original e novo, porém 14 dias ap6s o

treino a memaria torna-se generalizada.
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Figura 11. Dois dias apds o treino os machos distinguem os contextos original e novo, a memdria é
precisa. Tempo percentual de freezing para ratos adolescentes machos na tarefa de CAC quando
testados no contexto original ou novo. Dados expressos como média + E.P.M. do % de tempo. Teste 2
dias apds o condicionamento: grupo testado no contexto original N=8 e no contexto novo N=9. A
direita, gréafico de dispersao.

a: ha diferenca significativa entre os grupos (P= 0,038622 - teste t de Student para amostras
independentes. (dados retirados de CRESTANI, 2011).

Corroborando esses resultados, quando testamos os ratos machos adolescentes em

um ponto intermedidrio da curva, aos 7 dias pds-treino, eles ainda demonstraram precisao

da memoria.
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Figura 12. Sete dias apds o treino os machos distinguem os contextos original e novo, a memoria é
precisa. Tempo percentual de freezing para ratos adolescentes machos na tarefa de CAC quando
testados no contexto original ou novo. Dados expressos como média + E.P.M. do % de tempo. Teste 7
dias ap6s o condicionamento: grupo testado no contexto original N=13 e no contexto novo N=14. A
direita, gréafico de dispersao.

a: hd diferenca significativa entre os grupos (P= 0,002 - teste t de Student para amostras
independentes).

14 dias ap0s o treino, a memoria é generalizada.
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Figura 13. Quatorze dias apés o treino a memoria é generalizada. Tempo percentual de freezing para
ratos adolescentes machos na tarefa de CAC quando testados no contexto original ou novo. Dados expressos
como média + E.P.M. do % de tempo. Teste 2 dias apés o condicionamento: grupo testado 14 dias apds o
treino no contexto treino N=6 e no contexto alternativo N=6. (P=0,248494 teste t de Student para amostras
independentes). A direita, grafico de dispersio. (dados retirados de CRESTANI, 2011).

21 dias ap0s do treino, a memoria € precisa novamente.
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Figura 14. Vinte e um dias apds o condicionamento os machos distinguem os contextos original e
novo, a memoria é precisa. Tempo percentual de freezing para ratos adolescentes machos na tarefa de
CAC quando testados no contexto original ou novo. Dados expressos como média + E.P.M. do % de
tempo. Teste 21 dias ap0s o condicionamento: grupo testado no contexto original N=10 e no contexto

novo N=9. A direita, grafico de dispersio.
a: ha diferenga significativa entre os grupos (P=0,0057 teste de Mann-Whitney para amostras

independentes).

Nos proximos experimentos, avaliamos a precisdo da memoria em ratos
adolescentes fémeas. Observamos que quando testadas 2, 7 e 14 dias ap6s o treino as

fémeas mantém a memoria precisa, e 21 dias ap6s a memoria € generalizada.
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Figura 15. Dois dias apds o condicionamento as fémeas distinguem os contextos original e novo, a
memoaria é precisa. Tempo percentual de freezing para ratos adolescentes fémeas na tarefa de CAC
quando testadas no contexto original ou novo. Dados expressos como média + E.P.M. do % de tempo.
Teste 2 dias ap6s o condicionamento: grupo testado no contexto original N=6 e no contexto novo N=7.
A direita, grafico de disperso.

a: hd diferenca significativa entre os grupos (P= 0,003 - teste t de Student para amostras
independentes).
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Figura 16. Sete dias apds o condicionamento as fémeas distinguem os contextos original e novo, a
memoaria é precisa. Tempo percentual de freezing para ratos adolescentes fémeas na tarefa de CAC
quando testadas no contexto original ou novo. Dados expressos como média + E.P.M. do % de tempo.
Teste 7 dias ap6s o condicionamento: grupo testado no contexto original N=4 e no contexto novo N=5.
A direita, grafico de dispersio.

a: had diferenca significativa entre os grupos (P= 0,001 - teste t de Student para amostras
independentes).
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Figura 17. Quatorze dias ap6s o condicionamento as fémeas distinguem os contextos original e
novo, a memoaria é precisa. Tempo percentual de freezing para ratos adolescentes fémeas na tarefa de
CAC quando testadas no contexto original ou novo. Dados expressos como média + E.P.M. do % de
tempo. Teste 14 dias apds o condicionamento: grupo testado no contexto original N=8 e no contexto
novo N=8. A direita, grafico de dispersio.
a: ha diferenca significativa entre os grupos (P= 0,0002 - teste t de Student para amostras

independentes).
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Figura 18. Vinte e um dias apds o condicionamento a memaria é generalizada.
Tempo percentual de freezing para ratos adolescentes fémeas na tarefa de CAC quando testadas no
contexto original ou novo. Dados expressos como média + E.P.M. do % de tempo. Teste 21 dias apds o
condicionamento: grupo testado no contexto original N=6 e no contexto novo N=7. A direita, grafico
de dispersdo. Nao ha diferenga significativa entre os grupos (P= 0,0726 - teste t de Student para
amostras independentes).

Contexto Novo



Ctx Original Ctx Novo
100+ 100-
T
80 ¢4 QS:? 80
- s 6%; 3 3 i} gd S48
S 60 99%5 4 604 ) d 208
S 3 o0 L 3 &) Q
& ? Y s *2 4 s 3
2 40 $08 g9 4 8% p 29 4
24 3 3 gég s
20 200 o g 24 $ é g 3
: : : : e 9do 2.9 o
2 dias 7 dias 14dias 21 dias 2 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Figura 19. Gréfico de dispersdo comparativo entre os intervalos de tempo.
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Comparacao entre o tempo percentual de freezing para ratos adolescentes machos e fémeas na tarefa de

CAC quando testados no contexto original e novo.

5.2. Avaliacao da dependéncia hipocampal

As figuras 21 a 22 apresentam o0s resultados obtidos com o protocolo de

dependéncia hipocampal com animais fémeas.
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Figura 20. Desenho experimental para os experimentos da dependéncia hipocampal.
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Figura 21. Teste: a inativagdo farmacolégica do hipocampo com muscimol resultou em baixos
niveis de freezing. Reteste: sem acdo do muscimol, a memdria aversiva é expressa em nivel igual
ao controle. Tempo percentual de freezing para ratos adolescentes fémeas na tarefa de CAC quando
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testadas no contexto original e retestadas 24h depois sem o efeito do muscimol. Dados expressos como
média + E.P.M. do % de tempo. Teste 14 dias apds o condicionamento: grupo controle (salina) N=7 e
muscimol N=7. Esse resultado sugere que a meméria ainda estd dependente dessa estrutura 14 dias
apos o condicionamento
a: diferenga significativa entre os grupos no teste (P= 0,0002 - teste de Mann-Whitney para amostras

independentes)

N.S.: diferenca ndo significativa no reteste (P= 0,555 - teste t de Student para amostras independentes).
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Figura 22. Gréfico de dispersao.
Sexo Teste Resultado N
Precisdao da Memoria
Fémeas 2 dias Diferenciam contextos; Original=70%, Novo=30% 6,7
7 dias Diferenciam contextos; Original=63%, Novo=13% 4,5
14 dias Diferenciam contextos; Original=58%, Novo=20% 8,8
21dias Generalizam; Original=58%, Novo=31% 6,7
Machos 2 dias Diferenciam contextos; Original=60%, Novo=47% 8,9
7 dias Diferenciam contextos; Original=67%, Novo=45% 13,14
14 dias Generalizam; Original=59%, Novo=46% 6,6
21dias Diferenciam contextos; Original=66%, Novo=42% 10,9
Dependéncia Hipocampal
Fémeas | 14dias |[Dependente do hipocampo; Muscimol=26%, Salina=7%| 7,7

Tabela 1. Resumo dos resultados obtidos até agora.

4. DISCUSSAO

Memorias contextuais tendem a perder detalhes com a passagem do tempo,

tornando-se independentes do hipocampo;

enquanto memdarias detalhadas ainda
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necessitam dessa estrutura para sua evocacdo (WILTGEN, 2010). A generalizacdo, que
nada mais € que a perda de precisdo, € uma caracteristica adaptativa importante da
memoria. No caso de adolescentes, a generalizacdo da memoria pode favorecer a
sobrevivéncia, uma vez que sdo menos experientes e portanto, ao utilizar “margens de
seguranga” mais amplas em situagdes potencialmente perigosas, passam a ter uma melhor
chance de sobrevivéncia. Em mamiferos, o cérebro sofre uma variedade de mudancas na
adolescéncia, notavelmente no PFC (fig. 23), sistema mesocorticolimbico e amigdala,
estruturas que sdo importantes na modulacdo de processos da memoria. No entanto, o
cérebro ndo é um sistema isolado; hormonios atuam sobre ele e influenciem nas fungdes
cognitivas, entre os quais estd a memoria.

Dois tipos de alteracdes hormonais estdo associados a adolescéncia, adrenarche,
em que ha um aumento da producdo de hormdnios adrenais, e gonadarche, em que o eixo
hipotalamo-pituitaria-gonadal é ativado (PIGNATELLI et al.,, 2006), causando um
aumento nos niveis de hormonios sexuais (SPEAR, 2000). Embora a puberdade e a
adolescéncia ndo sejam conceitos intercambiaveis, esses se sobrepdem (SPEAR, 2000,
SISK & ZEHR, 2005). CUTLER et al., (1978) ndo acharam evidéncias de adrenarche em
roedores, porém PIGNATELLI et al., (2006) descobriram que as adrenais influenciaram o
inicio da puberdade no rato.

Um achado interessante neste e no trabalho de CRESTANI (2011) € que os
machos generalizaram a memoria de medo aos 14 dias apds o condicionamento (P=
0,248494; N=6 original, 6 novo) mas ndo as 21 dias (P= 0,0057; N= 10 original, 9 novo).
A razdo para isso pode ter sido uma falha na abordagem, diferentes niveis de ansiedade
basal entre os grupos® durante o teste ou outra variavel metodolégico, e estas experiéncias
teriam de ser replicadas no futuro, a fim de excluir falsos positivos. Embora ndo seja claro
neste momento, é interessante especular sobre possiveis razfes pelas quais isso pode ter
acontecido, pois levanta uma série de perguntas intrigantes.

Uma hip6tese é que ambos os grupos estavam em diferentes estagios da
adolescéncia na hora do condicionamento, e portanto sob efeito de diferentes niveis de

hormonios sexuais e em diferentes fases de maturacdo cerebral. Enquanto os ratos de

3 Embora isto seja improvavel ja que os ratos que foram utilizados neste estudo sdo da mesma cepa que
CRESTANI usou em 2011.
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ambos os grupos (14 e 21 dias) foram testados em torno da mesma idade (P61-63),
CRESTANI (2011) treinou seus ratos quando tinham 47 a 49 dias de idade, ao passo que o
grupo mais recente (21 dias) foi treinado a P42-P43. O fato de que esses grupos foram
treinados durante a puberdade e testados no inicio da idade adulta torna possivel que
horménios e diferencas morfofisioldgicas possam estar impactando nestes resultados,
embora de que maneira ndo esta claro. Ha numerosos estudos que suportam a ideia de que
hormdnios sexuais organizam circuitos cerebrais na adolescéncia (SISK & ZEHR, 2005;
BLAKEMORE et al., 2010) e alteram a plasticidade (FOY, 2011; KOLB et al., 2012).
Mais estudos com ratos adolescentes em tarefas de precisdo de memdria podem elucidar
se as diferencas devidas a restricdes de maturacdo no cérebro em desenvolvimento podem
explicar esses resultados.

Um hormoénio importante nos machos é a testosterona, com inimeros efeitos
potenciais (ver CELEC et al., 2015 e SKUCAS et al., 2013). VETTER O’HAGEN &
SPEAR (2012) coletaram niveis séricos de testosterona em ratos adolescentes e viram que
sdo relativamente baixos em P40, com aumentos significativos em P44-P48 e P48-P75. A
testosterona atua na transcricdo de BDNF, atenuando sua expressao em ratos adolescentes,
ao contrario do seu efeito em adultos (PURVES-TYSON et al., 2015). Alguns estudos
sugerem que a testosterona facilita a aquisicdo em tarefas dependentes do hipocampo
como no condicionamento contextual aversivo enquanto outros ndo (SKUCAS et al.,
2013), e que a administracdo de testosterona aumenta a densidade de espinhos em ambos
as regides CAl e CA3 do hipocampo em ratos machos e fémeas (EDINGER et al. 2004).

Esses, juntamente com estudos que indicam que os horménios gonadais atuam
sobre a plasticidade do cortex pré-frontal (KOLB et al., 2012), que é uma das estruturas que
modula a evocacdo (PRESTON & EICHENBAUM, 2013), podem em parte elucidar essa
diferenca na precisdo da memoria entre os dois grupos mencionados anteriormente (~P47 e

~P42), se ndo for um falso positivo.

A transmissdo sindptica de GABAg na regido CAl do hipocampo matura-se
relativamente tarde (NURSE & LACAILLE, 1999), gradualmente maturando entre P35 e
P45 (SPEAR, 2000). Este neurotransmissor inibidor atua sobre os receptores GABAGg, que
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Figura 23. Desenvolvimento do cértex prefrontal (retirado de KOLB et al., 2012).

regulam a inibicdo pré-sindptica e podem ser importantes na persisténcia, mas ndo na
aquisicdo ou consolidacdo, de memorias contextualmente precisas (CULLEN et al., 2014).
Admitindo que possa haver variag@es individuais em ratos do mesmo sexo e idade, as
médias dos grupos machos com idade P49-51, testados 2 dias ap6s o condicionamento (P=
0,038622; N= 8 original, 9 novo) e fémeas com idade P44-45, também apoés 2 dias (P=
0,003; N= 6 original, 7 novo) indicam que a memdria continua precisa apos 2 dias,
embora as fémeas apresentam um valor P bem menor.

Um experimento anterior do nosso laboratério mostrou que ratos adultos machos
generalizam a memoria de medo adquirida no CAC 28 dias ap0s o treino, e que a
evocacdo da memoria ndo é prejudicada pelo muscimol naquele ponto do tempo,
sugerindo que a memoria ndo é mais dependente do hipocampo (DE OLIVEIRA
ALVARES et al.,, 2012), um resultado que é consistente com as observacdes de
WILTGEN (2010). Aqui mostramos que fémeas testadas 14 dias apos o treino, infundindo
0 mesmo farmaco 15 minutos antes do teste (0,5ul/lado) sdo sensiveis ao seu efeito (fig.
21) indicando que a memdria de medo ainda é dependente do hipocampo para a sua
evocacao (teste: P= 0,0002; reteste: P=0,555; N=7,7) e corrobora com nosso resultado de
14 dias do experimento da curva de generalizagdo (fig. 17) em que a memoria ainda é
precisa (P= 0,0002; N= 8 original, 8 novo). O que resta a ser visto é se machos, que

generalizaram no dia 14, terdo um resultado similar.
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Se nossos resultados futuros sugerirem que os machos treinados na adolescéncia
tardia realmente generalizam mais cedo que as fémeas, seria um achado interessante, uma
vez que a literatura sobre a generalizacdo em adultos suporta a ideia de que as fémeas
generalizam mais cedo (LYNCH et al., 2013; JASNOW et al., 2016), devido em parte &
acao dos estrogénios e seus receptores na memoria (LYNCH et al., 2013, 2014; JASNOW
et al., 2016).

4. CONCLUSOES

Nos experimentos da curva de generalizacdo foi observado que ratos adolescentes
machos e fémeas (~P42 e ~P47), testados em diferentes intervalos de tempo (2, 7 e 14 e 21
dias) apos o treino, tinham a memdria precisa com 2 e 7 dias, sendo que aos 14 dias a
memdria tornava-se genérica nos machos enquanto nas fémeas ndo. Aos 21 dias apds o
treino, os machos mantiveram a memoria precisa enquanto nas fémeas essa foi

generalizada.

8. PERSPECTIVAS

1. Continuar com os experimentos da curva de generalizacdo: testar 28 e 35

dias apds o treino.

2. Continuar com o0s experimentos de dependéncia hipocampal: inativar
farmalogicamente o hipocampo 14 dias apds o treino para machos, 21, 28 e

35 dias ap0s para machos e fémeas.
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