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RESUMO

O nucleo reuniens (NR) é o maior dos nucleos mediais do talamo. Ele possui
conectividade com areas importantes, tais como o hipocampo (HPC), cortex pré-
frontal medial (CPFm) e amigdala, relacionadas ao processamento de memorias
espaciais ou aversivas. A revisdo de mapeamento € uma ferramenta de pesquisa
sistematizada que possibilita a compreensao geral dos dados disponiveis na literatura
em um determinado tema de interesse, identificando o que foi publicado até o
momento e lacunas a serem exploradas em trabalhos futuros. O objetivo desse
trabalho foi avaliar o papel do NR, por meio de desfechos comportamentais, na
aquisicado, consolidacdo, evocagao-expressao, desestabilizagdo-reconsolidacao e
extingdo de memoérias em ratos e camundongos. Para tanto, foi elaborado um
protocolo de revisdo para responder essa pergunta (PROSPERO 2023
CRD42023399421). Identificou-se nas bases de dados (Pubmed, Embase e Scopus
via Periddicos Capes) 34 publicacoes relevantes para a revisao de mapeamento. Foi-
se extraido véarios parametros qualitativos (fase da meméria, tipo de intervencao,
dose, momento da intervencao, sexo, espécie, linhagem e teste comportamental) de
cada estudo. A lesdo ou inativacdo do NR promove um déficit na aquisicao,
consolidacédo, evocacgao-expressado, desestabilizagdo-reconsolidacdo e extingdo de
memdrias espaciais e aversivas, inferidas pelo aumento de congelamento,
generalizacao da memoria, diminuicao na capacidade de reconhecimento de objetos,
aumento na laténcia para encontrar a plataforma no labirinto aquatico, entre outros.
As lacunas identificadas foram a falta de compara¢cdées de memorias com idades

diferentes e entre machos e fémeas.

Palavras chave: Nucleo reuniens, animais de laboratério, aprendizagem,

condicionamento de medo.



ABSTRACT

The reuniens nucleus (NR) is the largest of the medial nuclei in the thalamus. It is
connected to significant areas such as the hippocampus (HPC), medial prefrontal
cortex (mPFC), and amygdala, which are related to the processing of spatial or
aversive memories. A mapping review is a systematic research tool that enables a
comprehensive understanding of the data available in the literature on a given topic of
interest, identifying what has been published so far and gaps to be explored in future
work. The aim of this study was to assess the role of the NR, through behavioral
outcomes, in the acquisition, consolidation, retrieval-expression, destabilization-
reconsolidation, and extinction of memories in rats and mice. To this end, a review
protocol was developed to answer this question (PROSPERO 2023
CRD42023399421). A total of 34 relevant publications for the mapping review were
identified in databases (PubMed, Embase, and Scopus via Periddicos Capes). Various
qualitative parameters (memory phase, type of intervention, dose, timing of the
intervention, sex, species, strain, and behavioral test) were extracted from each study.
Lesioning or inactivating the NR results in deficits in the acquisition, consolidation,
retrieval-expression, destabilization-reconsolidation, and extinction of spatial and
aversive memories, as inferred by increased freezing time, memory generalization,
decreased object recognition ability, increased latency to find the platform in the water
maze, among others. The identified gaps included the lack of comparisons between

memories with different ages and between males and females.

Keywords: Learning, memory, laboratory rodents, fear conditioning, water-maze.
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1.  INTRODUCAO
1.1 MEMORIA

A memoria € um processo fisiolégico que ocorre na maioria dos seres vivos e
desempenha um papel importante e adaptativo. No entanto, pode tornar-se
disfuncional e estar relacionado a comportamentos como ansiedade e patologias
como o transtorno de estresse pos traumatico (TEPT) (Alberini; Ledoux, 2013; Kida
S,2019).

O processo de aprendizagem (Figura 1) envolve inicialmente a aquisicao,
etapa na qual ocorre a exposicdo a nova informacédo, e segue para a etapa de
consolidacéo, que tem por objetivo 0 armazenamento dessa informagéo. Nessa etapa
ocorrem mudang¢as na circuitaria celular responsavel por codificar a memoria
promovendo a sua estabilizacdo, gerando a representacao interna da experiéncia
vivida (Dudai; Karni; Born, 2015).

Quando a memdéria adquirida € evocada e reativada brevemente, pode ocorrer
0 processo de desestabilizacdo-reconsolidacdo, ou seja, a memoria se torna |abil
novamente, havendo mudancas sinapticas que permitem que ela se restabeleca na
forma original, de forma mais intensa (como no caso de uma memdéria traumatica) ou
mais branda, quando é atenuada farmacologicamente, por exemplo (Lee; Nader;
Schiller, 2017). Quando a evocacdo da memoria € mais longa, é possivel que seu
desfecho comportamental seja a extingdo, processo este que envolve a formacao de
uma nova memdria neutra que suprime a original (Bouton M.E,2004; Euston et al.,
2012; Haubrich; Nader, 2018).
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Figura 1. Esquema do processo de aprendizagem e memdaria
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Legenda: Representacdo esquematica das etapas de aprendizagem e meméria. A partir do momento
da aquisigcao até algumas horas depois (janela de consolidagdo), a memoria labil é suscetivel a diversos
interferentes, passando por varios processos moleculares para estabilizagdo. Quando estabilizada, é
possivel o retorno da memoria ao estado de labilidade ao ser reativada e evocada. Uma vez nesse
estado a meméria pode ser reconsolidada ou extinta, onde ha a aprendizagem de um novo trago de
memoria que suprime em partes ou totalmente a meméria original. Elaborado pelo autor (2024).

A memodria pode ser de curto ou longo prazo, tendo como diferenca a duracéo
e a capacidade de armazenamento. A memoria de curto prazo armazena as
informagdes por pouco tempo e possui capacidade limitada para memorizar. Ja a
memdéria de longo prazo possui longa duracdo e maior capacidade de
armazenamento, sendo possivel a recuperacao de uma informagéao adquirida ha anos,
por exemplo. Na meméria de longo prazo, se tem como um fator importante o estado
emocional do individuo durante a aquisicdo da informagao que sera posteriormente

armazenada. Em situagdes estressantes, aversivas ou ansiogénicas, as memdorias
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sao consolidadas e evocadas de forma mais intensa e duradoura (Squire L.R, 1986;
Cowan N, 2008; Kensinger; Ford, 2019).

Existe ainda a chamada memodria de trabalho, que pode ser usada para
planejar e realizar determinado comportamento, sendo geralmente associada a
mem©ria de curto prazo em conjunto com outros mecanismos para o processamento
da informacao (Miller et al, 1960).

Dentro das memorias de longo prazo, a divisao se da entre memoria
declarativa e ndo declarativa e/ou de procedimento. A meméria declarativa é aquela
que se refere a informagédo que € expressa ou transmitida convencionalmente, de
forma explicita e consciente e pode ser dividida entre memadria semantica e episédica
(Squire L.R, 1986; Carrillo-Mora; Magda; Abel, 2009). A memoria semantica
corresponde aos conhecimentos gerais do mundo, como eles se relacionam e seus
usos, fatos bem como conceitos, palavras e seus significados. Ela ndo tem relagéao
com um episédio em especifico do individuo. Porém, estd relacionada
majoritariamente a espécie humana, pois € dificil estabelecer se roedores ou outras
espécies sao capazes de formar um sistema semantico para processar certas
informacgdes, sendo insuficiente somente relacionar o conhecimento/informacao geral
em espécies ndao humanas (Carrillo-Mora; Magda; Abel, 2009). J& a memoria
episddica se refere as informacgdes relacionadas a experiéncias e episddios temporais
especificos do individuo/animal (Matthews, 2015).

Existem ainda outros tipos de meméria de longo prazo que nao se reduzem
apenas a divisdo entre declarativa e de procedimento, como a espacial e aversiva. A
mem©ria espacial consiste naquela responsavel por reconhecer, codificar, armazenar
e recuperar informacgdes relacionadas sobre a disposicao de objetos e lugares.
Usualmente, a memaria espacial € tida como um subtipo da memdria episddica, pois
armazena e relaciona informagdes dentro de um espago-temporal (Carrillo-Mora;
Magda; Abel, 2009).

A memodria aversiva desencadeia uma resposta adaptativa e pode ser descrita
como uma meméria responsavel por reconhecer, codificar e recuperar informacdes
ligadas a situagdes perigosas/aversivas ao individuo, levando a comportamentos de
enfrentamento, esquiva, ansiedade e estresse. Esse tipo de memdria € importante
para a detecgcao de ameagas e respostas de defesa. Além disso, as memorias podem
se tornar mal adaptativas, se apresentando como pensamentos intrusivos, evocacao

de memorias associada a um evento traumatico, generalizacdo do medo em contextos
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distintos, como ocorre no TEPT. Segundo a literatura a prevaléncia de transtornos
ansiosos é maior em mulheres do que homens, sendo elas mais susceptiveis a
quadros de fobias sociais, depressao maior, ansiedade generalizada e TEPT. Logo é
necessario a comparagao entre sexos nos experimentos para avaliar se ha diferencas
de respostas comportamentais em testes especialmente de memodrias aversivas
(Beery; Zucker, 2011; LeDoux J.E, 2014; Taylor; Torregrossa, 2015; lzquierdo; Furini;
Myskiw, 2016).

1.2 AREAS CEREBRAIS ENVOLVIDAS NO PROCESSO DE APRENDIZAGEM E
MEMORIA

Algumas areas encefélicas sdo de extrema importancia para o processamento
de aspectos mnemdnicos, tais como o hipocampo (HPC) dorsal/ventral e o cértex pré-
frontal medial (CPFm) (Preston; Eichenbaum, 2013; Ramanathan; Maren, 2019). O
HPC € uma regido modula a especificidade da memoria, discriminagao contextual e o
armazenamento de memodrias (Frankland et al, 1998; Wiltgen et al, 2010; Moser et al,
2015). Ja o CPFm esté relacionado com a generalizacao da memaria e mudanga de
estratégia (Preston; Eichebaum, 2013). Outras regiées como a amigdala também sao
importantes para formagdo de memorias, que como parte do sistema limbico atua
associando o componente emocional a informacgéo adquirida, codificada e/ou evocada
(Parkinson; Robbins; Everitt, 2000; Izquierdo; Furini; Myskiw, 2016).

Ha evidéncias de estudos anatdmicos de que as duas areas citadas (HPC e
CPFm) se comunicam através de projecdes celulares vindas do HPC ao CPFm, porém
essa comunicagado néo se da pelo caminho inverso (Varela et al, 2014; Vertes, 2004).

O ndcleo reuniens (NR) esta situado na area ventromedial do talamo e se
comunica reciprocamente com as subregides do CPFm, cortex retroesplénico, o
subiculo e os coértices perirrinal e entorrinal (Figura 2, 3 e 4). Além das areas
mencionadas, estudos sugerem que o NR atua como um elo de comunicagéo e
sincronizacgao, regulando bidirecionalmente informagdes entre o CPFm e o hipocampo
(Barker; Warburton, 2018; Scheel; Wulff; De Mooij-Van Malsen, 2020; Mathiasen et al,
2020).
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Figura 2. Esquema das conexdes anatémicas entre cortex pré-frontal medial e
hipocampo

Cortex Pré .
Frontal Medlaj ] Hipocampo

<
Niicleo Reuniens
do Talamo

Legenda: Conexdes anatdbmicas entre NR, HPC e CPFm. O NR possui projegdes para ambas as areas.
A comunicag¢é@o do HPC com o CPFm é feita de forma unidirecional. Para a informagao ser transmitida
do CPFm para o HPC é necessario a participagao do NR. Elaborado pelo autor (2024).

Figura 3. Esquema das entradas corticais e alocorticais do nucleo reuniens.
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Legenda: Proje¢bes celulares corticais e alocorticais que o NR recebe. A espessura da linha representa
a densidade das projecdes. Adaptado de Mathiasen et al, 2020.
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Figura 4. Esquema das proje¢des do nucleo reuniens para diferentes areas
corticais e hipocampais.
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Legenda: Projecdes do NR para areas corticais e hipocampais. A espessura da linha representa a
densidade das projecdes. Linhas mais grossas representam maior nimero de projecdes. Linhas
pontilhadas representa comunicacdo secundaria entre as regides que as conecta. Adaptado de
Mathiasen et al, 2020.

Conforme ilustrado na Figura 4, as principais conexdes da formacao do
hipocampo e regides para-hipocampais com o NR, o que ampara a sua participagao
no processo de memorizagdo que envolve o recrutamento da circuitaria celular do
hipocampo. A Figura também demonstra (linhas pontilhadas) as conexdes formadas
de modo indireto entre o NR e regides corticais e corpos mamilares (Mathiasen et al,
2020).

Para memdrias espaciais dependentes de HPC, lesées no NR levam a
prejuizo na retengéo e aprendizagem da memdria, segundo a literatura (Dolleman-van
der Weel et al, 2019). E sugerido que o NR auxilia a regular e controlar a informacéo
espacial. No qual, a flexibilidade cognitiva fica prejudicada ap6s mudangcas no
protocolo experimental (Mathiasen et al, 2020).

Para memdérias aversivas, é relatado que o NR afeta diversas fases da
memb©ria, sendo sua atividade mais ou menos participativa de acordo com o protocolo
experimental e a fase. Foi relatado que para a tarefa de esquiva passiva, mesmo que
incialmente o NR néo afeta a aprendizagem, subsequentemente a sua auséncia de
atividade afeta a consolidacao e recuperacao (Davoodi et al, 2011).

1.3 TESTES PARA AVALIACAO DA MEMORIA
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Existem testes com diferentes propdsitos e distingbes entre eles para
avaliacédo das etapas da memodria em ratos e camundongos. Aqui serdo descritos 0s

testes usados nos artigos selecionados na presente revisao sistematica.

1.3.1 Testes para avaliacao da memoéria espacial

Para avaliar o papel do NR na memdria espacial foram utilizados os seguintes
testes: labirinto aquatico de Morris, reconhecimento associativo de objetos, mudanca
de conjunto de atencao (AST), crossword maze, tempo de reagdo visuoespacial
(VSRT), labirinto radial (RAM), discriminagdo espacial condicional com atraso
(DNMTP e VC-DNM), labirinto em T para tarefas de discriminagdo condicional
dependente de memoria de trabalho (CDWM) e discriminacdo condicional (CD),
labirinto em T para tarefas de alternancia continua (CA) e alternancia com atraso (DA),
tarefa combinada de atencdo e memoria (CAM), discriminacdo visual e reversao,
tomada de decisdo com atraso, labirinto duplo H, e labirinto em T para tarefa de

alternancia espacial com atraso nao correspondente a amostra.

1.3.1.1 Labirinto aquatico de Morris

O labirinto aquatico (Figura 5), proposto inicialmente por Richard Morris,
consiste em uma piscina redonda preenchida com agua de coloracado opaca e em
temperatura ambiente. A piscina € dividida virtualmente em quatro quadrantes
demarcados com pontos cardeais. Uma plataforma de escape é escondida submersa
no interior da piscina em um dos quadrantes, sendo denominado quadrante alvo. Nas
paredes de cada quadrante sdo coladas figuras geométricas que servem de guia
visual para os animais se orientarem na procura pela plataforma. Antes dos testes, é
possivel submeter os animais a um periodo de habitua¢do na piscina sem a presenca
da plataforma, devido ao potencial estressor da agua para o animal (Morris R, 1981;
Morris R, 1894; Carrillo-Mora; Magda; Abel, 2009).

Posteriormente, os animais passam por um periodo de treinamento, no qual
a plataforma é colocada em um dos quadrantes e os animais sao soltos de diferentes
posicoes da piscina para que encontrem a plataforma e escapem da agua. O tempo
que o animal leva para encontrar a plataforma é chamado de laténcia para encontrar

a plataforma, sendo uma das variaveis a serem medidas na avaliagdo da memoria
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espacial. O tempo gasto por quadrante ou no quadrante alvo também pode ser
mensurado, especialmente durante o teste (Morris R, 1981; Morris R, 1894; Carrillo-
Mora; Magda; Abel, 2009). Ap6s o animal localizar a plataforma e ficar acima do nivel
da agua € possivel permanecer sobre a plataforma por até 60 segundos para
favorecer a aprendizagem da tarefa. Durante o teste, tanto a plataforma quanto as
pistas visuais das bordas da piscina sdo removidas a fim de discriminar qual estratégia
esta sendo usada pelo animal para encontrar a plataforma. Também se pode testar
0S animais no escuro ou ter o labirinto cercado por uma cortina de fundo escuro para
evitar que os animais usem pistas espaciais (Morris R, 1981; Morris R, 1894; Carrillo-
Mora; Magda; Abel, 2009).

Figura 5 — Labirinto aquético de Morris.
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Fonte: Adaptado de Carrilo-Mora; Magda; Abel, 2009.

1.3.1.2 Tarefa de reconhecimento associativo de objetos

A tarefa de reconhecimento associativo de objetos compreende um
conjunto de tarefas com o objetivo de testar o reconhecimento de itens individuais
associado a sua localizagcdo. Assim, pode-se dividir esse conjunto em tarefa de objeto
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no local, localizagao de objetos e preferéncia por um novo objeto (Barker; Warburton,
2018).

1.3.1.3 Tarefa de objeto no local

A tarefa de objeto no local (Figura 6) consiste em uma arena de campo aberto
podendo ou ndo apresentar algumas pistas visuais nas paredes como cores diferentes
e cortinas parcialmente abertas para auxiliar o animal no desempenho da tarefa. A
tarefa consiste em uma fase de amostragem na qual o animal recebe quatro objetos
diferentes (A, B, C, D por exemplo), sendo eles colocados nos cantos da arena a cerca
de 10 cm das paredes. Cada animal é colocado no centro da arena e deixado por
cerca de 5 minutos para exploracao. O animal é entao retirado da arena e os objetos
séo limpos para remogéao de qualquer pista olfativa (Barker; Warburton, 2018). Na fase
de teste, dois dos quatro objetos, ambos a esquerda ou a direita da arena trocam de
lugares, entdo o animal volta ao centro da arena depois de um tempo de atraso
definido pelo experimentador e pode explorar o local por cerca de 3 minutos. O tempo
que foi gasto para explorar os dois objetos que foram trocados de lugar s&o
comparados com o tempo gasto para explorar os dois objetos que permaneceram no
lugar (Barker; Warburton, 2018). Se a memaria do animal ndo sofreu nenhum tipo de
interferéncia, é natural que ele passe mais tempo explorando os objetos que trocaram
de lugar do que os que permaneceram no local quando foi realizada a fase de

amostragem (Barker; Warburton, 2018).

Figura 6 — Tarefa de objeto no local
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1.3.1.4 Tarefa de localizagcéao de objetos

A tarefa de localizagao de objetos (Figura 7) € realizada em uma arena de
campo aberto, podendo ou ndo apresentar pistas visuais nas paredes para auxiliar o
animal no desempenho da tarefa. A tarefa também é dividida em uma fase de
amostragem, na qual é colocado duas copias idénticas de um objeto no canto da arena
cerca de 10 cm da parede e o animal é colocado no centro da arena e pode explorar
os objetos por cerca de 3-4 minutos e entdo é removido da arena. E utilizado um tempo
de atraso entre a fase de amostragem e a fase de teste que € escolhida pelo
experimentador (Ennaceur et al, 2005; Barker; Warburton, 2018). Na fase de teste,
uma das cdpias do objeto muda de posicdo sendo colocada em outra extremidade da
arena. O animal entdo € colocado no centro da arena por cerca de 3 minutos e é
medido o tempo que ele “gasta” com o objeto em sua nova localizagdo. Se a meméria
do animal estiver integra, a tendéncia € que o animal passe mais tempo explorando o

objeto na nova localizacao (Ennaceur et al, 2005; Barker; Warburton, 2018).

Figura 7 — Tarefa de localizagao de objetos

0 O 0

Tempo de
atraso

J

Fonte: Adaptado de Ennaceur et al, 2005. Fase de amostragem (a esquerda). Fase de teste (a
direita).
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1.3.1.5 Tarefa de preferéncia por um novo objeto

A tarefa de preferéncia por um novo objeto (Figura 8) é realizada em uma
arena de campo aberto, também dividida entre uma fase de amostragem e uma de
teste, sendo separadas por um tempo de atraso, que é escolhido pelo experimentador.
Dentro da arena sao colocadas duas copias de objetos em uma das das extremidades
da arena, cerca de 10 cm das paredes. O animal € colocado na extremidade oposta
dos objetos, e pode explorar a arena e 0s objetos por 3-4 minutos. Os objetos entédo

séo limpos com alcool para remover qualquer pista olfativa (Ennaceur et al, 2005;
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Barker; Warburton, 2018). Na fase de teste, um novo objeto é colocado na mesma
posicao de uma das cépias do objeto usado na fase de amostragem. O animal é
colocado na extremidade oposta onde estdo os objetos (a copia e o novo) e deixado
por cerca de 3 minutos para exploracdo. Se a memoria do animal esta integra, a
tendéncia é que ele passe mais tempo explorando o novo objeto colocado na fase de
teste (Ennaceur et al, 2005; Barker; Warburton, 2018).

Figura 8 — Tarefa de preferéncia por um objeto novo
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Fonte: Adaptado de Ennaceur et al, 2005. Fase de amostragem (a esquerda). Fase de teste (a direita)

1.3.1.6 Tarefa de mudancga de conjunto de atencdo

A tarefa de mudanca de conjunto de atencéo (AST) € o nome comum dado a
tarefa de discriminacao odor/textura, que possui a finalidade de investigar as funcdes
executivas e a flexibilidade comportamental por meio da discrimina¢ao de texturas no
chéo do aparato e odores diferentes. A tarefa é realizada numa caixa retangular de
plastico opaca com um divisor longitudinal também opaco presente no meio da caixa
apresentando em uma das extremidades duas arenas de escolha. Dentro da arena de
escolha ha adicdo de material para escavacgao apresentando texturas diferentes, além
de odores discriminativos (Figura 9) (Birrell; Brown, 2000; Linley; Gallo; Vertes, 2016).
Inicialmente é feita a habituacado dos animais ao ambiente de realiza¢ao da tarefa. Os
animais sdo colocados no aparato vazio e deixados para explora-lo por cerca de 5
minutos. Os animais passam por uma etapa de treinamento antes do teste, com a
finalidade de estabelecer o comportamento de escavacado e associacdo de pistas
(odores). Na etapa de teste os animais sdo testados em 7 estagios: discriminacéao
simples, discriminacdo composta, aprendizado reverso da discriminagcdo composta,

deslocamento interdimensional, aprendizado reverso do deslocamento
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interdimensional, deslocamento extradimensional e aprendizado reverso do

deslocamento extradimensional (Birrell; Brown, 2000; Linley; Gallo; Vertes, 2016).

Figura 9 — Tarefa de mudanca de conjunto de atencao. Caixa de realizagao da
tarefa e habituacéo

Fonte: Adaptado de Linley; Gallo; Vertes, 2016.

1.3.1.7 Tarefa de crossword maze

A tarefa de crossword maze (Figura 10) consiste em um aparato construido
geralmente em plastico, pintado de preto, formando um conjunto de 9 secodes
quadraticas idénticas. O animal é colocado em um ponto do labirinto e tem que
percorrer um caminho para chegar a uma recompensa alimentar. A tarefa € dividida
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entre uma fase de habitua¢do, onde os animais aprendem a percorrer um caminho
para alcangar a recompensa. Os locais onde 0s animais sao soltos na habituacao sdo
diferentes dos usados no dia do teste. A fase de habituacdo é repetida até que o
comportamento do animal se torne consistentemente orientado para a recompensa
(McNamara et al, 2014; Mei; Logothetis; Eschenko, 2018). No dia do teste os animais
sdo soltos em uma extremidade pseudo aleatéria do labirinto e deixados para
procurarem a recompensa, tendo um tempo de cerca de 3 minutos para atingir o
objetivo. Sao utilizados dois locais de inicio na sessado de teste, sendo as duas
trajetorias mais curtas que levam a recompensa. Cada sessao de treino consiste em
10 tentativas. Entre cada tentativa o labirinto é limpo para remover qualquer pista
olfativa. E medido a velocidade do animal, a escolha da trajetoria correta, o
comprimento da trajetéria e os “erros’, na qual € considerado a escolha do caminho
incorreto ou movimentagao na trajetoria correta, porém no seu caminho inverso, ou

seja, longe da recompensa (McNamara et al, 2014; Mei; Logothetis; Eschenko, 2018).

Figura 10 — Crossword maze

Fonte: Adaptado de Mei; Logothetis; Eschenko, 2018.

1.3.1.8 Tarefa de tempo de reacéo visuoespacial

A tarefa de tempo de reacgao visuoespacial (VSRT) é realizada numa camara
de teste com um painel de cinco portas em uma extremidade e uma passagem
centralizada em outra extremidade. Cada porta é equipada com uma luz de estimulo,
tendo uma fotocélula que quando acionada serve para medir cutucadas do nariz do
animal e um poco onde € adicionado um pouco de agua que serve como reforgo pela
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ativacdo de uma valvula. A pista do aparelho possui uma alavanca retratil na
extremidade para o inicio do teste e também uma fotocélula para detectar quando os
animais entram na camara depois de pressionar a alavanca (Hembrook; Mair, 2011).
A tarefa consiste em uma fase de treinamento e teste. Nas duas etapas o animal
precisa pressionar a alavanca que acende todas as luzes das cinco portas. A luz de
quatro portas € apagada, somente uma permanece acesa quando 0s animais cruzam
a fotocélula presente no braco do aparelho, com duracao variavel. A localizacado da
porta que se mantém acesa e duracdo do estimulo visual sado alternadas
aleatoriamente entre as tentativas. Quando os animais respondem primeiro a porta
que estd com a luz acesa num periodo de cinco segundos depois de cruzar a
fotocélula do braco do aparelho a resposta € classificada como correta e é dado o
reforgo (4gua) ao animal. E classificado erro quando o animal responde primeiro &
alguma das portas que a luz esta apagada ou quando nao toca o nariz nas fotocélulas
das portas no periodo de cinco segundos. E considerado uma tarefa bem sucedida
quando o animal acerta 70% entre as 96 tentativas (Hembrook; Mair, 2011).

1.3.1.9 Labirinto radial

O labirinto radial (RAM) é uma estrutura de oito bracos lineares equipados
com fotocélulas convergindo para uma pequena arena central circular, onde é utilizado
para tarefas de problema de mdltiplas solucdes (Figura 11). Varias tarefas podem ser
estudadas usando como base o labirinto radial, como a RAM win-shift, memoria
espacial, tarefa de discriminagao espacial condicional com atraso e tarefa de néao
correspondéncia atrasada de escolha variavel.
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Figura 11 — Labirinto radial tradicional de oito bragos
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Fonte: Adaptado de Carrilo- Mora; Magda; Abel, 2009.

1.3.1.9.1 Labirinto radial win-shift

No RAM win-shift, o animal é habituado ao aparato onde recebe de trés a
quatro recompensas/refor¢o (agua de torneira) em cada brago do labirinto por cerca
de cinco sessoes. Na fase de teste, o animal é colocado no centro do labirinto e os
portdes dos oito bracos sdo abertos. Estes permanecem assim até que o animal faca
o total de oito entradas nos bragos, definido pelo acionamento da fotocélula presente
em cada um dos bragos. Se o brago escolhido ainda ndo foi adentrado pelo animal, é
tido como uma escolha correta e entao é dada a recompensa. Em caso de a escolha
do braco ser um que previamente ja foi explorado, a recompensa é retida. Ap6s a
oitava entrada, ou seja, todos os bragos explorados, todos os portées sdo fechados e
o animal fica preso por um periodo de cerca de 10 segundos. Todos os bracos sédo
abertos novamente e entdo uma nova sessao de escolhas é iniciada. O animal é
treinado num total de 3 tentativas por dia. E tido como uma tentativa bem sucedida a
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entrada do animal nos oito bragos sem que haja a repeticdo de escolha de um brago
que ja foi explorado (Carrillo-Mora; Magda; Abel, 2009; Hembrook; Mair, 2011).

1.3.1.9.2 Memdria espacial no labirinto radial

Outro teste que pode ser feito utilizando o labirinto radial utilizado e descrito
por Prasad; Abela; Chudasama (2016) é o teste de memoria espacial. Ele é dividido
em uma fase de treino e teste. Na fase de treino, o animal € deixado ao centro do
labirinto, € somente quatro dos oito bragos do labirinto € aberto aleatoriamente, e em
sua extremidade contém uma recompensa alimentar (pellet de sacarose). Apds o
animal recolher os quatro pellets disponiveis, 0s quatro bracos restantes sao abertos,
permitindo ao animal acesso aos oito bracos do labirinto. O animal agora possui quatro
chances adicionais de recuperar a recompensa. Se o0 animal entrar novamente nos
bragos que entrou nas primeiras quatro tentativas, o ato € contabilizado como um erro.
O desempenho é definido como <1 erro em duas sessbes consecutivas (Prasad;
Abela; Chudasama, 2016). Na fase de teste tudo é conduzido da mesma forma, com
a diferenca de que a abertura dos quatro ultimos bragos é separada por um tempo de
atraso de 10 e 30 minutos (Prasad; Abela; Chudasama, 2016).

1.3.1.9.3 Tarefa de discriminacao espacial condicional com atraso

A tarefa de discriminagédo espacial condicional com atraso consiste em duas
tarefas, sendo a tarefa de ndo correspondéncia atrasada para a posicdo (DNMTP) e
nao correspondéncia atrasada de escolha variavel no labirinto radial (VC-DNM).

A DNMTP é realizada em uma camara automatizada com trés alavancas
retrateis, sendo duas na parede frontal e uma na parede traseira, um recipiente
preenchido com agua, no qual serviu como um refor¢o para o animal, que foi colocado
entre as duas alavancas da parede frontal, e uma fonte de luz. A tarefa € dividida entre
uma fase de treinamento e uma fase de teste. Na fase de treinamento o animal é
colocado na camara, e todas as alavancas sao estendidas dentro da camara. Assim
que é pressionado pelo animal, a alavanca é retraida. Cada sequéncia de treinamento
comeca com a extensdo da alavanca traseira e a extensdo de uma das duas
alavancas frontais. Apds isso, novamente a alavanca traseira é estendida, seguido da

alavanca frontal que nao foi estendida na se¢éo anterior. A quarta vez que a alavanca
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€ pressionada é dada a agua como refor¢o para o animal (Porter; Burk; Mair, 2000;
Hembrook; Onos; Mair, 2012). A fase de teste consiste na extensdo da alavanca
traseira, que é retraida apdés uma das duas alavancas frontais ser pressionada, sendo
essa alavanca frontal denominada “amostra”. A alavanca frontal que € pressionada se
retrai e faz com que a alavanca traseira se estenda por um periodo de atraso
selecionado aleatoriamente. A alavanca traseira se mantém estendida até que seja
pressionada novamente apds esse periodo de atraso, se retraindo e fazendo com que
as duas alavancas frontais se estendam para o animal escolher. A resposta correta
de escolha se da pela pressao da alavanca que nao estava estendida durante a fase
de amostragem. O critério de acerto é de 75% de escolhas corretas dentro de uma
sessao de 60 minutos com 60 tentativas (Porter; Burk; Mair, 2000; Hembrook; Onos;
Mair, 2012).

1.3.1.9.4 Tarefa de ndo correspondéncia atrasada de escolha variavel

A tarefa de nao correspondéncia atrasada de escolha variavel no labirinto
radial (VC-DNM) é realizada no labirinto radial, onde cada brag¢o do labirinto possui
portdes automatizados que controlam o acesso aos recipientes contendo recompensa
aos animais. Cada brac¢o do labirinto € equipado com uma fotocélula para indicar a
entrada do animal nos bragos. Primeiro é feito uma habituag¢éo ao labirinto radial, onde
o animal é colocado em cada um dos bracos com os portdes fechados até que ele
consuma toda a recompensa oferecida (Porter; Burk; Mair, 2000; Hembrook; Onos;
Mair, 2012). A tarefa consiste em uma fase de treino e uma de teste. Na fase de treino
o animal é deixado no centro do labirinto, e um dos portdes dos oito bracos € aberto
aleatoriamente para a primeira tentativa, onde o reforco foi entregue e o portao foi
fechado. Esse primeiro brago foi denominado “amostra”. O animal é colocado
novamente ao centro do labirinto e um segundo brago é aberto de forma aleatéria.
Esse segundo braco é denominado como brago de suporte. Entdo é contado um
tempo de retencao, selecionado aleatoriamente para cada tentativa, que comecga ao
final do fechamento de portdo do segundo braco e entrega de reforco ao animal
(Porter; Burk; Mair, 2000; Hembrook; Onos; Mair, 2012). Ao final desse intervalo um
terceiro braco (podemos chamar de S+) é aberto juntamente com os dois anteriores.
Esse braco S+ é aleatoriamente selecionado e dito ndo correspondente ao braco de
“amostra”. Agora a recompensa sO € entregue ao animal quando o bragco S+ é
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adentrado pelo animal e sua fotocélula é quebrada. Se apo6s a abertura desses trés
bracos o brago S+ € o primeiro que o animal entra, ha a pontuagdo como escolha
correta. Se € o brago de “amostra” que o animal entra primeiro a tentativa é tida como
incorreta e a recompensa de reforgo € retida até que o animal adentre no brago tido
como correto (S+) (Porter; Burk; Mair, 2000; Hembrook; Onos; Mair, 2012).

A fase de teste € realizada da mesma forma que a fase de treinamento, porém
os bragos sdo reorganizados de forma aleatéria. E escolhido um novo brago de
“amostra”, de suporte e S+ que serve como nao correspondente para a tentativa. A
escolha correta segue como descrita para a fase de treinamento. O critério de acerto
é considerado de 75% de acertos, em 36 tentativas numa sessao de 60 minutos. Vale
lembrar que para essas duas tarefas o consumo de agua pelos animais é restrito, visto
que a agua serve de reforco para esses animais realizarem as tarefas (Porter; Burk;
Mair, 2000; Hembrook; Onos; Mair, 2012).

1.3.1.10 Labirintoem T

O labirinto em T (Figura 12) € um aparato, geralmente feito em madeira, que
recebe esse nome pois o seu formato € igual a letra ‘T". Ele € composto por um brago
central longo e dois bragos curtos laterais angulares de 90° em relagdo ao brago
central, cercados com paredes de madeira. Ha a presenca de uma diviséria na
extremidade entre a passagem do braco mais longo para os mais curtos, geralmente
contendo um portdo removivel. Também existe o labirinto em T modificado (Figura 14)
que preserva as caracteristicas do labirinto em T tradicional contendo um brago central
longo e dois laterais curtos, porém contém dois bragcos de retorno a extremidade de
inicio do braco longo do labirinto (Carrillo-Mora; Magda; Abel, 2009; Layfield et al,
2015). A ideia central do labirinto € realizar tarefas onde o animal tem que realizar
escolhas entre os bracos mais curtos, que geralmente contém alguma recompensa
de reforco (d4gua ou comida) em sua extremidade. Das tarefas que podem ser
realizadas no labirinto em T, temos a chamada de tarefa de alternancia continua (CA),
alternancia com atraso (DA), discriminag¢ao condicional (CD), tarefa de discriminagéo
condicional dependente de memdéria de trabalho (CDWM) e tarefa de alternéancia
espacial com atraso nao correspondente a amostra (DNMS).
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Figura 12 — Labirinto em T tradicional (a esquerda) e labirinto em T modificado (a
direita)

O

caixa de inicio

Fonte: Adaptado de Carrilo- Mora; Magda; Abel, 2009 e Viena; Linley; Vertes, 2018.

1.3.1.10.1 Tarefa de alternancia continua

A tarefa de alternancia continua (CA), é realizada no labirinto em T modificado
(Figura 13). Ela é dividida em periodo de habituagao, treino e teste. No periodo de
habituacdo, o animal é colocado nas duas extremidades dos bragos curtos para
coletar a recompensa alimentar que serve de reforgco, e sdo deixados no local por
cerca de 3 minutos. Os animais sao isolados nas extremidades dos bragos menores,
sem acesso ao restante do labirinto. Ap6s o0 animal aprender a capturar a recompensa,
€ permitido que ele visite os bracos curtos do labirinto partindo do braco central
(longo), e retornando a extremidade de partida do braco central pelos bragos de
retorno. Esse percurso € feito de forma alternada, onde um brago é aberto e o outro
fechado, deixando somente uma alternativa de escolha para o animal. Todo esse
processo é feito em doze tentativas (Hallock; Arreola et al, 2013). Na fase de
treinamento, para a tarefa de CA, o animal é solto no brago longo, na extremidade
oposta que contém os bragos curtos. O animal é obrigado a correr num padrédo
continuo de “8” no labirinto, alternando a entrada entre os bracos esquerdo e direito
para que se obtenha o reforgo. Cada sessao de treinamento comeg¢a com uma escolha
livre, onde ambos os bracos curtos possuem o refor¢o na sua extremidade, onde ap6s
essa escolha inicial, o animal tem que ir alternando a entrada nos bracos para receber
o reforco. Ao total sdo 24 tentativas no processo de alternancia. O critério de

aprendizagem é dado por = 80% de escolhas corretas durante trés sessdes
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consecutivas. A sessao de teste € realizada da mesma forma que a sessédo de
treinamento (Layfield et al, 2015).

Figura 13 — Labirinto em T modificado para as tarefas de CA e DA. Ponto em preto
representa a recompensa alimentar

caixa de inicio caixa de inicio

Fonte: Adaptado de Viena; Linely; Vertes, 2018.

1.3.1.10.2 Tarefa de alternancia com atraso

Na tarefa de alternancia com atraso (DA) (Figura 13), a divisdo da tarefa segue
a mesma que descrito na tarefa de CA. A fase de habituacgao, treino e teste segue o
mesmo. Porém, para a tarefa de DA, na fase de treino e teste, 0os animais sao presos
na extremidade oposta do brago longo que contém os bracos curtos por um atraso de
5 ou 30 segundos entre a alternancia de escolha de bracos. O total de tentativas no
processo de alternancia na tarefa de DA é o mesmo de CA, além do critério de
aprendizagem de = 80% de escolhas corretas durante trés sessbes consecutivas
(Layfield et al, 2015).

1.3.1.10.3 Tarefa de discriminagao condicional

A tarefa CD é uma tarefa tatil-visual que néo depende da memoria de trabalho.
Ela é dividida em fase de habituacao igual a descrita para as tarefas de alternancia
continua (CA) e de alternancia com atraso (DA), treino e teste. Na fase de treino é
colocado no chéo do labirinto em T modificado do brago longo aos bracos curtos uma
malha preta de um lado dos bragcos e um piso de madeira no outro braco (Figura 14).

O animal aprende a associar a textura e aparéncia do chdo com a recompensa
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alimentar de reforgo. Metade dos animais aprende a associar a malha preta com o
brago direito do labirinto, e a outra metade associa o piso de madeira com o brago
esquerdo do labirinto. A segunda metade realiza a mesma associacao sé que
invertendo os lados (direito com o piso de madeira e esquerdo malha preta) (Hallock;
Arreola et al, 2013; Hallock et al, 2013). O treino consiste em uma sessao de 24
tentativas, sendo 12 no piso de madeira e 12 na malha preta. Cada tentativa é
apresentada de acordo com uma sequéncia pseudo aleatéria. Entre cada tentativa o
animal espera numa caixa de inicio por cerca de 20 segundos enquanto o
experimentador troca entre as texturas, se preparando para a proxima tentativa. As
texturas do ch&o do labirinto sempre sao trocadas em tentativas consecutivas, mesmo
que na préxima tentativa seja mantida a mesma textura da tentativa anterior. Isso é
feito para que o animal ndo use pistas auditivas para realizar a tarefa. O critério de
aprendizagem é de 80% de escolhas corretas pelo braco que contém o reforco em
duas sessdes consecutivas. A etapa de teste é realizada da mesma forma que a etapa
de treinamento (Hallock; Arreola et al, 2013; Hallock et al, 2013).

Figura 14 — Labirinto em T modificado para a tarefa de CD. Malha preta (a
esquerda) e piso de madeira (a direita)
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Fonte: Adaptado de Viena; Linely; Vertes, 2018. Ponto em preto representa a recompensa alimentar

1.3.1.10.4 Tarefa de discriminacao condicional dependente de memaria de trabalho

A tarefa de CDWM segue o0 mesmo protocolo que a tarefa de CD, porém as
texturas (malha preta ou piso de madeira) sé cobrem a primeira metade do brago longo
(Figura 15). A fase de habituagdo € a mesma descrita anteriormente nas tarefas de
alternancia continua (CA) e de alternancia com atraso (DA). A fase de treino e teste é
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a mesma descrita para a tarefa de CD. O critério de aprendizagem é de 80% de
escolhas corretas pelo brago que contém o reforco em duas sessdes consecutivas
(Hallock; Arreola et al, 2013; Hallock et al, 2013).

Figura 15 — Labirinto em T modificado para a tarefa de CDWM. Malha preta (a
esquerda) e piso de madeira (a direita)

Fonte: Adaptado de Viena; Linley; Vertes, 2018. Ponto em preto representa a recompensa alimentar.

1.3.1.10.5 Tarefa de alternancia espacial com atraso n&o correspondente a amostra

A tarefa de DNMS (Figura 16) é dividida nas fases de habituacao, treino e
teste. Na fase de habituacdo, ambos os bracos curtos do labirinto possuem uma
recompensa alimentar que serve como reforgco na sua extremidade final. Durante uma
primeira tentativa o animal é solto no brago longo na extremidade oposta aos bragos
curtos. O animal pode percorrer liviemente e escolher um dos bracos para obter a
recompensa de reforco. Apds o0 consumo da primeira recompensa o animal retorna a
caixa de inicio pelo brago de retorno. Assim que ele chega a caixa, uma nova tentativa
€ iniciada. Se o animal entrar no brago oposto ao escolhido na tentativa anterior ele é
recompensado com um reforgo. Isso é tido como um acerto. Assim que € atingido um
critério de 80% de acerto entre tentativas em 3 sessdes consecutivas € encerrado o
periodo de habituacdo (Viena; Linley; Vertes, 2018). A fase de treino para a tarefa
DNMS consiste em 10 tentativas executadas conforme descrito na fase de habituacgéo,
porém apds a primeira tentativa que nao possui atraso, nas 9 tentativas restantes ha
um atraso aleatério de 30, 60 ou 120 segundos entre uma tentativa e outra de escolha
do braco correto. Em todas as tentativas o animal precisa alternar entre a escolha dos
bragos para receber o refor¢co. Se o animal entrar na tentativa seguinte no brago que



35

foi escolhido na tentativa anterior, é realizada uma corrida de correcdo sem atraso. E
realizada a corrida de corregédo até o animal escolher o brago correto e recuperar o
reforco. Se o animal ndo conseguir corrigir o erro de escolha em 10 tentativas, a
sessdo é encerrada. A fase de teste € executada da mesma maneira que o
treinamento. O critério de acerto é de 80% para a escolha do brago correto (Viena;
Linley; Vertes, 2018).

Figura 16 — Labirinto em T modificado para a tarefa de DNMS
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Fonte: Adaptado de Viena; Linely; Vertes, 2018. Ponto em preto representa a recompensa alimentar

1.3.1.11 Labirinto duplo H

O labirinto duplo H (Figura 17) é uma estrutura feita de material transparente
com paredes altas se assemelhando a duas letras H juntas. Esse é um labirinto
aquatico, onde o animal tem que nadar de um ponto inicial até a plataforma de escape
que esta submersa em um dos quatro bracos disponiveis do labirinto. O aparelho
conta com seis bragos verticais interconectados com um brago longo horizontal (Pol-
Bodetto et al, 2011; Kirch et al, 2015). Cada braco € identificado com um ponto
cardeal. Por convencéao os dois bracos opostos centrais sdo denominados braco norte
(N) e sul (S). Os outros bragos restantes sdo denominados noroeste (NW), nordeste
(NE), sudoeste (SW) e sudeste (SE). Para realizacao da tarefa, sempre um dos bracos
fica fechado (N ou S), sendo o oposto a esse o ponto inicial de partida do animal para
procurar a plataforma que sempre se encontra no braco NE (Pol-Bodetto et al, 2011;
Kirch et al, 2015). Com isso o animal deve escolher entre os quatro bracos livres para
encontrar a plataforma. A ordem do ponto inicial é selecionada aleatoriamente entre

as tentativas. E importante dizer que ha a presenca de pistas visuais nas paredes do
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labirinto para ajudar o animal a localizar a plataforma de escape (Pol-Bodetto et al,
2011; Kirch et al, 2015).

Figura 17 — Labirinto duplo H
NW N NE

SW S SE
Fonte: Adaptado de Cholvin et al, 2013.

A tarefa é dividia em fase de habituacao, treino e teste. Na fase de habituacéo
o animal é colocado no labirinto e tem que nadar do ponto inicial, localizado no brago
NW, a plataforma de escape localizada no brago SW ao longo de quatro tentativas.
Uma porta mével transparente bloqueia o acesso ao corredor central (braco
horizontal), fazendo com que o animal sb possa nadar diretamente para o braco
oposto (Pol-Bodetto et al, 2011; Kirch et al, 2015). Na fase de treinamento (Figura 18)
o animal possui doze tentativas divididas em blocos de quatro tentativas diarias, onde
€ solto do braco de inicio (N ou S) e tem que nadar para localizar a plataforma de
escape que se encontra submersa no braco NE. Cada tentativa compreende num
tempo de 60 segundos. Se ao longo desse periodo o animal ndo conseguir localizar a
plataforma, ele é guiado pelo experimentador até a plataforma. Uma vez que o animal
alcanca a plataforma, ele permanece nela por cerca de 10 segundos até a proxima
tentativa. A fase de teste é executada da mesma forma que a fase de treinamento
(Pol-Bodetto et al, 2011; Kirch et al, 2015).
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Figura 18 — Labirinto duplo H periodo de treino/teste

Treinofteste (inicio em N) Treinolteste (inicio em S)
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Fonte: Adaptado de Cholvin et al, 2013.

Pode-se ainda realizar chamados teste de sondagem dias depois do
treinamento e teste, onde é mudado o braco de inicio do animal (sendo solto no braco
SW) e tem como objetivo localizar a plataforma (agora retirada do labirinto) no braco
NE. Esses testes permitem avaliar as estratégias adotadas pelo animal para localizar
a plataforma no bragco NE quando foi treinado para sair do brago N ou S, agora
comparando com um ponto de inicio diferente do aprendido (Cholvin et al, 2013).

1.3.1.12 Tarefa combinada de atencdo e memoria

A tarefa combinada de atencdo e memoria (CAM) € um teste que avalia a
atencao visual e memoria de trabalho no mesmo ambiente. Ela é realizada numa
camara de teste com cinco aberturas. No estudo descrito aqui de Prasad; Abela;
Chudasama (2016) em especifico foi utilizado as aberturas na posicao 1,3 e 5 (Figura
19). A tarefa consiste numa fase de treinamento e uma de teste que séo conduzidas
da mesma forma. Cada tentativa compreende uma fase de atengao (correspondente)
e uma fase de meméria (ndo correspondente). Na fase focada na atencao o animal
precisa responder a um estimulo luminoso, com duragédo de 3 segundos (na fase de
treinamento) ou 0,7 segundo (na fase de teste), que é apresentado de forma pseudo
aleat6ria em uma das trés aberturas presentes na caixa. Se o animal acerta a abertura
onde esta o estimulo luminoso, apds um atraso de 0, 7,14 ou 21 segundos é entregue

uma recompensa alimentar como forma de reforgo e essa abertura se ilumina.
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Figura 19 — Camara de treinamento/teste de CAM
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Fonte: Adaptado de Prasad; Abela; Chudasama, 2016.

O animal colocando o nariz na abertura de entrega de recompensa leva a uma
escolha entre dois estimulos luminosos com duragdo de 3 segundos. Um dos
estimulos luminosos (correspondente) é acesso na mesma abertura que € acesa na
fase de atencdo. O segundo estimulo luminoso (ndo correspondente) € acesso em
uma das duas aberturas restantes. Se o animal responder tocando na abertura de
estimulo luminoso nao correspondente, € tido como uma escolha correta e ele é
recompensado com o reforgo (Figura 20). Se o animal ndo escolher a abertura néo
correspondente, ou ndo realizar nenhuma escolha dentro de 5 segundos a tentativa é
encerrada, e todos os estimulos luminosos sao apagados por 5 segundos. Cada
sessdo consiste em 80 tentativas. Cada atraso (0,7,14 ou 21 segundos) entre o
primeiro estimulo luminoso e a entrega da recompensa alimentar consiste em 20
tentativas. O critério de aprendizagem é dado quando as escolhas corretas sdo de
275% (Prasad; Abela; Chudasama 2016).

Figura 20 — Sesséao de treinamento/teste de CAM. Fase focada na atencéao (a
esquerda), atraso e recompensa alimentar (centro) e fase focada na meméria (a
direita).
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Fonte: Adaptado de Prasad; Abela; Chudasama, 2016. A cor amarela representa o estimulo luminoso.

1.3.1.13 Tarefa de discriminac&o visual e reversao

A tarefa de discriminacao visual e reversao é realizada numa camara com um
painel tatil em uma das paredes. Esse painel tatil contém dois visores onde exibe
diferentes estimulos visuais (Figura 21), onde o animal tocando o nariz pode escolher
entre eles, a partir da discriminag&o entre ambos e com isso receber uma recompensa
alimentar (reforco). O objetivo € observar se 0 animal tem a capacidade de discriminar
os estimulos visuais através do aprendizado associando o estimulo a recompensa
(Prasad; Abela; Chudasama, 2016). Inicialmente é realizada uma habituacdo do
animal a camara de treinamento/teste. A fase de treinamento consiste inicialmente
numa etapa de discriminacao visual simples, sendo o animal posicionado em frente
ao visor tatil, na qual é apresentado a um quadro branco ao lado direito ou esquerdo
da tela, tendo que tocé-lo com a ponta do nariz para receber a recompensa. O animal
conseguiu obter 50 recompensas num periodo de 20 minutos, ou seja, respondendo
corretamente no visor cinquenta vezes, a primeira parte do treinamento esta

encerrada (Figura 23).
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Figura 21 — Visor tatil para a tarefa de discriminagéo visual e reversdo. Fase de
treinamento
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Fonte: Adaptado de Prasad; Abela; Chudasama, 2016.

A fase de testes consiste na apresentacdo de duas Figura uras brancas de
fundo preto, uma ao lado direito e outra ao lado esquerdo do visor tatil ao animal. A
posicao (esquerda/direita) foi definida de forma pseudo aleatéria (Figura 22a). As
Figura uras permanecem no visor até que o animal fagca contato com o focinho. Uma
resposta correta ao estimulo (podemos chamar de A+) leva a entrega de uma
recompensa. Uma resposta incorreta (B-) ndo é recompensada, levando ao
desaparecimento dos dois estimulos visuais do visor por 5 segundos. Se o animal fizer
uma escolha incorreta no mesmo padrao de estimulos visuais, na mesma posicao é
apresentado a ele numa tentativa de correcdo. As tentativas de correcao sao limitadas
a 60 dentro do periodo de teste. O critério de acerto corresponde a 85% de escolhas
corretas em duas sessdes consecutivas. Ao final dessa primeira parte do periodo de
testes, comeca a etapa de escolha de reversdo. Assim o estimulo visual que
anteriormente levava a recompensa quando pressionado o focinho do animal no visor
(A+) passa a nao ser mais recompensado, e o0 estimulo que ndo era recompensado
anteriormente (B-), passa a levar a uma recompensa quando o animal pressiona o
visor tatil (Figura 22b). O critério de acerto corresponde a 85% de escolhas corretas
em duas sessdes consecutivas, onde apds isso os estimulos sao revertidos
novamente. Ao total no teste é apresentado ao animal dois periodos de reversao de
escolha (Prasad; Abela; Chudasama, 2016).
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Figura 22 — Visor tatil para a tarefa de discriminagéo visual e reversao

Recompensado

MNio recompensado

v

Méio recompensado
Recompensado

Fonte: Adaptado de Prasad; Abela; Chudasama, 2016. A) Etapa de discriminagao visual simples. B)
Etapa de reverséao.

1.3.1.14 Tarefa de tomada de decisao com atraso

A tarefa de tomada de decisdo com atraso (Figura 23) é realizada na mesma
camara contendo um visor tatil descrito anteriormente. Porém a tarefa envolve a
escolha do animal entre uma recompensa alimentar menor, porém entregue
imediatamente apds pressionar o focinho na tela do visor, ou uma recompensa maior,
porém entregue apds um atraso depois que o visor € pressionado. Inicialmente o
animal passa por um periodo de habituacdo de 30 minutos, onde é colocado na
camara, sendo-lhe permitido o consumo de forma livre da recompensa alimentar.
Entdo as luzes dos visores tateis passam a se acender e entéo é feita a entrega da
recompensa a cada 10 segundos, recebendo um total de cinquenta recompensas
numa sessao de 20 minutos. Assim o0 animal passa a associar o estimulo luminoso a
entrega de recompensa (refor¢o) (Abela; Chudasama, 2013). Na fase de treinamento,
o estimulo luminoso passa se acender no visor do lado esquerdo ou direito de forma
aleatoria. O estimulo visual permanece no visor tatil até que o animal pressione a tela
com o focinho. O estimulo visual do lado esquerdo leva a entrega de uma recompensa
menor, porém imediata, ja o estimulo do lado direito leva a entrega de uma
recompensa maior, porém apds um tempo de atraso (Abela; Chudasama, 2013). Na
fase de teste o animal é apresentado aos dois estimulos visuais ao mesmo tempo,
sendo as recompensas atribuidas a cada estimulo como descrito no paragrafo
anterior. Cada lado é contrabalanceado a cada animal testado, ou seja, para o animal
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1 o lado esquerdo corresponde a recompensa maior, ja para o animal 2, o lado direito.
Cada sessao de teste consiste em quatro blocos de doze tentativas. Em cada bloco,
duas tentativas séo forcadas, onde o animal é forcado a escolher entre os dois
estimulos, tendo acesso a recompensa associada a cada um deles. As dez tentativas
restantes foram de escolha livre do animal. Inicialmente o animal pode escolher entre
as duas recompensas sem nenhum tempo de atraso (Prasad; Abela;
Chudasama,2016). Quando o animal escolhe a maior recompensa em 80% das
tentativas € incluido um tempo de atraso entre escolher o estimulo visual que
corresponde a maior recompensa e recebé-la. Esse atraso é progressivo em cada
bloco variando de 0, 8 ,16 e 32 segundos. Cada tentativa dura cerca de 70 segundos,
independente do estimulo que o animal escolhe (Prasad; Abela; Chudasama, 2016).

Figura 23 — Visor tatil para a tarefa de tomada de decis&o com atraso

Recompensa maior
entregue com atraso

Recompensa menor
entregue
imediatamente

Fonte: Adaptado de Prasad; Abela; Chudasama, 2016.

1.3.2 Testes para avaliacao da memoria aversiva e social

Para avaliacdo da memdria aversiva temos os testes de condicionamento
aversivo ao contexto, condicionamento aversivo ao som, medo condicionado ao odor
de predador, esquiva passiva, € esquiva ativa sinalizada. Também foi usado o teste
de transmissdo social de preferéncia alimentar (STFP) que n&o envolve diretamente
memoria aversiva, mas é uma tarefa apetitiva, que envolve restricdo alimentar como
componente de motivagao para os animais. Ela testa a interagéo social dos animais,
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a recordacao de um alimento preferido e a transmissao dessa informacgdo para os
demais animais (Quet et al, 2020).

1.3.2.1 Tarefa de condicionamento aversivo ao contexto

A tarefa de condicionamento aversivo ao contexto (CFC) consiste em fazer o
animal associar um estimulo incondicionado (US), choque nas patas, com um
estimulo condicionado (CS), que no caso € o contexto de condicionamento, ou seja,
a camara onde os animais recebem o choque (Ledoux, J.E, 2014; Izquierdo; Furini;
Myskiw, 2016). Para realizacdo dessa tarefa (Figura 24) é utilizada uma caixa com
grades metalicas no chdo, onde € aplicado o choque nas patas do animal, coberta por
laterais de aluminio, sendo a parede frontal e teto feito em material resistente
transparente. Essa caixa de condicionamento geralmente € denominada contexto A.
Nessa caixa € feita a etapa de condicionamento. Também é utilizada uma caixa toda
feita de material transparente, ou vidro, chamado de contexto B, onde € realizado o
teste para a avaliacdo do comportamento de congelamento (freezing) do animal

(Troyner; Bicca; Bertoglio, 2018).

Figura 24 — Tarefa de CFC. Caixa de condicionamento (a esquerda). Contexto B (a
direita)
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Fonte: Adaptado de Ramanathan et al, 2018.

A tarefa é dividida em fase de familiarizacao, condicionamento e exposi¢ao ao
contexto condicionado (teste). Na fase de familiarizagdo, o animal é deixado por um
periodo, cerca de 3 minutos, no contexto A para a exploragéo do local sem receber
nenhum choque nas patas. Apds esse periodo ele retorna a sua gaiola (Troyner;
Bicca; Bertoglio, 2018). No periodo de condicionamento (Figura 25), o animal é
colocado no contexto A e entdo sdo aplicados um ou mais choques nas patas com
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intervalos entre si, variando a quantidade e intensidade de acordo com o protocolo
experimental empregado pelos experimentadores. Geralmente, a intensidade fica em
torno de 0,8 mA e a duracéao deles € de 2-3 segundos (Troyner; Bicca; Bertoglio,
2018).

Figura 25 — Tarefa de CFC. Fase de condicionamento
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Fonte: Adaptado de Ramanathan et al, 2018.

Na exposicao ao contexto ndo pareado ao choque (contexto B) (Figura 26), o
animal é colocado na caixa e deixado por cerca de 3 minutos e é avaliado o seu
comportamento de congelamento. O congelamento é definido como a auséncia total
de movimentos do animal, exceto aqueles relacionados a respiragdo (Blanchard;
Blanchard, 1969).

Figura 26 — Tarefa de CFC. Fase de exposi¢do ao contexto ndo pareado ao
estimulo
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Fonte: Adaptado de Ramanathan et al, 2018.

1.3.2.2 Tarefa de condicionamento aversivo ao som

Para a tarefa de condicionamento aversivo ao som (Figura 28), o protocolo é
semelhante ao da tarefa de CFC, porém aqui o estimulo condicionado (CS) é um

estimulo sonoro emitido, pareado juntamente com um estimulo incondicionado (US)
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gue é o choque nas patas (Ledoux, J.E, 2014). A execugao da tarefa é como descrita
anteriormente, contendo uma caixa de condicionamento (contexto A) e uma caixa de
exposicao (contexto B). A diferenga € que o estimulo sonoro € emitido tanto no
contexto A quanto no contexto B (Figura 27). Para garantir que o estimulo
condicionado seja 0 som, também ha a presenca de iluminacao diferente nas caixas,
por exemplo o contexto A possui iluminagdo branca e o contexto B iluminagdo
vermelha (Ramanathan et al, 2018; Ramanathan; Maren, 2019; Vasudevan et al,
2022).

Figura 27 — Tarefa de condicionamento aversivo ao som. Caixa de
condicionamento (a esquerda). Contexto B (a direita)

Fonte: Adaptado de Vasudevan et al, 2022.

Para os protocolos de extincdo de memoria aversiva, como envolve o
aprendizado de um novo traco de memoria sobre a meméria aversiva original, além
do protocolo de condicionamento contendo contexto A e B, apds o condicionamento
e antes da sessdo de extincdo no contexto B o animal é exposto novamente ao
contexto A, por cerca de 30 minutos para extinguir o medo associado ao contexto
(Ramanathan et al, 2018; Ramanathan; Maren, 2019; Vasudevan et al, 2022).

Figura 28 — Tarefa de condicionamento aversivo ao som. Caixa de
condicionamento (a esquerda). Reexposicao ao contexto A (centro). Contexto B (a
direita)

)

. —
ok - |
ot

Fonte: Adaptado de Vasudevan et al, 2022.
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1.3.2.3 Tarefa de medo condicionado ao odor de predador

A tarefa de medo condicionado ao odor de predador (Figura 29) é realizada em
uma gaiola conectada a caixa de teste através de um corredor equipado com portas
de correr. Nessa caixa de teste ha um compartimento de comida, que tem a fungéo
de recompensa pelo animal explorar e entrar na caixa. As portas de correr que ligam
a gaiola a caixa teste permanecem fechadas na maior parte do tempo, sendo abertas
somente nos momentos onde é permitida a exploragdo do animal por todo aparato
(Carvalho-Netto et al, 2010).

Figura 29 — Tarefa de medo condicionado ao odor de predador. Aparato
experimental

Fonte: Adaptado de Lima et al, 2022.

A tarefa é dividida em periodo de habituacdo e teste com periodos de
claro/escuro. No periodo de habituacdo, com duragao de 10 dias, o animal é isolado
na gaiola doméstica, e no inicio da fase escura as portas de correr sdo abertas para
que o animal possa explorar o resto do aparato e obter o alimento contido no
compartimento que se encontra dentro da caixa de teste. O periodo de exploracéo é
de cerca de 10 minutos. Durante todo o periodo de habituacao e teste, para aumentar
a motivacdo do animal pela busca de alimento os pellets de alimento da gaiola
domeéstica sao removidos 3 horas antes do inicio da fase escura. No décimo dia de
habituacao o animal pode explorar o aparato, porém néo é entregue nenhum alimento,
seja na gaiola doméstica ou na caixa de teste (Carvalho-Netto et al, 2010). Na fase de
teste (Figura 30), no décimo primeiro dia, um gato macho adulto é colocado e mantido
na caixa teste que contém o compartimento de comida enquanto a porta da gaiola
doméstica é aberta. A partir disso é observado o comportamento do animal por cerca
de 10 minutos. Apos esse periodo o gato é retirado e o corredor e a caixa teste é limpa
com alcool (Carvalho-Netto et al, 2010).
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Figura 30 — Tarefa de medo condicionado ao odor de predador. Fase de teste
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Fonte: Adaptado de Lima et al, 2022.

Um dia ap6s a exposicao ao gato (Figura 31), as portas que separam a gaiola
doméstica da caixa de teste foram abertas e por 10 minutos foi permitido que o animal
explorasse todo o0 aparato, consequentemente a caixa teste onde anteriormente o gato

foi colocado (contexto predatério) (Carvalho-Netto et al, 2010).

Figura 31 — Tarefa de medo condicionado ao odor de predador. Fase de
reexposicao ao contexto
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Fonte: Adaptado de Lima et al, 2022.

1.3.2.4 Tarefa de esquiva passiva

No contexto de pesquisa cientifica, a definicdo de esquiva envolve
procedimentos de condicionamento em que o animal aprende a minimizar ou prevenir
o contato com estimulo aversivo (choque elétrico ou estimulos associados a ele, como
por exemplo um estimulo sonoro) (LeDoux et al, 2017).

A tarefa de esquiva passiva consiste em uma caixa grande retangular dividida
igualmente por uma abertura em forma de guilhotina. Um lado da caixa € chamado de
compartimento claro, contendo a presencga de uma lampada para iluminagao, e o outro
lado é chamado de compartimento escuro, ausente de iluminacao. O piso de ambos
os compartimentos é feito de uma grade metalica, porém o do compartimento escuro

€ acoplado a um sistema de disparo de choque elétrico (Akbari et al, 2007). A tarefa
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é dividida entre fase de habituagéo, treinamento e teste. Na fase de habituacao (Figura
32) o animal tem duas tentativas, com intervalo de 30 minutos entre elas para se
habituar ao aparato, onde ele é colocado no compartimento claro de costas para a
abertura em forma de guilhotina, sendo essa abertura levantada apés 5 segundos.
Assim que o animal entra no compartimento escuro a abertura é fechada, mantendo

o animal no compartimento escuro por 30 segundos (Davoodi et al, 2011).

Figura 32 — Tarefa de esquiva passiva. Fase de habituacao
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Fonte: Adaptado de Akbari et al, 2007.

Na fase de treino (Figura 33), o animal é colocado no compartimento claro,
assim que ele entra no compartimento escuro a abertura se fecha e um choque elétrico
é dado nas patas do animal de forma constante. A intensidade, quantidade e duragéao
do choque varia de acordo com o protocolo experimental, porém fica em torno de TmA

por cerca de 1,5 segundos (Davoodi et al, 2011).

Figura 33 — Tarefa de esquiva passiva. Fase de treinamento
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Fonte: Adaptado de Akbari et al, 2007.

Cerca de 20 segundos ap0s receber o choque nas patas, o animal é retirado
do compartimento escuro e é colocado na sua gaiola de origem. A fase de treinamento
é repetida até que o animal permane¢a no compartimento claro por 120 segundos
(Davoodi et al, 2011).
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A fase de teste é realizada 24 horas apos o treinamento (Figura 34), onde o
animal é colocado no compartimento claro e 5 segundos depois a abertura que divide
os compartimentos é levantada, permitindo que o animal tenha acesso ao
compartimento escuro. O tempo de laténcia de entrada no compartimento escuro e o
tempo gasto dentro do compartimento escuro é medido. Se o animal nao fizer

nenhuma entrada no compartimento escuro o teste € finalizado (Davoodi et al, 2011).

Figura 34 — Tarefa de esquiva passiva. Fase de teste

Fonte: Adaptado de Akbari et al, 2007.

1.3.2.5 Tarefa de esquiva ativa sinalizada

A tarefa de esquiva ativa sinalizada € realizada no mesmo aparato descrito
anteriormente. Porém, nessa tarefa os dois compartimentos sao iluminados e contém
alto falantes acoplados em paredes opostas para emissdo de estimulos sonoros. E
medido o chamado ‘shuttling’ que é a movimentacao do animal de um compartimento
para o outro. Isso é dado como comportamento de esquiva ativa (Moscarello et al,
2020). A tarefa é dividida em fase de treino e teste. Na fase inicial de treino (Figura
35) o animal passa pelo condicionamento pavloviano, no qual um estimulo sonoro
(CS) de 15 segundos é disparado seguido de um choque (US) de 0,7mA nas patas
por 0,5 segundo independente do animal ter realizado shuttling ou nao. Ap6s o
condicionamento é realizado 30 tentativas de shuttling, com intervalo médio de 120
segundos entre si, no qual o CS é disparado por 15 segundos seguido do US, a menos
que o animal realize o shuttling, ou seja, passe de um compartimento para o outro.
Isso faz com que o CS pare de ser emitido e o animal ndo receba o US (LeDoux et al,
2017; Moscarello et al, 2020).
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Figura 35 — Tarefa de esquiva ativa sinalizada. Fase de treino. Condicionamento (a
esquerda). Shuttling (a direita)
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Fonte: Adaptado de LeDoux et al, 2017.

Na fase de teste (Figura 36) o animal é colocado na caixa e passa por duas
sessodes de 30 tentativas de shuttling com um intervalo de 120 segundos entre si, com
0 mesmo esquema de disparo de CS seguido de US, porém sem nenhuma etapa de
condicionamento inicialmente. Nessa etapa € previsto que o animal tenha aprendido
que se movendo pelo compartimento durante o CS ele evita o US (LeDoux et al, 2017;
Moscarello et al, 2020).

Figura 36 — Tarefa de esquiva ativa sinalizada. Fase de teste. Comportamento de
shuttling na presenca do CS evita que o animal receba o choque nas patas (US)
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Fonte: Adaptado de LeDoux et al, 2017.

1.3.2.6 Tarefa de transmissao social de preferéncia alimentar

A tarefa de transmissao social de preferéncia alimentar (STFP) € um teste a fim
de explorar a memoria social dos animais testados. Inicialmente é realizada uma fase
de habituacdo, em uma gaiola de interacdo, dividida em dois compartimentos
separados por uma parede de plastico transparente com furos, onde o animal que
passara pela fase de demonstragdo (animal demonstrador) e 0 animal que passara
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pela fase de observacéo (animal observador) s&o colocados na gaiola para interagir
pelo tempo de 5 minutos por 2 dias (Quet et al, 2020).

Além da habituagcdo de interacdo entre os animais demonstradores e
observadores, 0 animal demonstrador passa por regime de restricao alimentar 3 dias
antes de prosseguir com o teste, na qual possui acesso ao alimento em pé padréao
sem sabor e a ragdo regular duas vezes ao dia. Ao meio dia, no primeiro acesso ao
alimento o animal demonstrador por um periodo de 3 horas recebe o alimento em
forma de p6 sem sabor no ambiente teste. As 18 horas o animal demonstrador recebe
pellets da racao regular por cerca de 30 minutos na gaiola moradia (Quet et al, 2020).

Depois da habituagéo a tarefa é dividida em trés etapas. A primeira etapa &
chamada de fase de demonstracao (Figura 37). O animal demonstrador previamente
exposto ao regime de restricao alimentar e habituado ao consumo do p6 padrao sem
sabor tem acesso a um recipiente contendo comida em pd saborizado com cominho
por 30 minutos (Quet et al, 2020).

Figura 37 — Tarefa de STFP. Etapa de demonstracéo. E oferecido ao animal
demonstrador p6 saborizado com cominho por 30 minutos

cominho
Fonte: Adaptado de Quet et al, 2020.

A segunda etapa da tarefa de STFP é chamada interacao social (Figura 38),
onde o animal demonstrador é colocado em contato com o animal observador por 15
minutos para a coleta de informacgéo olfativa da respiragdo do animal demonstrador
(Quet et al, 2020).

Figura 38 — Tarefa de STFP. Etapa de interacao social. O animal demonstrador é
colocado para interagir com o animal observador por 15 minutos
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Fonte: Adaptado de Quet et al, 2020.

A terceira etapa da tarefa de STFP ¢é a fase de teste (Figura 39), onde depois
de um atraso de 1 ou 25 dias o animal observador é colocado diante de dois
recipientes contendo p6 saborizado, sendo um deles de cominho (igual ao que animal
demonstrador recebeu antes da interagdo) e outro com tomilho (sabor novo). E
deixado que o animal observador tenha contato e possa escolher entre as duas
opcdes de po saborizado por 30 minutos. A memdéria olfativa € avaliada ao final do
teste, no qual os dois recipientes sao recolhidos e pesados a quantidade de alimento,
revelando a quantidade que foi consumida versus o que foi disponibilizado

inicialmente na fase de teste (Quet et al, 2020).

Figura 39 — Tarefa de STFP. Etapa de teste de preferéncia alimentar. O animal
observador é colocado para escolher entre dois recipientes com pds saborizado por
30 minutos
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Fonte: Adaptado de Quet et al, 2020.

1.4 METODOS DE INATIVACAO/LESAO DO NR

O NR pode ser inativado e/ou lesionado de diversas formas. As mais comuns
sao por meio de lesdes, onde a inativacao € irreversivel/permanente. Elas podem ser
de natureza eletrolitica, onde ha a passagem de corrente elétrica no NR levando a
morte celular da regido lesada, ou farmacolégica, com uso de agonistas
glutamatérgicos por exemplo como o acido N-metil-D-aspartato (NMDA) ou agonistas
GABAérgicos como o acido iboténico, que quando injetado na regido alvo leva a leséo
celular por excitotoxicidade destruindo as células sem afetar as fibras de passagem
(Majchrzak; Di Scala, 2000; Jarrard L.E, 2002; Andrade et al, 2009).

Outro método € a inativagdo temporaria (reversivel/transitéria), podendo ser
de natureza farmacolégica, com uso de anestésicos locais como lidocaina, tetracaina
e procaina, cujo mecanismo de acao se da pelo blogueio da agao dos canais ibnicos

na membrana celular neuronal, o que leva ao impedimento da propagacédo do
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potencial de agéao (Covino B.G, 1986). Agonistas GABAérgicos como o muscimol, cujo
mecanismo de acao se da pela ligacdo com receptores GABAA, levando a inibicao
pds-sinaptica pelo aumento da permeabilidade ao cloreto na membrana, o que reduz
a despolarizacdo produzida pelo transmissor excitatério (DeFeudis F.V, 1980;
Johnston G.A, 2014). A escolha da ferramenta farmacolégica determina a duracao da
inativacao, podendo ser de curta (alguns minutos) a longa duracéo (algumas horas).
O tempo médio de efeito dos farmacos citados vao desde 60 minutos (procaina) a 175
minutos (Tetracaina) e 180 minutos (Lidocaina e Muscimol) (Covino B.G, 1986;
Heavner J.E, 2007; Johnston G.A, 2014). O inicio dos efeitos observados para os
anestésicos locais sdo de 3 a 5 minutos, e o muscimol apos 20 a 30 minutos da
administracéao (Covino B.G, 1986; Heavner J.E, 2007; Johnston G.A, 2014).

Outras técnicas de inativacdo temporaria sdo a optogenética e
quimiogenética. A optogenética consiste em expressar proteinas chamadas opsinas
sensiveis a luz nos neurbnios de interesse com a finalidade de manipulagdo da
atividade neural. As opsinas podem ser excitatorias (despolarizantes) ou inibitérias
(hiperpolarizantes). As excitatérias com maior uso sdo variantes do cation de canal de
rodopsina (ChR). Ja as inibitorias incluem bombas de prétons ou cloretos, como a
arquerodopsina (Arch) e halorodopsina (NpHR) (Boyner et al, 2005; Gradinaru et al,
2008; Chow et al, 2010).

As opsinas sao ativadas quando sao iluminadas num comprimento de onda
adequado, tendo como tempo de resposta alguns milissegundos, o que leva a uma
maior precis&o no controle do tempo da atividade neural. A optogenética ainda permite
o direcionamento com maior precisdo da expressao de opsinas por meio de sequéncia
de promotores/reguladores especificos, como a combinacdo de um sistema de
expressao condicional como a Cre-recombinase e/ou sistema LoxP (Galvan et al,
2017).

A técnica Quimiogenética inicialmente, foi um termo cunhado para descrever
os efeitos de mutagdes sobre a especificidade de substratos enzimaticos. Atualmente,
ela compreende o processo no qual macromoléculas sdo projetadas para interagir
somente com moléculas menores, que nao sao reconhecidas pelas proteinas nativas
do organismo. Exemplos dessas macromoléculas modificadas séo proteinas
quinases, enzimas nao quinases, canais idnicos controlados por ligantes e receptores
acoplados a proteina G (GPCRs)
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De todos citados anteriormente, dentro da Quimiogenética a macromolécula
mais utilizada sao os DREADDs (do inglés Designer Receptors Exclusively Activated
by Designer Drugs). Os DREADDs séo receptores sintéticos baseados a receptores
muscarinicos acoplados a proteina G. Por meio de infecgao viral eles sdo inoculados
no local alvo, e quando expressos, sdo ativados mediante a um ligante especifico, no
caso dos DREADDs, mediante inje¢ao de Clozapina, comumente administrado pela
via intraperitoneal (Sternson; Roth, 2014; Roth B.L, 2016). Uma variante do DREADD
que nao responde a clozapina (CNO) é o KORD (do inglés k-opioid receptor D138N),
no qual é um receptor sintético baseado em receptores opioides humanos. O KORD
é ativado via ligante especifico Salvinorina B (SALB) (Sternson; Roth, 2014; Roth B.L,
2016).

1.5 REVISAO DE MAPEAMENTO

A revisdao de mapeamento € um tipo de revisdo de literatura, no qual seu
objetivo é fornecer uma visado geral de alto nivel da literatura completa, usando uma
metodologia parcialmente sistematica (Leenaars et al, 2021). Ela agrupa, descreve e
cataloga as evidéncias disponiveis (primarias, secundarias, quantitativas ou
qualitativas, por exemplo) relacionadas a um topico de interesse (James; Randall;
Haddaway, 2016). Os estudos incluidos podem ser usados para identificacdo de
lacunas de conhecimento, desenvolvimento de uma maior compreensao de conceitos
a respeito da area de interesse e de clusters de conhecimento (subconjunto de
evidéncias que podem ser adequadas para pesquisas secundarias) (Grant; Booth,
2009).

Para a formulacéo da pergunta de pesquisa pode-se fazer uso de ferramentas
metodolégicas como a ferramenta PICO, PECO, PIT ou PO (James; Randall;
Haddaway, 2016).

Formada pelas iniciais das palavras, do inglés, “Population”, “Intervention”,
“Comparison” e “Outcomes”, PICO tem sua tradugdo para o portugués como
populacdo, intervencdo, comparagdo e desfechos. Essa ferramenta permite a
definicdo de parametros para a sintese de uma boa estratégia de busca (Cooke;
Smith; Booth, 2012).
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A partir disso, com auxilio da ferramenta PICO, foi se definindo a pergunta de
pesquisa, populagéo, intervengéo, o grupo de comparacao e desfechos de interesse
dentro do campo de estudo.

Os passos para a realizacao de uma revisdao de mapeamento se dao pela
elaboracao da pergunta de pesquisa, elaboragéo do protocolo de revisédo, selecéo dos
critérios de inclusédo e excluséo , identificagdo dos bancos de dados para a busca dos
artigos, busca e selecao dos estudos de interesse, triagem, extracao dos dados,
sintese dos resultados, descri¢édo, discussao e interpretacao dos resultados, expondo
0s achados atuais e possiveis lacunas de conhecimento e concluséao (James; Randall;
Haddaway, 2016).

2 HIPOTESE

A atividade/plasticidade do nucleo reuniens modula os processos de
aquisicao, consolidacao, evocacgao-expressao, desestabilizacdo-reconsolidacao e

extingdo de memorias em ratos e camundongos.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS
Avaliar os efeitos da lesdao ou inativacdo do NR sobre a aquisicao,
consolidacédo, evocagao-expressao, desestabilizacdo-reconsolidacédo e extingdo de

memdarias em ratos e camundongos por meio de desfechos comportamentais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Elaborar o protocolo para revisdo de mapeamento e torna-lo publico;

Criar um banco de dados bibliografico para realizagdo da revisdao de
mapeamento de acordo com critérios estabelecidos previamente no protocolo;

Extrair os dados para realizacao da revisao de mapeamento;

Realizar a revisdo de mapeamento de acordo com o protocolo previamente

elaborado para responder a pergunta de pesquisa.



56

4 METODOLOGIA
4.1 PROTOCOLO PROSPERO PARA REVISAO DE MAPEAMENTO

Nesse trabalho foi utilizada a plataforma PROSPERO para elaboragao do
protocolo para a revisdo de mapeamento, sendo ele publicado na plataforma sob o
namero de identificacdo CRD42023399421.

O plano da revisao de mapeamento (Figura 40) incluiu as seguintes etapas:
1- Pergunta; 2- Escolha da estratégia de busca; 3- Escolha das bases bibliograficas
online a serem usadas; 4- Selecao dos critérios de inclusdo/exclusdo dos estudos; 5-
Selecao dos estudos relevantes e extracao de dados e 6- Realizagdo da revisdo de

mapeamento.

Figura 40 - Etapas para revisao sistematica.
Processo de Revisdo de Mapeamento

a5 =y o= =
N1 = %u

Pergunta Estratégia Bases Critérios de Selecéo e
para RM de busca virtuais incluséo/ extracéo de RM
excluséo dados

Legenda: RM = Revisao de mapeamento. Fonte: Esquema elaborado pelo autor, icones disponiveis
em flaticon.com

4.2 FERRAMENTA PICO

Como citado anteriormente, PICO € um anagrama em inglés para populacao,
intervencao, comparacao e desfechos. Aqui sera descrito o que foi escolhido para
realizacédo desse trabalho em cada uma dessas categorias.

Como populacéo de interesse para esse trabalho, foram definidos roedores
de laboratério (ratos e camundongos adultos de qualquer linhagem ou sexo). A
intervencao foi a lesdo ou inativacdo do NR por meios farmacoldgicos, optogenéticos

ou quimiogenéticos. A comparagao se deu com grupos de animais que receberam
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veiculo, salina ou “sham”, tendo como desfecho de interesse as mudancas
comportamentais decorrentes da intervencdo experimental observadas durantes as
tarefas e testes envolvendo aprendizagem e memorias nos quais animais foram
avaliados.

A pergunta de pesquisa foi: “A lesdo ou inativagao do NR prejudica o processo

de aprendizagem e memdria e sua extingdo em ratos e camundongos?”.

4.3 ESTRATEGIA DE BUSCA

PubMed (pesquisa avangada, http://www.ncbi.nlm.nih), Scopus e Embase (via

plataforma “Periddicos Capes” em htips://www.periodicos.capes.gov.br) foram

utilizados como bases de dados para a pesquisa dos artigos. As buscas ocorreram no
dia 17 de agosto de 2022. Os termos apresentados no Quadro 1 foram utilizados para
realizar as buscas e ndo houve periodo de restricdo de publicagdo ou de linguagem:

Quadro 1 — Palavras-chave para a pesquisa nos bancos de dados online.

PubMed Embase Scopus
(“Midline Thalamic (‘reuniens nucleus’/exp TITLE-ABS-
Nuclei’IMESH] OR OR ‘reuniens nucleus’ KEY (((midline AND
“Ventral Thalamic OR ‘rhomboid nuclei’ thalamic AND nucleus)
Nuclei’[mesh] OR OR ‘thalamus midline OR (reuniens) OR
reuniens[tiab] OR nucleus’/exp OR (rhomboid)) AND
rhomboid[tiab] OR ‘thalamus midline (memory OR

“ventral midline nucleus’ OR ‘ventral reconsolidation OR
thalamus”[tiab] OR midline thalamus’ OR retrieval OR learning
“ventromedial ‘nucleus reuniens’/exp OR acquisition))

thalamus”[tiab]) AND OR ‘nucleus reuniens’)
(“memory”[tiab] OR AND (‘memory’/exp OR

learning[tiab] OR memory) NOT
consolidation[tiab] OR (‘literature’/exp OR
reconsolidation[tiab] OR literature)

extinction[tiab] OR
retrievaltiab] OR
acquisition[tiab]) NOT
“review’[title]

4.4 SELECAO DE ESTUDOS

Os artigos duplicados foram excluidos através do software Rayyan
(https://rayyan.ai/). A primeira etapa de triagem considerou o titulo e o resumo dos
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trabalhos e a segunda etapa o texto completo, seguindo os critérios de elegibilidade
para ambas as etapas. Toda a triagem foi realizada por dois revisores sendo
consultado um terceiro em caso de conflito na selegcdo do artigo. As buscas nas
plataformas digitais se restringiram o ano de 2022.

4.5 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Foram incluidos estudos conduzidos em ratos ou camundongos com lesao ou
inativacao do NR por via farmacoldgica, optogenética ou quimiogenética e avaliaram
mem©rias de curto ou longo prazo utilizando testes comportamentais para avaliar o
desfecho da intervengao experimental.

Trabalhos clinicos, puramente in vitro, ex vivo, em humanos, que nao
possuiam grupo controle, sham, crossover, que ndo possuiam testes
comportamentais, que n&o possuiam dados originais (ex.: carta, editorial, comentario,

capitulo de livro ou revisdo) foram excluidos.

4.6 EXTRACAO DE DADOS

Foram extraidos a espécie, linhagem, sexo, idade dos animais, tipo de
intervencdo, droga, momento da administracao e dose e significancia estatistica (de
acordo com o relato do autor para estatisticamente significativo). Em casos onde as
informacgdes ndo estavam disponiveis, o0 autor correspondente ou o primeiro e ultimo
autores dos estudos originais foram contatados por e-mail. Nos casos onde nenhuma
resposta foi recebida em 2 meses, os registros foram excluidos da analise. Como
critério para classificar um estudo como significante estatisticamente foi considerado
o relato do autor.

Dados como primeiro autor, ano de publicacéo, tipo de publicacdo, nome da
revista, DOI, nimero e sequéncia dos testes comportamentais também foram
extraidos (Anexos).

5 RESULTADOS

5.1 FLUXOGRAMA PRISMA
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Todas as etapas de estratégia de busca, triagem, elegibilidade e sintese-
qualitativa para realizacdo da meta-andlise estdo representadas no fluxograma
PRISMA (Figura 41). Na busca realizada foram identificadas 225 publicacbes
relevantes no Pubmed, 346 no Scopus e 235 no Embase. Para a presente revisdo
sistematica foram selecionados estudos das trés bases de dados apés exclusao das
duplicatas. Das 489 publicacdes selecionadas para avaliagao de titulo e resumo, onde
420 foram excluidas por ndo atender os critérios de eligibilidade. Foram avaliados o
texto completo em 69 artigos, sendo que 35 publicagdes foram excluidas por néao
atingirem os critérios de eligibilidade e 34 incluidas na sintese qualitativa.

Dessas 34 publicagdes, 14 estudos foram incluidos na avaliagao da aquisicao
da memoria, 6 estudos foram incluidos na consolidacdo da meméria, 21 estudos foram
incluidos na evocacao-expressdao da memobria, 2 estudos foram incluidos na

desestabilizacdo-reconsolidacao e 4 estudos foram incluidos na extincdo da memoaria.

Figura 41 — Fluxograma PRISMA. Adaptado de Moher, Liberati, Tetzlaff e Altman

!

Publicacbes idenfificadas
através da busca via

Pubmed = 225
Scopus = 346

Embase = 235

Fublicacties selecionadas = 806

Publicactes excluidas por

duplicatas = 317 PublicacBes excluidas na
primeira etapa = 420

- Ausente de testes
= comportamentais
Titulos e resumos avaliados - Mao era conduzgido em

para elegibilidade = 489 ratos e camundongos

Textos completos avaliados para Fublicacties excluidas na
elegibilidade = 69 segunda etapa = 35

- Aintervencio ndo era
izolada no MR
= - Dados nao disponiveis
- Sem resposta dos
Fublicacfes incluidas na revizio autores
=34 - 3em grupo controle

Fonte: O grupo PRISMA (2009).



60

5.2 EFEITOS DA INATIVAGAO OU LESAO DO NUCLEO REUNIENS DO TALAMO SOBRE A AQUISICAO DE MEMORIA EM
RATOS E CAMUNDONGOS

Tabela 1 — Descrigdo da populacao, intervencao e desfechos das publicacées sobre aquisicdo de memérias incluidas na revisao

Animal Intervengéo Desfechos Referéncia
Espécie/Linhagem Sexo Idade em Tipo Droga, dose Momento da Significancia Desfechos primarios e secundarios Nome do teste
semanas utilizada administracao
Rato, Wistar NI Farmacolégica Tetracaina, 5 minutos antes do Laténcia de escape, velocidade de Labirinto aquatico de Morris Davoodi et al (2009)
0,5uL 2% teste nado, tempo gasto no quadrante  (memodria de trabalho e espacial)
alvo
Rato, Wistar NI Farmacolégica  NMDA, 1 semana antes do Medidas espago temporais (ex: Medo condicionado ao odor de Carvalho-Netto et al (2010)
0,15M teste tempo gasto no compartimento predador
alimentar) e comportamentos
aversivos/esquiva (ex:
congelamento)
Rato, Wistar NI Farmacolégica Tetracaina, 5 minutos antes do Entrada e tempo gasto no Esquiva passiva Davoodi et al (2011)
0,5uL 2% teste compartimento claro/escuro
Rato, 12 Farmacolégica  NMDA, 2 semanas antes do Laténcia de escape, velocidade de Labirinto aquatico de Morris Loureiro et al

Long-Evans 0,12M teste nado, tempo gasto no quadrante  (memodria de trabalho e espacial) (2012)

alvo, nimero de entrada nos

bragos, tempo gasto nos bragos e
distancia percorrida
Camundongo 8 Quimiogenétic  TetTox, 2 semanas antes do Congelamento Condicionamento aversivo ao Xu e Sudhof (2013)
C57BL/6 a 0,15uL teste contexto
Rato, Sprangue NI Eletrolitica Corrente 12 dias antes do teste Discriminagao de odor simples, AST Linley; Gallo; Vertes (2016)
Dawley elétrica, TmA composta, mudanga intra e
extradimensional e aprendizado
reverso
Rato, 6 Farmacolégica Muscimol, 10 minutos antes do Congelamento Condicionamento aversivo ao Ramanathan et al

Long-Evans 0,3uL teste contexto e ao som (2018)

0,03ug
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Rato, NI Farmacolégica  NMDA, 14 dias antes do teste S Localizagao de objeto no local, Reconhecimento associativo de Barker; Warburton (2018)
Lister Hooded 0,1uL 0,09M preferéncia por objeto novo objetos
Rato, 12 Farmacolégica  NMDA, 2 semanas antes do S Laténcia de escape, velocidade de Labirinto aquatico de Morris Klein et al (2019)
Long-Evans 0,1uL 0,1M teste nado, tempo gasto no quadrante
alvo
Camundongo 8 Eletrolitica Corrente 2 semanas antes do S Entrada nos bragos, distancia Localizagao, reconhecimento de Jung; Yeowool; Cho
C57BL/6 elétrica, teste percorrida, localizagao e objetos e labirinto em Y (2019)
0,7mA reconhecimento de objeto
Rato, NI Farmacolégica  NMDA, 2 semanas antes do S Congelamento Condicionamento aversivo ao Quet et al
Long-Evans 0,1ul 0,12M teste contexto e ao som (2020)
Rato, 7 Farmacolégica Muscimol, 10 minutos antes do NS Congelamento, escavagéao, Condicionamento aversivo ao odor Ornelas; Voorhies; Besheer (2021)
Long-Evans 0,3uL teste esquiva, distancia percorrida de predador
0,05mM
(0,002ug)*
Camundongo 8 Quimiogenétic KORD/ 10 minutos antes do S Localizagao de objetos Colocagéao de objetos Schwabe et al (2021)
C57BL/6 a DREADD, teste
0,5uL
4,2x10"?
Rato, 6 Farmacoldégica Muscimol, NI S Congelamento Condicionamento aversivo ao som Wu; Chang
Long-Evans 0,5ul (2022)
0,1mg/mL
(0,05p9)*

Legenda: NI = Nao Informado, NS = Nao Significativo, S = Significativo estatisticamente, AST = tarefa de mudanga de conjunto de atengéo, F = fémea, M=
macho, * = dose calculada em microgramas.
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A tabela 1 resume os 14 estudos publicados que avaliaram os efeitos da
inativacao ou lesdo do NR sobre a etapa de aquisicdo de memarias (de curto ou
longo prazo) espaciais (Davoodi et al, 2009; Loureiro et al, 2012; Linley; Gallo;
Vertes, 2016; Barker; Warburton, 2018; Klein et al, 2019; Jung; Yeowool; Cho,
2019; Schwabe et al, 2021) ou aversivas (Carvalho-Netto et al, 2010; Davoodi
etal, 2011; Xu; Sudhof, 2013; Ramanathan et al, 2018; Quet et al, 2020; Ornelas;
Voorhies; Besheer, 2021; Wu; Chang, 2022). Doze deles relataram resultados
significativos para pelo menos um dos desfechos comportamentais mensurados,
conforme descrito abaixo.

Davoodi et al (2009) relataram um aumento da laténcia média para
encontrar a plataforma no grupo tratado com tetracaina, em relagcdo ao grupo
controle, o que sugere que a inativacdo do NR prejudicou a aquisicao da
mem©éria espacial (Davoodi et al, 2009).

Loureiro et al (2012) relataram que para uma memoria recente (5 dias),
nao houve diferenca entre o grupo com intervengao e o controle, mas para uma
mem©éria remota (25 dias) os animais que tiveram o NR lesado diferiram
estatisticamente dos animais controle, ndo se lembrando da localizacdo da
plataforma, indicando um déficit de desempenho no teste e aquisicdo da
memdria para esses animais (Loureiro et al, 2012).

Klein et al (2019) também avaliaram memoria recente e remota apos
lesdo com NMDA, tendo como resultado um prejuizo na aquisicdo da memdria
para ambos os periodos, recente (5 dias) ou remoto (25 dias) (Klein et al, 2019).

No teste de reconhecimento associativo de objetos, Barker; Warburton
(2018) mostraram que os animais com o NR lesionado pelo NMDA apresentaram
um prejuizo no desempenho da tarefa quando os testes foram realizados com 3
horas (mas n&do 5 minutos) de intervalo (Barker; Warburton, 2018).

Usando a tarefa de mudanca de atencgao e aprendizado reverso, Linley;
Gallo; Vertes (2016) relataram que a lesao eletrolitica do NR realizada sete dias
antes prejudicou a aquisicdo, ou seja, 0 grupo lesionado precisou de mais
tentativas para concluir as tarefas do que o grupo controle, sugerindo que o NR
interferiu na habilidade de adquirir algumas respostas de fungdo executiva e
flexibilidade comportamental. J&4 nas tarefas de discriminacéo olfativa e tatil ndo
houve diferencas significativa entre os grupos, mesmo apresentando um

pequeno déficit de aprendizado no tempo inicial da tarefa, além da demanda de
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mais tentativas para cumprir a tarefa de discriminacao composta (Linley; Gallo;
Vertes, 2016).

Jung; Yeowool; Cho (2019) mostraram que para as tarefas de
localizagcdo e reconhecimento de objetos, os animais que tiveram o NR lesado
apresentaram um prejuizo no desempenho comportamental, indicado pela
diminuicdo da capacidade de reconhecimento do objeto movido quando
comparado com o grupo de animais controle (Jung; Yeowool; Cho, 2019). De
forma similar, Schwabe et al (2021), através da inativacdo quimiogenética,
mostraram que para a tarefa de localizacao de objetos houve uma diminui¢cdo no
tempo que os animais passaram com um objeto movido para um novo local,
indicando um prejuizo na capacidade de aquisicdo de memdria espacial nos
animais lesionados comparado com o grupo controle (Schwabe et al, 2021).

Para memérias aversivas, Xu; Sudhof (2013) por meio de inativacao
quimiogenética na tarefa de condicionamento aversivo ao contexto mostraram
que quando o NR estd inativado antes do teste ha uma maior porcentagem de
congelamento e generalizacdo da memdéria aversiva contextual adquirida (Xu;
Sudhof, 2013). Corroborando esses achados, Ramanathan et al (2018)
realizaram a inativacdo do NR com muscimol e testaram os grupos de animais
para as tarefas de condicionamento aversivo ao contexto e ao som, tendo como
resultado o prejuizo na aquisicdo da meméria no grupo de animais que passou
pela intervengdo no contexto condicionado, sendo expressa uma maior
porcentagem de congelamento, generalizacdo e menor precisao da memoria.
N&o houve alteragédo no contexto com pista (Ramanathan et al, 2018).

Quet (2020) e colaboradores também investigaram os efeitos da
inativagdo do NR e a aquisicio de memdéria aversiva no protocolo de
condicionamento aversivo ao contexto e ao som. Nesse caso, 0s pesquisadores
lesionaram o NR com NMDA e empregaram um protocolo de avaliacdo da
aquisicao da meméria aversiva num periodo recente (5 dias) e remoto (25 dias),
tendo sido usado uma sessao de extincdo de medo contextual ndo especifico
com som no periodo recente e uma no periodo remoto. Os resultados foram
significativos estatisticamente somente no periodo remoto (25 dias) da
avaliagdo, onde os animais que tiveram NR lesado exibiram menor porcentagem
de congelamento quando comparado aos animais do grupo controle. Para o
periodo de tempo recente ndo houve nenhuma diferenca entre os dois grupos



64

testados. Para as sessbes com som, nenhum dos grupos diferiram
estatisticamente, para ambos os periodos (Quet et al, 2020).

Wu; Chang (2022) inativaram o NR com muscimol antes de realizar a
tarefa de condicionamento aversivo ao som. Para o grupo de animais com o NR
inativo foi observada uma maior percentagem de imobilidade quando comparado
com a do grupo de animais controle (Wu; Chang, 2022).

Trés trabalhos dos quatorze compilados na Tabela 1 ndo relataram
diferencas significativas. Carvalho-Neto et al lesionaram o NR com NMDA e
usaram a tarefa de medo condicionado ao odor de predador. Nao houve
significancia estatistica entre os grupos controle e lesado. Esse trabalho também
avaliou os efeitos de lesdes combinadas tanto bilaterais quanto unilaterais da
parte ventral do nucleo anteromedial (AMV) + nucleo reuniens (NR). Nesses
casos a inativacao combinada modificou as respostas contextuais de medo,
indicando que a lesdo sozinha no NR foi insuficiente para afetar
significativamente o comportamento aversivo, sugerindo a dependéncia de
outras regides cerebrais para o processo de aquisicao da informacao (Carvalho-
Netto et al, 2010).

Na tarefa de esquiva passiva (Davoodi et al, 2011) o grupo de animais
que teve NR inativado com tetracaina ndo diferiu do grupo controle, sugerindo
que a inativacdo do NR pré-treino nao interfere com a aquisicdo da memoria.
Porém, em comparacdes nao paramétricas foi mostrado que para o teste de
retencdo da memoria adquirida houve diferenga entre os grupos de animais
tratados e controle (Davoodi et al, 2011).

Ornelas; Voorhies; Besheer (2021) testaram os efeitos da inativacéao
farmacolégica do NR antes da exposicdo ao odor de predador, tendo como
resultados a auséncia de diferenca nos comportamentos reativos ao estresse
como escavacgao defensiva, imobilidade e esquiva, que indica que o NR nao esta
diretamente envolvido na regulacdo desses comportamentos durante a
exposicao ao odor de predador (Ornelas; Voorhies; Besheer, 2021).

Em resumo, de acordo com os dados resumidos na Tabela 1, pode se
inferir que a atividade do NR influencia a aquisicao de memdérias espaciais e

aversivas. A maioria dos estudos realizou experimentos em machos, somente
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dois foram conduzidos em fémeas. Nenhum dos trabalhos comparou os efeitos
da intervencao experimental em machos e fémeas ou a influéncia do ciclo estral.
Essas questbes deveriam ser variaveis a serem exploradas em trabalhos futuros
envolvendo a inativacéo ou lesao do NR. Outro aspecto importante que deveria
ser examinado em estudos futuros é o protocolo de avaliacdo da memoria em
periodos diferentes apos a intervencéo, pois de todos os trabalhos (Tabela 1),
somente quatro avaliaram a aquisicdo da memdria em periodos recentes e

remotos, ou com diferenca de minutos e horas.



66

5.3 EFEITOS DA INATIVAGAO OU LESAO DO NUCLEO REUNIENS DO TALAMO SOBRE A CONSOLIDAGAO DE MEMORIA
EM RATOS E CAMUNDONGOS

Tabela 2 — Descri¢do da populacao, intervencao e desfechos das publicacées sobre consolidacao de memérias incluidas na

revisao
Animal Intervencao Desfechos Referéncia
Espécie/ Linhagem Sexo Idade em Tipo Droga, dose Momentoda  Significancia  Desfechos priméarios e Nome do teste
semanas utilizada administragdo  estatistica secundarios

Rato, Wistar M NI Farmacoldgica Tetracaina, Imediatamente S Laténcia de escape, Labirinto aquatico de Morris Davoodi et al (2009)

0,5ul 2% apobs o teste velocidade de nado, tempo (memoéria de trabalho e espacial)

gasto no quadrante alvo

Rato, Wistar M NI Farmacoldgica Tetracaina, 5,90 e 360 S Entrada e tempo gasto no Esquiva passiva Davoodi et al (2011)

0,5ul 2% minutos apés o compartimento claro/escuro

teste
Rato, Wistar M 14 Farmacolégica Muscimol, 0,2ul Imediatamente S Congelamento Condicionamento aversivo ao Troyner; Bicca; Bertoglio
ou 6 horas apos contexto
0,48ug o teste (2018)
Rato, Sprangue M NI Farmacoldgica Muscimol, Imediatamente NS Laténcia de tentativa, Crossword maze Mei; Logothetis; Eschenko (2018)
Dawley 0,19l apos o teste distancia percorrida e
namero de erros
0,27 ug
Rato, Long-Evans M NI Farmacolégica NMDA, 5 semanas antes NS Preferéncia alimentar por STFP Quet et al (2020)
do teste comida saborizada,
0,1p10,12M quantidade de comida
ingerida

Camundongo F 8 Quimiogenetica KORD/ Imediatamente S Localizagéo de objetos Localizagéo de objetos Schwabe et al (2021)

DREADD, apos o teste

C57BL/6

0,5ul, 4,2x10™2




Legenda: NI = Nao Informado, STFP = transmissao social de preferéncia alimentar, F = fémea, M= macho, * = dose calculada em microgramas, S =
Significativo estatisticamente, NS = Nao Significativo.
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A tabela 2 resume os 6 estudos publicados que avaliaram os efeitos da
inativacdo do NR sobre a consolidacao de memdrias de curto ou longo prazo
espacial (Davoodi et al, 2009; Mei; Logothetis; Eschenko, 2018; Schwabe et al,
2021) ou emocional (Davoodi et al, 2011; Troyner; Bicca; Bertoglio, 2018; Quet
et al, 2020).

Quatro dos trabalhos relataram resultados significativos para pelo menos
um dos desfechos comportamentais mensurados. Davoodi (2009) e
colaboradores mostraram que a inativagéo com tetracaina do NR imediatamente
apoés a tarefa do labirinto aquatico de Morris aumentou o tempo de laténcia de
escape comparado com o grupo controle, indicando um prejuizo na consolidagao
de meméria de trabalho espacial. Os parametros de velocidade de nado e tempo
gasto no quadrante alvo ndo foram alterados, indicando que a intervencao
farmacolégica nao interferiu com a capacidade locomotora dos animais e a
discriminacgao visual ndo espacial (Davoodi et al, 2009).

Schwabe (2021) et al demonstraram que a inativacdo do NR por via
quimiogenética imediatamente apds a tarefa de localizagdo de objetos
comprometeu a consolidagdo de memoria espacial, pois as fémeas com o NR
inativo gastaram menos tempo com o objeto movido para um novo local. Nao
houve diferencas significativas na distancia percorrida, indicando que a
capacidade locomotora nao foi afetada (Schwabe et al, 2021).

Ja para a tarefa de esquiva passiva, Davoodi (2011) et al inativaram
farmacologicamente o NR com tetracaina nos periodos de 5, 90 ou 360 minutos
apos essa tarefa. Houve prejuizo no processo de consolidacdo da memaria no
periodo inicial de inativacédo (5 minutos) mas ndo nos demais tempos testados,
0 que indica que esse efeito € dependente do tempo, onde a inativacao do NR
em momentos mais tardios acaba nao interferindo nas cascatas bioquimicas e
processos que levam a uma memoéria ser consolidada (Davoodi et al, 2011).

Troyner; Bicca; Bertoglio (2018) mostraram que a inativacdo do NR com
muscimol, seja de uma memadria recente ou remota, aumentou a generalizacéo
dessas memorias aversivas. A inativacdo do NR durante o processo de
consolidagdo, num periodo de tempo remoto, aumentou a intensidade,
persisténcia e generalizagdo do comportamento de congelamento. Também foi
investigado se haveria mudang¢as no comportamento dos animais quando o NR
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foi inativado num protocolo de condicionamento fraco, com somente um
choque nas patas dos ratos, e os resultados mostraram que o grupo tratado
apresentou relativamente maiores porcentagens de congelamento, sugerindo
gue a memo©ria aversiva consolidada durante a inativagcdo do NR se tornou mais
intensa e generalizada, isso valendo para um periodo de tempo recente e remoto
da memoria (Troyner; Bicca; Bertoglio, 2018).

Dois dos trabalhos ndo reportaram diferencas estatisticas, no qual Mei;
Logothetis; Eschenko (2018) apds inativacdto do NR com muscimol
imediatamente apds o treinamento no crossword maze (labirinto cruzado). Os
animais foram treinados para encontrar recompensas seguindo uma trajetéria
complexa e com pistas para a integracao do caminho. Foi realizado o teste ao
longo de cinco dias, e ap6s cada etapa de aquisi¢ao foi injetado o muscimol para
inativacao do NR. Cada desvio do caminho correto ou percorrer a direcao oposta
a estabelecida foi considerado um erro. Além disso, foi avaliado o tempo
necessario para o alcance da recompensa (laténcia de tentativa) e o numero total
de becos visitados pelo animal antes de alcancar a recompensa (distancia
percorrida). Nao houve diferencas entre grupos quando avaliados os parametros
descritos anteriormente, ressaltando que o desempenho no labirinto melhorou
ao longo dos cinco dias, apresentando uma diminuicdo no numero de erros,
porém a taxa de aprendizados foi considerada igual para ambos 0s grupos
testados, indicando que a atividade do NR n&o seria necessaria para consolidar
essa memoria espacial (Mei; Logothetis; Eschenko, 2018).

Quet et al (2020) apds a inativacdo do NR com NMDA para a tarefa de
STFP mostrou ndo haver diferenca entre os animais lesionados dos animais
controle, sugerindo que para esse tipo de memdéria (social) o NR nao esta
envolvido no processo de consolidagéo desse tipo de memdria pois ndo depende
diretamente do HPC (Quet et al; 2020).

Em resumo, de acordo com o que foi apresentado, se pode observar que
NR esta envolvido no processo de consolidagéo, e sua inativacdo e/ou leséo
interfere tanto na consolidacdo da meméria espacial quanto aversiva/emocional.
Mesmo o trabalho de Mei; Logothetis; Eschenko (2018) contrariando os achados
em outros estudos, indica que para este tipo de tarefa que foi utilizado e como
ela foi elaborada, segundo autores a inativacdo do NR néo interferiu no processo
de consolidacdo numa janela de tempo imediatamente ap6s a experiéncia de
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aprendizagem, sugerindo que o NR n&o esta envolto na consolidagédo “off-line”
da informacao.

Novamente vale ressaltar que nenhum dos seis trabalhos realizaram
comparacao direta entre machos e fémeas, e somente um trabalho foi realizado
com fémeas. A avaliacdo dos efeitos da intervencao em periodos de tempo mais
remotos também foi algo pouco explorado. Essas sao variaveis que deveriam
ser exploradas em novos trabalhos, a fim de enriquecer e complementar as

informacdes disponiveis atualmente.
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5.4 EFEITOS DA INATIVAGAO OU LESAO DO NUCLEO REUNIENS DO TALAMO SOBRE A EVOCAGAO E EXPRESSAO DE
MEMORIA EM RATOS E CAMUNDONGOS

Tabela 3 — Descrigdo da populacao, intervencéo e desfechos das publicagbes sobre evocacéo-expressao de memarias incluidas

na revisao
Animal Intervengéo Desfechos Referéncia
Espécie/ Sexo Idade em Tipo Droga, dose Momento da Significancia  Desfechos primarios e Nome do teste
semanas utilizada administragao estatistica secundarios
Linhagem

Rato, Wistar M NI Farmacolégica  Tetracaina, 5 minutos antes do S Laténcia de escape, Labirinto aquatico de Morris Davoodi et al (2009)

teste velocidade de nado, (memodria de trabalho e
0,5uL 2% tempo gasto no quadrante espacial)
alvo
Rato, M NI Farmacolégica Ibotenato 2 semanas antes do S Laténcia de escape, Labirinto aquatico (memoéria de Van der Weel; Morris; Witter
) 0,10uL, teste velocidade de nado, trabalho e espacial)
Lister Hooded 10mg/mL, tempo gasto no quadrante (2009)
(10pg)* alvo

Rato, Wistar M NI Farmacolégica NMDA, 0,15M 1 semana antes do NS Congelamento Medo condicionado ao odor de Carvalho-Netto et al (2010)
teste predador

Rato, Wistar M NI Farmacolégica  Tetracaina, 5 minutos antes do S Entrada e tempo gasto no Esquiva passiva Davoodi et al (2011)
teste compartimento

0,5uL 2% claro/escuro
Rato, Long-Evans M 7 Farmacolégica NMDA, 2 semanas antes do S Nose poke, escolha VSRT e labirinto radial Hembrook; Mair
teste correta de alavanca,
0,6uL 100mM bragos do labirinto e (2011)
tempo de resposta
Rato, Long-Evans M 24 Farmacoldgica Muscimol, 10 minutos antes do S Escolha correta de Discriminagao espacial Hembrook; Onos; Mair (2012)
0,5uL, 0,4nmol, teste alavanca, bragos do condicional com atraso

(0,09 pg/pL)*,
1,0nmol, (0,23

labirinto e tempo de
resposta



Rato, Long-Evans

Rato, Long-Evans

Camundongo,

C57BL/6

Rato, Long-Evans

Rato, Long-Evans

Rato, Long-Evans

Rato, Long-Evans

Rato, Long-Evans

12

NI

12

NI

NI

NI

NI

Farmacolégica

Farmacolégica

Quimiogenética

Farmacolégica

Farmacolégica

Farmacolégica

Farmacolégica

Farmacolégica

ug)*, 2,5nmol,
(0,57 ug)*

Lidocaina
0,3uL, 20ug

Muscimol
0,5uL, 0,125y,
0,25ug, 0,5ug

TetTox,
0,15pL

Muscimol
0,3pL,
0,26nmol, (0,10
ug)*, 0,70nmol,
(0,27pg)*

Muscimol,
0,125ug 0,25ug
0,5ug

NMDA 0,54pL,
0,09M

Muscimol 0,3ul,
2,4mM,
(0,27ug)*

Muscimol
0,5uL,
0,25mg/mL,
(0,25u9)%,
0,50mg/mL,
(0,50p9)",

15 minutos antes do
teste

20 minutos antes do
teste

2 semanas antes do
teste

30 minutos antes do
teste

20 minutos antes do
teste

NI

15 minutos antes do
teste

30 minutos € 5
minutos antes do
teste

NS

NS

Laténcia de escape, Labirinto aquatico de Morris
velocidade de nado, (memoéria de trabalho e
tempo gasto no quadrante espacial)
alvo

Escolha do brago correto  Labirinto em T (memdria de
trabalho e espacial)

Congelamento Condicionamento aversivo ao
contexto

Laténcia de escape,  Labirinto aquatico de Morris e
velocidade de nado, labirinto duplo H
tempo gasto no quadrante
alvo

Escolha do brago correto  Labirinto em T (memoéria de
trabalho e espacial)

Nose poke, escolha Labirinto radial, CAM,
correta de alavanca, discriminagao visual e
bragos do labirinto e reversao, tomada de decisao
tempo de resposta ao com atraso
estimulo

Localizagao de objeto no Reconhecimento associativo
local, preferéncia por de objetos
objeto novo

Escolha do brago correto  Labirinto em T (memdria de
trabalho e espacial)
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Loureiro et al

(2012)

Hallock et al (2013)

Xu; Sudhof (2013)

Cholvin et al

(2013)

Layfield et al

(2015)

Prasad; Abela; Chudasama

(2016)

Barker; Warburton (2018)

Viena; Linley; Vertes (2018)



Rato, Long-Evans

Rato, Long-Evans

Rato, Sprangue
Dawley

Rato, Sprague-

Dawley

Rato, Long-Evans

Rato, Long-Evans

12

NI

NI

NI

Procaina, 0,5uL
20%

Optogenética  AAV5-CAG- Durante o teste
ArchT-
tdTomato

10" vg/mL 5uL
500nm

Farmacolégica Muscimol, 10 minutos antes do

teste
0,3uL 0,03ug
Farmacolégica Muscimol, Antes do teste
0,19uL
0,27ug
Farmacolégica Muscimol, 30 minutos antes do
teste
0,2uL
0,02ug
Quimiogenética DREADD/CNO 45 minutos antes do
teste
2 x 0,4uL de
7,3 x 10°
Farmacolégica Muscimol, NI

0,5ul 0,1mg/mL
(0,1 ug)*

NS

NS

Escolha do brago correto  Labirinto em T (memoéria de
trabalho e espacial)

Congelamento Condicionamento aversivo ao
contexto e aversivo ao som

Laténcia de tentativa, Crossword maze
distancia percorrida e
numero de erros

Congelamento Esquiva ativa sinalizada

Congelamento e distancia Condicionamento aversivo ao

de nado contexto e labirinto duplo H
Congelamento Condicionamento aversivo ao
som
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Maisson; Gemzik; Griffin

(2018)

Ramanathan et al

(2018)

Mei; Logothetis; Eschenko

(2018)

Moscarello J.M

(2020)

Quet et al

(2020)

Wu; Chang

(2022)

Legenda: NI = Nao Informado, NS = Nao Significativo, S = Significativo estatisticamente, F = fémea, M= macho, VSRT = Tempo de reagao visuoespacial,
CAM = Tarefa combinada de memoria e atengéo, * = dose calculada em microgramas.
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A tabela 3 resume 20 estudos publicados que avaliaram os efeitos da
inativacao ou lesao do NR sobre a etapa de evocacéo e expressao de memorias
de curto ou longo prazo espacial (Davoodi et al, 2009; Van der Weel; Morris;
Witter, 2009; Hembrook; Mair, 2011;Loureiro et al,2012; Hembrook; Onos; Mair,
2012; Hallock et al, 2013; Cholvin et al, 2013; Layfield et al, 2015; Prasad; Abela;
Chudasama, 2016; Barker; Warburton, 2018; Viena; Linley; Vertes, 2018;
Maisson; Gemzik; Griffin, 2018; Mei; Logothetis; Eschenko, 2018) ou emocional
(Carvalho-Netto et al, 2010; Davoodi et al, 2011; Xu; Sudhof, 2013; Ramanathan
et al, 2018; Moscarello J.M, 2020; Quet et al, 2020; Wu; Chang, 2022). Quatorze
trabalhos relataram diferencas significativas para pelo menos um dos desfechos
comportamentais mensurados.

Davoodi (2009) e colaboradores relataram que o0s animais com
inativagdo do NR por tetracaina cinco minutos antes do teste de evocagao da
tarefa do labirinto aquatico de Morris passaram menos tempo no quadrante alvo
quando comparado com 0s animais controles, indicando prejuizo na evocagao
da memdéria espacial de referéncia. Nao houve diferencas em tarefas de
discriminagao visual ndo espacial onde a plataforma foi elevada acima do nivel
da agua (Davoodi et al, 2009).

Van der Weel; Morris; Witter (2009) lesionaram o NR com &cido iboténico
e avaliaram a evocacao de uma memoria espacial na tarefa de labirinto aquéatico.
Os animais com o NR lesionado continuaram nadando no quadrante alvo mesmo
depois de nao localizarem a plataforma quando comparado com o grupo
controle, além de uma maior velocidade de nado. No teste da plataforma visivel,
0 grupo de animais que receberam a intervengao tiveram uma laténcia de escape
menor comparado com o grupo controle. Os autores argumentam que o NR
inativo ndo interferiu diretamente na capacidade de evocacdo da memoria de
referéncia, porém afetou a flexibilidade de estratégia de busca e mudancas nas
condicOes da tarefa (Van der Weel; Morris; Witter, 2009).

Hembrook; Mair (2011; 2012) investigaram em dois artigos distintos os
efeitos da inativacdao do NR em tarefas relacionadas a meméria espacial, sendo
o primeiro trabalho por meio de lesdo com NMDA e o segundo de forma
farmacolégica com muscimol. No primeiro os animais foram avaliados no
labirinto radial, tendo como resultado um prejuizo no desempenho da atividade
através da escolha e entrada nos bracos do labirinto, onde lesdes isoladas no
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NR e também les6es combinadas (NR + nucleo intralaminar caudal e rostral do
talamo) foram estatisticamente significantes. Por outro lado, na tarefa VSRT, a
leséo isolada do NR foi insuficiente para produzir diferengas significativas, sendo
observado efeito somente com lesbes combinadas (Hembrook; Mair, 2011). No
segundo trabalho (2012), apds a inativacao com muscimol do NR, houve prejuizo
no desempenho da tarefa inferido pelo aumento do tempo de resposta, escolha
correta dos bracos do labirinto radial e alavanca, sendo segundo os autores
dose-dependente, sendo que a maior concentragao utilizada (0,57 pg) causou
um maior prejuizo observado quando comparado com as outras concentracdes
utilizadas (0,09 e 0,23 ug) e o grupo controle (Hembrook; Onos; Mair,2012).
Cholvin (2013) et al mostraram que a inativacdo do NR com muscimol
(0,10 e 0,27 pg) prejudicou o desempenho na tarefa do labirinto aquatico de
Morris. O grupo tratado com a maior concentragdo permaneceu mais tempo a
procura pela plataforma quando comparado com o grupo de menor concentracao
e o controle. O mesmo resultado foi observado quando os animais foram
testados na tarefa do labirinto duplo H, onde ratos com o NR inativo
apresentaram uma piora no desempenho da tarefa, sendo significativamente
estatistico no caso do tempo gasto em um braco especifico do labirinto (NE) em
comparacgao aos demais bragos e ao grupo controle (Cholvin et al, 2013).

Hallock (2015) e colaboradores testaram animais no labirinto em T para
tarefa de discriminacao visual dependente de memoria de trabalho e uma néo
dependente. A inativacdo do NR com muscimol (0,125; 0,25 e 0,5 ug) cerca de
20 minutos antes dos testes prejudicou o desempenho na tarefa de
discriminagao visual dependente de meméria de trabalho, inferido por um maior
tempo para realizar essa tarefa nos animais que receberam a droga em relagao
ao controle, havendo dificuldade de associacao entre as pistas visuais e escolha
do braco correto, mas os grupos nao diferiram na tarefa de discriminacao visual
nao dependente de memdria de trabalho (Hallock et al, 2013).

Layfield et al (2015) usaram as mesmas concentragdes de muscimol
que o trabalho anterior e avaliaram os animais nas tarefas de alternancia
continua e atrasada no labirinto em T. Os animais que tiveram o NR inativo
apresentaram prejuizo na evocac¢ao da memoéria de trabalho, o que interferiu na
precisdo de escolha pelos bracos corretos na tarefa de alternancia com atraso
de 5 e 30 segundos. Nao houve diferengas significativas na tarefa de alternancia
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continua. Vale ressaltar que somente a maior concentragdo de muscimol (0,5
Mg) produziu efeitos significativos na tarefa de alternancia com atraso de cinco
segundos enquanto na versdo da tarefa com atraso de trinta segundos todas as
concentracdes obtiveram efeitos significativos comparados ao grupo controle.
Isso sugere que nao sé a atividade do NR é recrutada nas tarefas de memaria
espacial como nesse caso a dependéncia funcional dessa regidao aumenta como
intervalos de atraso mais longos (Layfield et al, 2015).

Viena; Linley; Vertes (2018) também empregaram o labirinto em T para
tarefas de memdéria espacial numa versdao modificada da tarefa de alternancia
nao correspondente a amostra com atrasos de 30, 60 ou 120 segundos. A
inativacdo do NR com muscimol nas concentragées de 0,25 e 0,50 pg no NR
antes do teste prejudicou a precisdo de escolha e a capacidade de alternancia
entre os bracos corretos do labirinto, mas para a versao da tarefa sem atraso
nao houve diferengas entre os grupos. Além disso, foi feita a inativacao do NR
com procaina 5 minutos antes do teste de alternancia atrasada. Relativo ao
grupo controle, os animais com o NR inativado tiveram prejuizo estatisticamente
significativo no desempenho da tarefa somente com 120 segundos de atraso.
Também foi mostrado que a inativacdo do NR com muscimol prejudicou o “win-
shift”, que é definido como a falha ao alternar e/ou escolher o brago oposto
depois de mudar para o brago correto (com recompensa alimentar) (Viena;
Linley; Vertes, 2018).

Maisson; Gemzik; Griffin (2018) usaram a mesmo desenho experimental
empregado por Hallock et al (2013) e Layfield et al (2015), mas tendo como
intervencao a inativacdo do NR por via optogenética. Observou-se um prejuizo
na precisao de escolha dos bragos corretos do labirinto no grupo com NR inativo
comparado com o controle. Para complementar os achados atuais e anteriores,
foi feita a inativacdo do NR em cada fase da realizagdo da tarefa de alternancia
e mostrou-se que ha diferencas estatisticas somente no inicio da tarefa
(chamada fase de “amostragem”) e ndo no periodo de atraso ou durante o
percurso do trajeto escolhido (Maisson; Gemzik; Griffin, 2018).

Prasad; Abela; Chudasama (2016) (assim como Hembrook; Mair, 2011)
lesionaram o NR com NMDA antes da realizacao de tarefas de atencédo e
memoria espacial no labirinto radial. Animais com lesdo no NR melhoraram o

foco atencional para estimulos visuais na tarefa combinada de memdria e
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atencao, levando ao aumento do tempo de resposta, porém nao diferiram dos do
grupo controle na precisdo de respostas atrasadas nao correspondentes. Além
disso, a lesao do NR no labirinto radial para tarefa de memaria espacial produziu
um déficit inicial e transitério na condicdo sem atraso da tarefa, ou seja, os
animais com o NR lesado necessitaram do dobro de tempo para completar a
primeira etapa da tarefa, poréem nas etapas com o atraso ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos. Segundo os autores, isso reflete numa interferéncia
na execucdao da tarefa afetada pela intervencdo, porém nao associada
diretamente com uma perturbacdo da capacidade de recuperar a memdria
espacial.

Na tarefa de discriminacédo visual e reversao, os animais com o NR
lesado apresentaram uma melhora estatisticamente significativa na execucéo da
tarefa (menos tempo para executar a tarefa corretamente), além de melhor
discriminagao visual entre os estimulos tateis apresentados. Os animais também
foram testados na tarefa de tomada de decisdo com resultados atrasados e néo
diferiram estatisticamente do grupo controle, mantendo uma taxa de escolha
entre as recompensas semelhantes, nao diferindo entre imediata e tardia. Em
conjunto, esses resultados sugerem uma melhora na fungao cognitivo-executiva
apoés lesdo do NR, e pouca interferéncia na recuperacdo da memoria espacial
(Prasad; Abela; Chudasama, 2016).

Barker; Warburton (2018) usaram a tarefa de reconhecimento
associativo de objetos e mostraram que animais com inativacdo do NR com
muscimol 15 minutos antes do teste apresentaram um aumento do tempo de
exploracédo do objeto no local em relagcdo ao grupo controle. Isso indicaria um
prejuizo no desempenho na tarefa ap6s um periodo de atraso, porém n&o houve
influéncia da inativagcdo em parametros como a capacidade de reconhecer um
novo objeto ou a localizacao dele (Barker; Warburton, 2018).

Mei; Logothetis; Eschenko (2018) investigaram os efeitos da inativacéao
do NR com muscimol na evocacao da meméria espacial na tarefa de crossword
maze. Os animais com essa regido inativa apresentaram um tempo de laténcia
maior do que o grupo controle, inferida pela demora para achar o local com
recompensa dentro do labirinto no tempo limite estipulado. A trajetéria percorrida

também foi maior nos ratos com o NR inativo. Esses foram persistentes, se
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mantendo nas tentativas subsequentes onde a execucao da tarefa foi mantida
prejudicada (Mei; Logothetis; Eschenko, 2018).

Davoodi e colaboradores mostraram que a inativacdo do NR com
tetracaina 5 minutos antes do teste da tarefa de esquiva passiva levou a um
prejuizo na evocagdo da memoria quando comparado com o grupo controle
(Davoodi et al, 2011).

Moscarello J.M (2020) investigou os efeitos da inativacdo do NR com
muscimol na evocacdo da memdria da tarefa de esquiva ativa sinalizada e
relataram que os animais com o NR inativo tiveram maior porcentagem de
congelamento quando comparado ao grupo de animais controle. Os autores
sugerem que a atividade do NR seria essencial para a supressdao do medo
condicionado (Moscarello J.M, 2020).

Wu; Chang (2022) inativaram o NR com muscimol e testaram os animais
na tarefa de condicionamento aversivo ao som. Houve uma maior porcentagem
de congelamento em relagdo ao grupo controle, sugerindo uma generalizacao
do medo contextual. Também foi observado tal aumento no congelamento para
estimulos sonoros subsequentes (Wu; Chang, 2022).

Cinco dos vinte trabalhos compilados na Tabela 3 ndo relataram
diferencas significativas entre os grupos de animais experimentais. Carvalho-
Netto (2010) e colaboradores usaram a tarefa de medo condicionado ao odor de
predador. A lesdo do NR com NMDA néo alterou os parametros avaliados em
relacdo ao controle, sugerindo que a intervengcao nao interferiu com o processo
de evocagado da memdria aversiva. Esse trabalho também investigou os efeitos
de lesbes combinadas (bilaterais ou unilaterais) da parte ventral do nucleo
anteromedial (AMV) com o NR. Neste caso, a inativagdo provocou mudancgas
nas respostas contextuais de medo, sugerindo a dependéncia da interacdo do
NR com outras regides cerebrais para o processo de evocacao da memébria
aversiva (Carvalho-Netto et al, 2010).

Xu; Sudhof (2013) inativam o NR por meio quimiogenético antes do
teste de condicionamento aversivo ao contexto. Nao houve diferengas
significativas em relagéo ao grupo controle, além de ndo haver generalizacao do
medo (Xu; Sudhof, 2013).

Quet et al (2020) também realizaram a inativacdo do NR por via
quimiogenética na tarefa de condicionamento aversivo ao contexto. Nao houve
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diferencas estatisticas entre os grupos, sugerindo que a atividade do NR nao
afetaria a evocacao da memoria aversiva contextual. A fim de confirmar que a
inibicdo  quimiogenética seria  suficiente para produzir alteracdes
comportamentais, os animais foram testados na tarefa de labirinto duplo H, tendo
sido avaliada a flexibilidade cognitiva. Os resultados mostraram um déficit na
realizagdo da tarefa, indicando que a abordagem escolhida seria capaz de
interferir na funcionalidade do NR, e que o resultado observado no
condicionamento aversivo ao contexto ndo foi por uma auséncia de efeito da
intervencao escolhida (Quet et al, 2020).

Também com o teste de condicionamento aversivo ao contexto e ao
som, Ramanathan (2018) e colaboradores mostraram que a inativagdo do NR
antes do teste de recuperacéo para ambas as tarefas nao prejudicou a evocacao
da meméria, ja que nao houve diferencgas estatisticas entre os grupos de animais
testados (Ramanathan et al, 2018).

Usando tarefas que compreendem memodria espacial (labirinto aquético
de Morris), Loureiro (2012) e colaboradores mostraram que a inativagao do NR
com lidocaina ndo produziu diferencas significativas na evocacdo de memoria
recente (5 dias) ou remota (25 dias) (Loureiro et al, 2012).

Em resumo, podemos inferir que a atividade do NR contribui para a
evocacao da memdria de referéncia espacial, reconhecimento associativo de
objetos, tarefas de discriminacao visual dependentes da memoria de trabalho e
alternancia atrasada. Também parece que o NR esta ligado a mudanca de
estratégia no desempenho de tarefas de memodria espacial (flexibilidade
comportamental), porém em tarefas ndo dependentes de atraso a
inativacdo/lesdo dessa regiao nao produziu diferencas. Pela primeira vez foi
possivel ver a seletividade do NR por meio de optogenética para a tarefa de
alternancia continua e com atraso, tendo influéncia na fase inicial da tarefa. Para
mem©érias aversivas também se obteve dados implicando no aumento de
comportamentos como congelamento quando o NR estava inativo, e o prejuizo
no controle da resposta de esquiva. Por outro lado, a inativacdo do NR nao
prejudicou a evocacdo de memdarias aversivas.

Vale ressaltar que nenhum dos trabalhos fez comparacéao direta entre
machos e fémeas (todos os trabalhos foram conduzidos em machos). Isso

poderia ser uma variavel a ser explorada em futuros trabalhos.
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5.5 EFEITOS DA INATIVAGAO OU LESAO DO NUCLEO REUNIENS DO TALAMO SOBRE A DESESTABILIZACAO E
RECONSOLIDAGAO DE MEMORIA EM RATOS E CAMUNDONGOS

Tabela 4 — Descrigdo da populagao, intervencao e desfechos das publicagbes sobre desestabilizagdo-reconsolidagéo de
memorias incluidas na revisao

Animal Intervengéo Desfechos Referéncia
Espécie/ Linhagem Sexo Idade em Tipo Droga, dose Momento da administragéo Significancia Desfechos primarios e Nome do teste
semanas utilizada estatistica secundérios
Muscimol,
Condicionamento
Rato, Wistar M 14 Farmacoldgica 0.22 pL 10 minutos antes da reativagcao S Congelamento aversivo ao Troyner; Bertoglio
contexto
0.48 ug (2020)
Rato, Wistar M 14 Farmacolégica Muscimol, Imediatamente apos a reativagao S Congelamento Condicionamento Troyner; Bertoglio
aversivo ao
0.22 uL contexto (2021)
0.48 pg

Legenda: S = Significativo estatisticamente, M = macho.

A tabela 4 resume os dois trabalhos publicados que avaliaram os efeitos da inativagdo do NR no processo de
desestabilizacao e reconsolidacao (ou restabilizacao) da memoéria aversiva (Troyner; Bertoglio, 2020; Troyner; Bertoglio, 2021).

Em ambos os trabalhos foi utilizado o condicionamento aversivo contextual. No primeiro estudo, o NR foi inativado com
muscimol 10 minutos antes da sesséo de evocacgao e reativacdo da meméria. Imediatamente apds a sesséo, a anisomicina ou a
clonidina foram utilizados como controle positivo para a reconsolidagao da memdéria aversiva. Nos dias posteriores, foram avaliadas
a intensidade e a especificidade da memoria.



81

Em outros grupos de animais foi realizado o condicionamento aversivo ao
contexto, feito o tratamento intra-NR (veiculo ou muscimol) 10 minutos antes da
sessdo de nao-reativacdo (contexto C), o tratamento (anisomicina, clonidina ou
veiculo) imediatamente apds a exposicao ao contexto C e realizado nos dias
subsequentes o teste A e B conforme descrito anteriormente.

O resultado do primeiro estudo mostrou que na sessao de reativagao
todos os grupos se comportaram de maneira semelhante, mantendo o mesmo
perfil de congelamento, ndo havendo alteragdes induzidas pela inativacao do NR
na expressao da meméria. Durante o teste A, os grupos de animais que tiveram
o NR inativado no pré-tratamento, e receberam o tratamento com anisomicina
ou clonidina nédo diferiram estatisticamente dos animais do grupo controle. Esses
resultados sugerem que a reconsolidagao nao ocorre sem a desestabilizagao da
mem©éria aversiva adquirida pois foram prevenidos os efeitos da anisomicina e
clonidina na reconsolidagdo devido a inativacdo do NR durante a
desestabilizacdo. Para o teste B, ndo foi encontrado nenhum efeito significativo,
indicando que ndo houve nenhuma alteracao na especificidade ou generalizacao
da memoria (Troyner; Bertoglio, 2020).

Também foi investigado se a auséncia da reativagdo da memoria
adquirida interferiria com o processo de reconsolidacdo. Todos 0s grupos
apresentaram comportamento semelhante na sessdo de nao reativacao. No
teste A, todos os grupos exibiram niveis mais altos de congelamento, em relacao
a sessdo de ndo reativacdo, poréem nao houve diferenga significativa entre eles.
Isso sugere que os tratamentos nao influenciaram o processo de
desestabilizacao-reconsolidacdo da meméria, pois ele nao foi desencadeado
nos animais expostos ao contexto C (Troyner; Bertoglio, 2020).

Em um segundo trabalho, também Troyner; Bertoglio (2021) avaliaram o
processo de reconsolidacdo seguindo a metodologia anterior com algumas
modificagdes: 1) foi feito o condicionamento aversivo ao contexto nos animais,
sem nenhuma intervengao, seguido de uma sessao de reativagdo da memoéria
adquirida e realizado o pré-tratamento com veiculo ou muscimol intra-NR,
seguido de um tratamento com drogas que perturbam o processo de
consolidacdo (anisomicina e/ou clonidina) ou veiculo 10 minutos depois, sendo
avaliado os resultados nos dias seguintes no teste A (reexposi¢dao ao contexto
de condicionamento) e teste B (exposi¢cdo ao contexto B) que teve objetivo de
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avaliar as mudancas na especificidade e generalizacdo da memoria. 2)
Realizado o condicionamento aversivo ao contexto, feito o pré-tratamento intra-
NR (veiculo ou muscimol) imediatamente ap6s a sess&o de nao-reativagao
(contexto C), o tratamento (anisomicina, clonidina ou veiculo) 10 minutos depois
e realizado nos dias subsequentes o teste A e B conforme descrito
anteriormente.

Como resultado do primeiro experimento, foi visto que a inativagao do
NR apds a reativacdo da memoéria aversiva adquirida previamente, causa
prejuizo no processo de reconsolidacdo, onde o grupo que foi infundido com
muscimol no pré-tratamento e no tratamento recebeu veiculo apresentou niveis
mais baixos de congelamento quando comparado com o grupo controle (veiculo-
veiculo) no teste A. Porém os grupos muscimol-anisomicina e muscimol-
clonidina nao apresentaram diferenca no comportamento de congelamento
quando comparado com o0 grupo muscimol-veiculo, veiculo-anisomicina e
veiculo-clonidina. Esses achados sugerem que a inativacdo do NR logo apoés a
reativacdo da memoria aversiva prejudica a reconsolidacao e que a associacao
do muscimol com drogas que perturbam o processo de reconsolidacao nao
produz efeitos de adi¢ao ou sinergia no processo. Ja para o teste B os resultados
encontrados mostraram um comportamento semelhante para todos os grupos
de animais testados, indicando que nao houve mudancas na especificidade e
generalizacao da memoéria.

No segundo experimento realizado, Troyner; Bertoglio (2021)
investigaram além da inativacdo do NR no processo de reconsolidacdo, a
auséncia da reativacao da memdria aversiva adquirida e se isso também implica
na perturbacédo do processo de reconsolidacao. Os resultados do experimento
foram que todos os grupos de animais testados na sessédo de nao reativacao
(contexto C) exibiram baixos niveis de congelamento. Ja no teste A (contexto de
condicionamento) todos os grupos de animais mostraram altos niveis de
congelamento, onde numa comparagao entre sessdes (néo reativacao e teste A)
alcancou diferenca estatistica, porém dentro do teste A ndo houve diferenca
estatistica entre o pré-tratamento e tratamento entre os grupos testados,
indicando que ambos n&o interferiram na reconsolidacao nos animais expostos
no contexto C pois nédo foi desencadeada a desestabilizacdo da memaria. Para
o teste B ndo houve diferengas entre os grupos de pré-tratamento e tratamento
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indicando que ndao houve mudancas na especificidade e generalizacdo da
memo©ria (Troyner; Bertoglio 2021).

Em resumo, os resultados descritos acima indicam que a atividade do
NR é importante para o processo de desestabilizagcdo e reconsolidagdo de
mem©érias aversivas. Os dados indicam que essa regido regula processos
mnemonicos, mas mais estudos sdo necessarios para aprofundar o
conhecimento sobre a area. Nenhum dos trabalhos avaliou o possivel efeito do

sexo dos animais nas intervencgdes e a influéncia do ciclo estral.
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5.6 EFEITOS DA INATIVAGAO OU LESAO DO NUCLEO REUNIENS DO TALAMO SOBRE A EXTINGAO DE MEMORIA EM

RATOS E CAMUNDONGOS

Tabela 5 — Descricdo da populacgao, intervencao e desfechos das publicacdes sobre extincdo de memdrias incluidas na revisao

Tarefa Animal Intervencéo Memoéria Extingao Referéncia
Espécie/  Sexo Idade em Tipo Droga, dose Momento da  Desfecho Variavel mensurada
Linhagem semanas utilizada administragao
Condicionamento aversivo ao som Rato, Wistar M NI Farmacoldgica e Muscimol 10 minutos antes S Congelamento  Ramanathan et al (2018)
quimiogenética da sessdo de
0,3uL extingdo ou
recuperagao
0,1ng pere
30 minutos antes
DREADD/CNO da extingéo ou
recuperagao
1,0pL
H (CNO)
Condicionamento aversivo ao contexto Rato, M NI Farmacolégica Muscimol 10 minutos antes S Congelamento Ramanathan; Maren
da sessao de (2019)
Long-Evans 0,3ul extincao
0,1ug
Condicionamento aversivo ao contexto Camundongo, M 13 Quimiogenética DREADD/CNO 7 dias apés o S Congelamento Silva et al (2021)
condicionamento
C57BL/6JRj 2x300nl ¢ 27 dias antes
da sesséo de
12
7,4x10 extingao
Condicionamento aversivo ao som Rato, M/F NI Farmacolégica Muscimol 10 minutos apés NS Congelamento Vasudevan et al (2022
sessdo de
Long-Evans 0,3uL extincao e
reativagao
0,1ug ¢

Legenda: NI = N&o informado, NS = Nao Significativo, S = Significativo estatisticamente, F= fémea, M = macho.
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A tabela 5 resume os 4 trabalhos publicados que avaliaram os efeitos da
inativacdo do NR sobre a extincdo de memorias aversivas (Ramanathan et al,
2018; Ramanathan; Maren, 2019; Silva et al, 2021; Vasudevan et al, 2022).

Trés trabalhos relataram diferencas significantes. Ramanathan (2018) e
colaboradores inativaram o NR com muscimol 10 minutos antes da sessao de
extincdo para avaliar a aquisicdo da memoéria na tarefa de condicionamento
aversivo ao som. Foi observado que o grupo de animais com o NR inativo,
manteve o comportamento de congelamento durante toda a sessao de extingao,
quando comparado com o grupo controle. Somando a esse resultado observado,
foi visto 24 horas depois que os animais submetidos ao processo de extingao
sob efeito do muscimol apresentaram maiores niveis de congelamento induzido
pelo som quando comparado com 0s animais do grupo controle dentro do
contexto de extingdo. Esses achados sugerem que a inativacao do NR prejudica
a aquisicdo da memoria de extingdo. Ainda no mesmo paradigma, os autores
investigaram a influéncia da inativagdo do NR na evocagdo da memdria de
extincdo. Foi observado que o grupo de animais que teve o NR inativo com
muscimol exibiu um maior comportamento de congelamento dentro do contexto
de extingdo do que o grupo controle. Segundo autores, isso sugere que a
inativagdo do NR promove um déficit na evocagdo de memdrias de extingao
(Ramanathan et al, 2018).

Para complementar esses dados encontrados com a inativacao
farmacolégica do NR, os autores realizaram o silenciamento quimiogenético das
projecoes partindo do coértex pré-frontal medial (CPFm) para o NR a fim de
investigar a comunicacéao e influéncia dessas areas na aquisi¢cao e evocacao da
memb©éria de extingdo do medo. Os animais que tiveram as projecoes silenciadas
antes da extingdo aumentaram o comportamento de congelamento induzido por
estimulo condicionado dentro da sessdo confirmando os achados anteriores.
Quando investigada a evocacdao da memoéria de extincao, os autores relataram
que o grupo de animais que sofreu o silenciamento aumentou o congelamento
no contexto de extingdo, indicando déficit na evocagéo da memoria de extingéo.
Tais resultados dao suporte aos achados anteriores da inativacdo do NR com
muscimol que nado soé ele esta envolvido na aquisicao e recuperacdo da memoria
de extingdo como também nas proje¢des vindas do CPFm (Ramanathan et al,
2018).
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Num segundo trabalho Ramanathan; Maren (2019) avaliaram se o
resultado observado em Ramanathan et al (2018) é dependente do estado, ou
seja, se 0 prejuizo na aquisicao e evocagao da memoria de extingdo esta ligada
ao momento da inativacdo. Nesse trabalho eles realizaram o condicionamento
aversivo ao contexto e a inativacao farmacoldgica do NR antes da sessao de
extingcdo e antes da sessao de evocacgao. No primeiro experimento, os animais
que receberam infusdo de muscimol intra-NR mostraram um aumento no
comportamento de congelamento durante a sessao de extingcdo, quando
comparado com o grupo controle (salina), sugerindo, segundo autores, que a
inativacdo do NR prejudicou a aquisicdo da memdria dentro da sessao de
extincdo (Ramanathan; Maren, 2019). No segundo experimento, 24 horas
depois, 0s animais receberam infusao de salina ou muscimol antes da sessao
de evocacao da extincdo. Os animais que tiveram o NR inativo durante a
extincdo e receberam salina durante a evocagao (MUS-SAL), apresentaram
prejuizo na evocagao no inicio da sesséo, porém o congelamento foi diminuindo
ao longo do teste. Os animais que tiveram o NR inativo somente antes da sessao
de evocacado (SAL-MUS), apresentaram aumento do comportamento de
congelamento ao longo do teste. Animais que passaram pela extingdo com o NR
inativado e receberam infusdo de muscimol antes da sessao de evocag¢ao (MUS-
MUS) apresentaram um aumento dos niveis de congelamento ao longo do teste.
Esses dados sugerem que o NR inativo prejudica a aquisicdo da meméria de
extincdo e inibe o processo de evocagdo da memdéria de extingdo, sendo esse
resultado observado ndo dependente do estado (Ramanathan; Maren, 2019).

Silva (2021) e colaboradores inativaram o NR por meio da técnica de
quimiogenética, relataram que os animais que tiveram o NR inativado antes da
extingdo exibiram niveis de congelamento significativamente mais altos do que
os do grupo controle, sendo essa diferenca também presente na sesséo de
recuperacao espontanea da memoaria aversiva 14 dias depois, 0 que sugere um
comprometimento na aquisicdo da memoria de extincao. Por fim, foi testado se
a inativacao das projecoes do NR para a amigdala basolateral (ABL) interferem
com a extincdo da memoéria aversiva. Foram feitos dois experimentos
semelhantes aos relatados anteriormente: houve silenciamento das projecoes
antes da sessdo de extincdo ou antes da sessdo de evocacdao da memobria
extinta apos 48 dias. A inativacao realizada antes da sessao de extingao fez com
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que 0s animais apresentassem maior congelamento tanto na sessao de
aquisicado da extingdo como na de evocacao, corroborando achados anteriores
indicando que ha prejuizos no processo de aquisicao e evocagao da extingao de
memoria aversiva quando o NR esté disfuncional (Silva et al, 2021).

Um dos quatro trabalhos nao relataram diferencas estatisticas para
nenhum parametro medido na extingcdo da memoria aversiva. Vasudevan et al
(2022) realizaram uma inativagdo do NR com muscimol para avaliar a
consolidagdo e reconsolidagdo da meméria de extincdo no teste de
condicionamento aversivo ao som. Os experimentos foram divididos da seguinte
forma: 1) foi realizado o condicionamento aversivo (contexto A), extingao
(contexto B) e infusdo de muscimol ou salina 10 minutos e/ou 6 horas apds a
extincdo e antes da renovacgao (contexto A) e os animais depois testados no
contexto da extingdo novamente (evocacao). 2) foi realizado o condicionamento
aversivo (contexto A), extincao com estimulo condicionado auditivo (contexto B),
reativacdo da memodria extinta com CS auditivo (contexto B), infusdo de
muscimol ou salina e evocagdo da memdria extinta (contexto B). Também foi
feita uma sessao de evocagao no contexto B sob efeito da infusdao de muscimol,
para confirmar que a inativagdo do NR foi eficaz. Vale ressaltar que os autores
mencionaram que foi realizado o teste de renovagéo devido a sugestdo de que
a inativacao do NR pode afetar a especificidade da memaria contextual.

O resultado do primeiro experimento, que visou avaliar o processo de
consolidacdo de uma meméria de extingdo, nao indicou diferengas significativas
entre os dois grupos testados e 0 momento da infusdo (10 minutos ou 6 horas),
pois ambos os grupos mostraram um congelamento semelhante nos contextos
de renovacdo e extincdo (evocacao), sugerindo que o NR nao prejudica a
consolidacdo de uma meméria de extincdo. O segundo experimento, que
analisou os efeitos da inativacao do NR no processo de reconsolidacao de uma
memdéria de extingdo, também ndo apresentou diferencas entre os grupos
testados, sugerindo a auséncia da necessidade de atividade do NR durante a
reconsolidacdo da memoria de extingao. Para comprovar a eficacia da inativacao
do NR pelo muscimol, os animais que receberam a droga antes do teste de
evocagao da extingdo exibiram um aumento no congelamento condicionado ao

estimulo sonoro (CS) extinto, demonstrando que a auséncia de diferenca



88

observada nos resultados anteriores ndo € devida a uma falha da droga utilizada
(Vasudevan et al, 2022).

Em resumo, os dados apresentados indicam a participagédo do NR nos
processos de aquisicdo e evocacgao (mas nao consolidacao ou reconsolidagao)
da memdria de extincdo. Nenhum dos trabalhos fez comparacao direta entre o
sexo dos animais para as intervencdes e a influéncia do mesmo. Porém
Vasudevan et al (2022) utilizou machos e fémeas em seu estudo, enquanto os
demais utilizaram somente machos. A comparagao de sexos deveria ser uma
variavel a ser explorada em futuros trabalhos envolvendo a inativagédo do NR.
Nao sé foi visto que a inativagdo direta da area prejudica as etapas citadas
anteriormente, mas também o aumento do comportamento aversivo, como foi
demonstrado que o silenciamento das projecoes do CPFm para o NR causa
prejuizo na recuperacao de memoria extinta, além do prejuizo na etapa de
aquisicéo. Isso mostra a interacao e comunicac¢ao dessas areas encefalicas no
processo mnemaonico, além de adicionar mais evidéncias que o NR é uma regiédo
que é responsavel pela comunicacao com outras areas como o cortex pré-frontal
medial e hipocampo.

Um dos trabalhos ndo apresentou diferenca entre os grupos testados.
Uma possivel justificativa para essa auséncia de diferenga entre grupos pode
estar relacionada a uma falha metodoldgica, onde no trabalho de Vasudevan et
al (2022), foi utilizado uma apresentacao de CS nao reforcada (outra tentativa de
extincdo) para a reativagcdo. O que leva a auséncia de erro de previsao
(surpresa), o que pode ter limitado a sensibilidade da memdria evocada o que
levou a inibicao da reconsolidagao. Isso pode ser corrigido apresentando um CS
junto com um US nao pareado ou um novo CS em um contexto novo causando
uma desestabilizagcdo mais efetiva de memoria extinta propiciando o processo
de reconsolidacao (Sinclair; Barense, 2019).

Vale falar que, o processo de consolidacao requer sintese proteica, e
que o uso de inibidores de sintese proteica como anisiomicina é utilizado nos
trabalhos estudando consolidacdo e reconsolidacdo de memdérias aversivas
(Troyner; Bertoglio; 2020;2021). No caso do trabalho de Vasudevan et al (2022)
foi usado somente o muscimol como fonte de interrupcéao desses processos, 0
gue nao descarta que a inibicao da sintese proteica no NR resulte em prejuizos
no processo de consolidacao e desestabilizacdo-reconsolidacdo, assim a adicao
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do uso de anisiomicina, em conjunto com muscimol num trabalho futuro para
investigacédo dos processos de consolidacao e desestabilizagdo-reconsolidagédo

da membéria de extincdo se faz necessario.

6 DISCUSSAO

Na presente revisdo de mapeamento realizamos uma analise dos artigos
cientificos que investigaram a importancia da atividade do NR nas etapas do
processo de aprendizagem e memoéria em ratos e camundongos de laboratério.
Compreender as fungbes desempenhadas pelo NR, bem como sua interagéo
com outras regides encefalicas, € de grande valia para avangarmos no
entendimento da neurobiologia da memoéria e da possivel utilidade de
intervencdes experimentais para tratamentos de patologias relacionadas ao
desenvolvimento e manutencao de memdrias disfuncionais, tal como o estresse
poés-traumatico. A maioria dos estudos revisados relatou que a inativagdo ou
lesdo do NR foi capaz de prejudicar a aquisicao, consolidacdo, evocacao,
desestabilizacdo-reconsolidacao e extincdo de memorias (Tabelas 1 a 5).

Nos estudos que avaliaram a memoria espacial, houve uma
concordancia de resultados, ou seja, ha uma relagdo entre a inativagéo ou leséo
do NR e o prejuizo em tarefas dependentes do HPC, visto que o NR e HPC
interagem na passagem de informacéao, tendo projecdes diretas em ambas as
regides (Vertes et al, 2006; Vertes et al, 2007). Outros achados que suportam
que em tarefas ndo dependentes de memdria espacial a inativagdo do NR néo
mostrou diferencas entre o grupo inativado ou lesado e o grupo controle (Hallock
et al, 2013; Hallock; Wang; Griffin, 2016). Outros resultados que corroboram a
ideia de que a atividade do NR possibilita a comunicagéo entre o CPFm e o HPC,
sdo que animais que tiveram o NR inativo durante tarefas de alternancia com
atraso, labirinto radial ou discriminacao espacial condicional (Tabela 3) diferiram
do grupo controle, tendo prejuizo na evocacao da respectiva memoéria, resultado
que nao foi observado na versdao sem atraso das tarefas, que depende somente
de HPC (Hembrook; Mair, 2011; Hembrook; Onos; Mair, 2012; Layfield et al,
2015). Segundo a literatura, é o tempo de atraso que determina se o HPC
trabalha em conjunto ou ndo com o CPFm (Lee; Kesner, 2003; Churchwell;
Kesner, 2011), sendo relatado que a inativacdo do NR interrompe oscilagdes
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sincronas do HPC com o CPFm em tarefas de memdria espacial com atraso
(Hallock; Wang; Griffin, 2016), o que agrega mais evidéncias a hipotese do NR
como um hub da comunicacao entre essas regides. Outro fator que suporta essa
hipétese é que a consolidagdo da memaria também envolve a comunicagao do
HPC com regides corticais, onde inicialmente uma informac¢do armazenada e
dependente do HPC precisa passar para o cértex gradualmente até se tornar
uma informacao totalmente independente do HPC. Porém, até chegar nesse
estagio, é feita continuamente a comunicacdo entre essas regides (Dudai;
Morris, 2013; Squire et al, 2015), suportando a hipétese de que uma das regides
envolvidas nessa troca de informacdes entre o cortex e o HPC € o NR. Também
estdo de acordo os resultados sugerindo que a inativagdo do NR prejudica o
processo de consolidacdo (Davoodi et al, 2009; Troyner; Bicca; Bertoglio 2018;
Schwabe et al, 2021), onde essa disfuncionalidade pode levar a perturbacao da
comunicagao entre regides importantes para a consolidagédo de memoria e o NR.

Tambeém foi possivel observar que o NR modularia fungbes executivas
como atencéo e flexibilidade comportamental devido as projecées do NR para
CPFm e o cortex orbitofrontal (COF) (Hoover; Vertes, 2011; Mathiasen et al,
2020), pois houve prejuizo na aquisicdo em tarefas de mudanca de atencéo
(Linley; Gallo; Vertes, 2016) e evocacao da meméria na tarefa de labirintoem T
desencadeado por inflexibilidade comportamental (Viena et al, 2018).

O HPC, CPFm e amigdala compdem o circuito neural responsavel pela
formagdo da memdria no condicionamento contextual e comportamentos de
esquiva inibitoria (LeDoux J.E, 2000; lzquierdo; Furini; Myskiw, 2016). O CPFm
€ uma regido essencial para a generalizacao da meméria enquanto o HPC esta
associado com especificidade e formacdao da memoéria e a amigdala esta
envolvida no componente emocional (Frankland et al, 1998; Parkinson; Robbins;
Everitt, 2000; Albuquerque; Silva, 2009; Wiltgen et al, 2010; Xu et al, 2012;
|zquierdo; Furini; Myskiw, 2016). Como o NR possui conexdes com estas areas
(Barker; Warburton, 2018; Mathiasen et al, 2020), ndo é surpresa que ele atue
como um elo de passagem e module as informacdes mneménicas aversivas. De
fato, também se observou uma certa concordancia entre os resultados de
estudos que focaram em mem¢rias aversivas. A inativagdo do NR aumentou o
congelamento, generalizagdo e expressao da meméria de medo condicionado
(Xu; Sudhof, 2013; Ramanathan et al, 2018; Troyner; Bicca; Bertoglio, 2018;
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Quet et al, 2020; Wu; Chang, 2022). Foi possivel observar que o NR parece
determinar a especificidade e generalizagdo da memoéria em um contexto
particular, devido ao processamento de informagcédo do CPFm em rota para o
HPC, isso refletiu no aumento da generalizacdo da memaria aversiva quando
silenciadas as projecdes do CPFm para o NR (Xu; Sudhorf, 2013). A inativacao
do NR também interferiu com tarefas envolvendo esquiva passiva (Davoodi et al,
2011) e ativa sinalizada (Moscarello J.M, 2020). Relatou-se que a inativagao do
NR influencia memdrias contextuais recentes e remotas. Para as memorias
recentes, quando o NR foi silenciado, houve um prejuizo na aquisicao (Xu;
Sudhof, 2013) e consolidagéo (Troyner; Bicca; Bertoglio, 2018) e uma falta de
especificidade da memdria ao contexto onde o condicionamento foi realizado.
Troyner; Bicca; Bertoglio (2018) relataram um aumento do congelamento em
animais que receberam muscimol, além da generalizacao da meméria aversiva.
Ja Quet e colaboradores (2020), que lesionaram o NR com NMDA, os animais
exibiram uma diminuicdo do congelamento. Essa diferenca no desfecho
comportamental pode estar associada com a método de intervengdo usado:
lesbes por NMDA levam a um padrao inespecifico de perda celular, além da
possibilidade de dano celular irreversivel em regiées proximas ao NR (Andrade
et al, 2009). Independente do caso, é possivel observar que o NR alterou o
congelamento nesses dois periodos (aquisicdo e consolidacdo) da memoria
aversiva.

O processo de extincdo envolve um novo aprendizado neutro
relacionando ao estimulo e contexto apresentados. Assim, a memdéria de
extincao que é adquirida compete com a memaria aversiva original (Bouton M.E,
2004). Foi identificada a participacao da atividade do NR em algumas etapas da
extincdo da memoria aversiva (Tabela 5). A inativacdo ou lesado do NR prejudicou
a aquisicdo e evocagao, ja a consolidacao e desestabilizacao-reconsolidagéao
nao foram alteradas.

Os trabalhos que focaram em investigar o processo de extingdo de uma
mem©éria aversiva mostraram que tanto inativando o NR temporariamente
farmacologicamente ou quimiogenéticamente os animais apresentaram maior
comportamento de congelamento, independente do estimulo ser som ou choque
(Ramanathan et al, 2018; 2019; Silva et al, 2021). Aléem desses resultados,
Ramanathan (2018) e colaboradores ainda trouxeram o silenciamento das
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projecoes que partem do CPFm em direcdo ao NR, observando o aumento do
congelamento nesse grupo de animais (Ramanathan et al, 2018). Isso corrobora
com toda a teoria do NR esta envolvido na passagem e modulacdo de
informacao entre o HPC — CPFm, com adicdo da amigdala nas memorias
aversivas, e 0 processo adjacente de extingao.

Algo a ser levado em consideragdo é a auséncia de trabalhos feitos
comparando machos e fémeas. Na literatura ha relatos de diferencas de
desempenho em tarefas como labirinto aquatico de Morris quando se compara
machos e fémeas (Chow et al, 2013; O’Leary et al, 2022). Para memorias
aversivas, no paradigma de condicionamento classico de piscar os olhos, foi
observada diferenca, no qual machos demoram mais para adquirir a resposta
condicionada, e as fémeas atingem maior critério de aprendizagem quando
comparado com machos, chegando a 60% (Waddell; Bangasser; Shors, 2008;
Dalla et al, 2009). Para o condicionamento aversivo ao contexto, trabalhos que
compararam machos e fémeas observaram que fémeas tendem a exibir um
menor comportamento de congelamento durante a aquisicao e maiores taxas de
extincdo (Maren; De Oca; Fanselow, 1994; Pryce; Lehmann; Feldon, 1999;
Gupta et al, 2001; Barker; Galea, 2010; Velasco et al, 2019).

Em publicagéo recente, foi relatado que o padrao de ativagédo cerebral é
diferente entre machos e fémeas quando quantificados os niveis de expressao
de cFos (gene de ativacao imediata) na extincgdo de memoria aversiva apés o
condicionamento aversivo ao som. Se observou que em fémeas ha um aumento
de expresséao de cFos no NR durante a extingao, algo que n&o foi observado em
machos (Zhang et al, 2024). Isso indica uma lacuna com potencial de exploracao
em estudos futuros envolvendo aprendizagem, memoria e o NR, visto que no
campo da farmacologia e neurociéncia a maioria dos estudos (cerca de 5.5 para
1) sdo conduzidos em machos, enquanto, se olhar de forma translacional em
mulheres sdo mais comuns problemas relacionados a ansiedade, fobias sociais,
TEPT e depressao maior do que em homens (Kinrys; Wygant, 2005; Hyde;
Mezulis; Abramson, 2008; Dalla; Shors, 2009; Beery; Zucker, 2011).

7 CONCLUSAO

7.1 OBJETIVOS CUMPRIDOS
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e Um protocolo de revisdo de mapeamento foi elaborado e publicado na
plataforma PROSPERO (CRD42023399421).

e Um banco de dados bibliograficos de acordo com os critérios

estipulados no protocolo para realizagao da revisdo sistematica e meta-
andlise foi criado.

e Extrairam-se os dados dos trabalhos incluidos para realizagdo da
revisao de mapeamento.

¢ Realizou-se uma revisao de mapeamento para responder a pergunta

de pesquisa.

7.2 CONCLUSAO GERAL

Os dados compilados nesta revisdo de mapeamento indicam que o NR
esta envolvido nos processos de aprendizagem e meméria e extincdo, sendo
sua participacao e atividade necessarios em maior ou menor grau dependendo
da etapa e do tipo de meméria que avaliamos. Alguns trabalhos ndo observaram
diferencas entre os grupos testados, o que sugere que em tarefas especificas
nao ha um envolvimento direto do NR. Também foi possivel identificar as lacunas
de conhecimento nos estudos publicados, onde a maioria dos trabalhos nao
realizou a comparacéo entre machos e fémeas e/ou nao testou memdérias com

idades diferentes.


https://www.crd.york.ac.uk/prospero/display_record.php?ID=CRD42023399421
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