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“For long you live and high you fly
And smiles you'll give and tears you'll cry
All you touch and all you see
Is all your memories will ever be”

- Adaptado de Waters, Gilmour & Wright (1973)
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Resumo

A memodria episodica é uma memoria declarativa rica em contexto espacial e temporal. Este
tipo de memoria tem sido atribuido apenas a humanos, mas alguns animais tém demonstrado
uma meméria similar a episddica, baseada em critérios que podem ser mostrados através do
comportamento e, tida como a memoria para eventos (“o qué”) que ocorreram em um devido
local (“onde”) e num determinado espago de tempo (“quando”). Para ser considerada uma
memoria similar a episddica, estes aspectos comportamentais devem ser evocados de forma
integrada e associativa, ndo havendo a possibilidade de se recordar cada aspecto separado. Ha
algum tempo tem sido demonstrado que o lobo temporal medial (LTM) é importante para
processos que envolvem caracteristicas da memdria similar a episddica e, o hipocampo e
areas como o0s cortices perirrinal, posrrinal, entorrinal e pré-frontal medial parecem estar
envolvidas em um ou mais dos aspectos comportamentais deste tipo de memoria. Neste
trabalho nds procuramos avaliar o papel da area hipocampal CA1 em uma tarefa de meméria
similar a episddica integrativa dos trés aspectos comportamentais através da inativacao
bilateral com o agonista GABAA muscimol. Para tal, utilizamos 24 ratos wistar machos de 3 a
4 meses de idade, pesando entre 270-360g e mantidos em condic¢des controladas. Esta tarefa é
realizada em uma arena circular e é baseada no paradigma da novidade, que aponta que em
estado saudavel, ratos sempre vao preferir explorar algo novo. Foram realizadas trés sessoes
na tarefa: a sessdo de amostra 1, amostra 2 e teste. Cada sesséo teve duracéo de cinco minutos
e o intervalo entre sessdes foi de uma hora. Na sessdo de amostra 1 foi permitido que o animal
explorasse quatro objetos novos (A) em disposi¢Ges especificas. Na sessdo de amostra 2
quatro novos objetos (B) foram expostos, sendo dois alocados em posi¢des ocupadas pelos
objetos “A” e dois em novas posicdes. Na sessao de teste os animais entraram em contato dois
objetos da primeira sesséo e, dois objetos da segunda sessdo, onde um objeto de cada sessdo
era estacionario em relacdo a sua posicéo inicial (Al e B1) e outro objeto era deslocado (A2 e
B2). O padrédo de exploragéo esperado para esta tarefa é de A1>B1 (padréo temporal), B2>B1
(padrdo espacial) e A1>A2 (padréo integrativo). Os animais do grupo controle conseguiram
evocar o episodio na sessdo de teste da tarefa, enquanto que os animais do grupo experimental
ndo conseguiram e, isto ndao foi influenciado por uma falta de motivacdo em explorar por
parte do grupo experimental. Um exame histologico verificou a posi¢cdo correta das canulas e
agulhas de infusdo para a area CA1. Concluimos que CAL é importante para a resolucdo da
tarefa, mas ndo fica claro se o é por influenciar no reconhecimento de objetos, ou porque
influenciou diretamente no processamento dos aspectos espacial e temporal.

Palavras chave: Memdria similar a episddica; Hipocampo; CAL; Muscimol; Exploracédo de

objetos
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Abstract

Episodic memory is a declarative type of memory rich in temporal and spatial contexts. This
type of memory has been atributed only to humans, but animals have been demonstrating an
episodic-like memory, based on behavioural criteria and, considered as a memory for a
particular event (“what”) that happened in a particular place (“where”) and in a particular time
(“when”). To be considered as an episodic-like memory, these behavioural aspects must be
evoked in an integrative and associative way, excluding any possibility of being evoked
separately. For a long time it has been demonstrated that the medial temporal lobe (MTL) is
important for processes involving episodic-like memory characteristics and, the hippocampus
and other areas, such as the perirhinal, postrhinal, entorhinal and medial prefrontal cortices
seem to be involved in one or more of episodic-like memory behavioural aspects. In this work
we sought to investigate the role of the hippocampal subfield CA1 with bilateral infusions of
the GABAA agonist muscimol, in an integrative episodic-like memory task. 24 naive male
wistar rats, ranging from 3 to 4 months, weighing 270-360g and kept in controlled coditions,
were used as subjects. This task is done in an open-field and it depends on the tendency of rats
to explore novelty. There were three trials: sample 1, sample 2 and test. Each one had a
duration of five minutes and the intertrial interval was of 1 hour. In sample 1, rats were
allowed to explore four novel objects (A) in specific locations. In sample 2, four new objects
(B) were disposed in the open-field, where two of them were placed in locations previously
occupied by objects “A”, and two of them were placed in new positions. In the test trial,
animals were exposed to four copies of previously seen objects, where two of them were
stationary to its initial position (Al and B1) and another two were displaced (A2 and B2). The
pattern of exploration expected to this task is of A1>B1 (temporal pattern), B2>B1 (spatial
pattern) and A1>A2 (integrative pattern). Animals of the control group did evoked an
episodic-like memory in the test trial, while the animals in the experimental group didn’t. This
was not influenced by a lack of exploration in the muscimol group. Histology showed that the
cannulae and niddle tips were placed in the right positions. Altogether, our data provides
evidence that CA1 plays an essential role in the recollection of the episodic-like memory
components, although it’s not clear if it does by having a role in the recognition of objects
alone, or on the association of temporal and spatial aspects of episodic-like memory.

Keywords: Episodic-like memory; Hippocampus; CAL; Muscimol; Objects exploration
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1. INTRODUCAO

1.1 Memobria

Dentre as funcbGes que o sistema nervoso toma parte como agente, sem ddvida a
memoria € uma das mais complexas, intrigantes e fascinantes de se estudar. Por estas
qualidades, a memdria € um dos objetos de estudo mais pesquisados, que pode ser abordado
de diversas maneiras, caracterizando-se como mais uma area interdisciplinar da neurociéncia.
Uma breve pesquisa do termo “memory” presente nos titulos e resumos de trabalhos
indexados na base de dados PUBMED para os ultimos 10 anos retorna 104117 resultados
(pesquisa realizada em 29/01/2016). O gréafico presente na figura abaixo mostra o quanto a

producdo de artigos envolvendo o estudo da memdria tem aumentado:
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Figura 1. Gréafico da quantidade de artigos publicados com o termo “memory” no titulo e/ou
resumo nos ultimos dez anos.

O estudo da memdria teve grande impacto ap0s a descri¢do do caso do paciente Henry
Molaison (H.M), em 1957, que contribuiu para um aumento da pesquisa dos seus substratos
neurais. Henry sofria de epilepsia do Lobo Temporal Medial (LTM), com dezenas de crises
diarias que o impossibilitavam de ter uma vida normal. Sabia-se a época que o hipocampo era
o foco deste tipo de epilepsia, 0 que proporcionava apenas a retirada unilateral desta area para

amenizar as crises (Squire & Wixted, 2011).
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O caso de Henry Molaison era grave o suficiente para o Dr. Scoville, seu cirurgido,
decidir realizar uma ablacdo bilateral do hipocampo e areas adjacentes, fazendo com que
Henry eliminasse grande parte da epilepsia, mas adquirisse uma amnésia anterograda total
(perda na capacidade de formar novas memdrias episddicas) e uma amnésia retrégrada parcial
(perda de memorias episodicas passadas) de cerca de trés anos. Foi a partir dos estudos de
Scoville e Milner (1957) que algumas divisbes tedricas da memoria tiveram seu inicio e
continuaram evoluindo.

A década de 1970 trouxe grandes avangos para o estudo da memdria, com o0s estudos
de aprendizagem e memoria de Kandel (Kandel, 2006), a descoberta da potenciacéo de longa
duracdo (do inglés, Long Term Potentiation) (Bliss & Lomo, 1973), das place cells, células
hipocampais que codificam um lugar especifico (O’keefe & Dostrovsky, 1971) e a introdugéo
do conceito de memoria episodica e seméantica como dois tipos de memoria diferentes
(Tulving, 1972). Tulving, além de elaborar inicialmente o conceito de memoria episodica,
continuou contribuindo de forma significativa para a evolugdo dos seus conceitos (Tulving,
1983, 1985a,b, 1986, 1999, 2001, 2002).

1.1.1 Etapas da Formacéo da Memoria

A memdria ndo é um sistema unitario, ou seja, pode ser dividida em diversos tipos
com diferentes funcdes, mas, de forma geral, as memdrias passam por um processo similar
para serem armazenadas. Os trés componentes basicos de um processo mnemonico Sdo:
aquisicao, consolidacéo e evocacgdo (Burgess et al., 2002).

Na aquisicdo, processo que depende da atencdo de forma intrinseca, 0s sistemas de
memoria selecionam as informagdes mais relevantes para serem guardadas. Durante a
consolidacdo a memdria passa de um estado modulavel e instavel para um duradouro através
de mudancas metabolicas que envolvem a sintese de proteinas e plasticidade sinaptica em
diversas estruturas encefalicas e, apds consolidadas, as memorias podem ser evocadas através
de um processo consciente ou inconsciente (McGaugh, 2000).

Estudos em roedores mostram dois picos de sintese de proteinas e expressao génica no
hipocampo, um logo em seguida a aquisicéo e, outro de 03 a 04 horas apds o episodio. Este
intervalo sugere que é necessario pelo menos trés horas para que o processo de consolidacdo
ocorra (Bourtchuladze et al., 1998; Quevedo et al., 1999).

H& controvérsias em relacdo a condicdo estavel de um traco de memoria apos sua
consolidagdo. Estudos mostraram que um traco de memoria ja adquirido pode ser
reestruturado atraves de bloqueadores de sintese de proteinas, situacdo que so poderia ocorrer

em um estado de consolidagdo, o que levou a novos insights e o surgimento do termo
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reconsolidacdo, um fenbmeno que pode ocorrer cada vez que uma memoria é evocada,
tornando-a labil novamente e, portanto, possibilitando a alteracdo do traco através de uma
nova experiéncia ou bloqueio da sintese de proteinas (Nader, Schafe & LeDoux, 2000;
Cammarota, Bevilaqua, Medina & Izquierdo, 2004; Lee, Everitt & Thomas, 2004).

1.1.2 Sistemas de Memobria

Dentro da taxonomia classica, a memaria pode ser dividida quanto ao seu tempo de
retencdo (curto e longo prazo) e quanto ao seu conteudo (explicito e implicito) (lIzquierdo,
2011). A memdria de curto prazo € breve e pode ser recordada por poucos minutos, enquanto
que a memoria de longo prazo pode chegar a ser lembrada por toda a vida. (Squire & Zola,
1996, Eichenbaum, 2000, Tulving, 2002). Quanto ao tempo de retengdo, a memdria ainda
pode ser subdividida. As memorias de curto prazo possuem uma capacidade de quantidade de
informacdo reduzida, enquanto memérias de longo prazo possuem uma extensdo indefinida
(Squire & Zola, 1996).

A memoria explicita refere-se a memoria que € evocada conscientemente pelo sujeito,
ja a memoria implicita ndo necessita de um processo consciente para acontecer como, por
exemplo, a meméria utilizada para andarmos de bicicleta (Squire & Zola, 1996). Estes tipos
de memoria demandam areas encefalicas diferentes (O’Reilly & Norman, 2002; Simons &
Spiers, 2003; Eichenbaum, 2004). A figura 2 ilustra o envolvimento de areas distintas nos
diferentes tipos de memoria relacionadas ao contetdo.

Baseado no conceito de memoria explicita € que Tulving (2002) definiu memoria
episodica e semantica. A primeira seria a memoria para eventos especificos, rica em contetido
espacial e temporal, como lembrar o seu ultimo aniversario, enquanto a segunda reuniria fatos
sem a necessidade deste contetdo temporal e espacial, como saber que Jodo Pessoa ¢ a capital

da Paraiba.
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Memodria Explicita Meméria Implicita
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Figura 2. Esquema ilustrativo simplificado da relagdo funcional entre diferentes areas
cerebrais e os tipos de memoria relacionadas ao contetdo. Extraido de Souza (2015)

1.2 Memodria Episédica em Humanos e Outros Animais

Muito se tem estudado sobre os mecanismos neurais da memoria episddica em
humanos e modelos animais. De acordo com Tulving (2002) a memdria episédica é um tipo
de memoria explicita rica em contextos temporais e espaciais, que representa onde e quando
um determinado evento aconteceu. Para o autor, a memoria episddica sé existe se o individuo
realizar uma viagem mental no tempo e, para que esta viagem ocorra, ha trés condicdes que
devem ser cumpridas, que sdo: a capacidade de cognicdo relativa ao tempo subjetivo, a
autoconsciéncia e a consciéncia autonoética. Estas condi¢fes sdo caracterizadas como 0s
critérios fenomenoldgicos da memdaria episddica.

O tempo subjetivo refere-se a condicdo de um organismo ser capaz de diferenciar e
conceituar passado, presente e futuro. A autoconsciéncia (self) é relativa a capacidade do
individuo de se reconhecer como um ser unico, diferente do restante do mundo. A consciéncia
autonoética traduz a capacidade de um individuo em se reconhecer como 0 mesmo, seja no
passado ou no presente e, além disso, ser capaz de planejar o que vai fazer em um futuro
proximo ou distante.

Utilizando essas trés condicdes como referéncia para a realizacdo da memoria
episodica, Tulving (2002) implicou que o ser humano seria 0 Unico capaz de, ao utilizar-se

destes trés critérios fenomenoldgicos, realizar uma viagem temporal através da mente.
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Existe uma grande discussdo na literatura a respeito da capacidade, ou ndo, dos
animais realizarem essa viagem temporal (Tulving, 2002; Clayton, Bussey & Dickinson,
2003; Dere et al., 2006; Babb & Crystal, 2006; Clayton & Russel, 2009; Crystal, 2009;
Crystal, 2010; Easton & Eacott, 2010). Contudo, este debate pode ser parcialmente resolvido
ao se considerar uma memoria similar & episodica, inicialmente proposta por Clayton e
Dickinson (1998). Esta memoria utiliza-se de critérios comportamentais e, traduz-se como a
memoria para localizagcBes espaciais, estimulos encontrados nestes espagcos e a ocasido,
contextual ou temporal, em que um dado evento aconteceu.

Tulving (2002) concorda com a no¢do de memdria similar & episodica, referindo-se ao
trabalho de Clayton e Dickinson (1998), reforcando a ideia de que este tipo de memdria
preenche a lacuna evolutiva entre a memoria dependente do espaco e do tempo e outros tipos
de memoria. O autor ressalta que neste tipo de memoria 0s animais podem ter experiéncias
vivenciadas no passado influenciando o presente ou o futuro, mas sem consciéncia
autonoética, tornando este tipo de memoria similar a episodica menos complexa.

De qualquer modo, para ter validade de constructo, um protocolo experimental que se
proponha a avaliar memoria similar a episddica precisa analisar os trés componentes
comportamentais (“o qué”, “onde” e¢ “quando/em qual”) ao mesmo tempo, de forma
integrada, pois esta € a principal caracteristica da memoria episodica (Clayton et al., 2003;
Dere, Huston & De Souza Silva, 2005a,b; Kart-Teke, Dere, Branddo, Huston & De Souza
Silva, 2006,2007; Wilson, Watanabe, Milner & Ainge, 2013; Wilson, Langston et al., 2013).

Inicialmente a memoria similar a episddica foi identificada em “Scrub Jays”, uma
espécie de corvideo (Clayton & Dickinson, 1998) e, posteriormente foram desenvolvidas
tarefas para se identificar este tipo de memdria em camundongos (Dere et al., 2005a,b) e ratos
(Eacott & Norman, 2004; Eacott, Easton & Zinkivskay 2005; Kart-Teke et al., 2006), o que
facilitou os estudos, jA que roedores sdo mais proximos dos seres humanos na escala
filogenética. Além disso, existe um conhecimento neuroanatbmico denso sobre estes animais,
0 que abre espaco para estudos mais precisos, como estudos farmacologicos e
eletrofisioldgicos.

Ha uma discussdo em relagdo ao componente “quando” e “em qual” (do inglés, which)
no que se refere a validade de se avaliar memoria episddica. Embora a definicdo de meméria
similar a episodica tenha derivado da definicdo de Tulving (2002) e tenha carregado consigo o
componente temporal, alguns trabalhos demonstram a importéncia de areas do lobo temporal
medial para esta alternativa focada no componente de ocasido contextual (Eacott & Norman,
2004; Eacott et al., 2005). Neste trabalho focamos apenas nos componentes “o qué”, “onde” e

“quando”.
17



No estudo da memoria episddica, diversos modelos animais ja foram utilizados ao
longo dos ultimos anos, dentre eles os roedores, principalmente ratos e camundongos, por
serem ddceis, de facil manutencdo, reproducdo e manuseio. Ratos e camundongos possuem
um comportamento natural de forrageio por alimento, o que faz com que eles prefiram, em
estado saudavel, sempre explorar alguma novidade no ambiente em que os cerca (Ennaceur &
Delacour, 1988; Dere et al., 2005a; Kart-Teke et al., 2006). Este comportamento &

fundamental para as tarefas de reconhecimento de objetos.

1.2.1 Tarefa de Memoria Similar a Episédica Para Roedores

Baseados no paradigma de exploracdo natural da novidade, diversos estudos langaram
tarefas comportamentais que se propuseram a estudar os aspectos da meméria episddica tanto
de forma associativa quanto ndo associativa (Eacott & Norman, 2004; Eacott et al., 2005; ;
Kart-Teke et al., 2006,2007; Wilson, Watanabe et al., 2013; Wilson, Langston et al., 2013;
Inostroza et al., 2013). As tarefas ndo associativas sao aquelas que focam em apenas um
componente comportamental, analisando s6 “o qué”, s6 “onde” ou s6 “quando” e, tarefas
associativas, por sua vez, focam em mais de um componente de forma integrada,
consequentemente, exigindo uma maior demanda cognitiva do animal.

Tarefas de reconhecimento de objetos geralmente utilizam um campo aberto de forma
circular ou quadrada. Os animais sdo postos no aparato com objetos em disposicdes
especificas e permanecem por um determinado tempo para que os explorem naturalmente e, a
esta sessdo da-se o nome de amostra. Apds um intervalo os animais voltam ao aparato para
serem testados ou para uma nova sessdo de amostra de acordo com o protocolo (Eacott &
Norman, 2004; Eacott et al., 2005; Kart-Teke et al., 2006,2007; Wilson, Watanabe et al.,
2013; Wilson, Langston et al., 2013; Inostroza et al., 2013). A figura a seguir traz um

esquema ilustrativo de trés tarefas ndo associativas:
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Figura 3. Esquemas ilustrativos de tarefas de reconhecimento ndo-associativas adaptados de
Inostroza et al. (2013). A, tarefa de reconhecimento de objetos (carater “o qué”), B, tarefa de
reconhecimento de lugar (cardter “onde”), C, tarefa de reconhecimento temporal (carater
“quando”). As setas indicam a tendéncia de exploracdo dos animais.

Para as tarefas ndo associativas “o qué” e “onde”, criadas respectivamente por
Ennaceur e Delacour (1988) e Ennaceur, Neave e Aggleton (1997), a deducdo da exploracéo
do animal € intuitiva, pois ele explora o objeto novo, para o parametro “o qué” (figura 3A) e,
o0 objeto deslocado, para o parametro “onde” (figura 3B).

Na tarefa ndo associativa temporal, criada por Mitchell e Laiacona (1998), o animal
apresenta um padrdo de explorar o objeto mais antigo, o que indica reconhecimento temporal
(figura 3C) justificado por primazia, fenbmeno que ocorre em humanos e outros animais, que
reflete uma facilidade para recordar elementos que vieram primeiro numa sequéncia. Para nao
haver a possibilidade de o animal explorar 0 objeto mais antigo por esquecimento, 0 que
estaria sendo explorado como um objeto novo, um trabalho recente solucionou o problema
com a exposicdo de um objeto novo junto ao objeto mais antigo. Os animais passaram a
explorar mais o objeto novo, demonstrando através desta preferéncia que o objeto antigo
ainda era lembrado (Inostroza et al., 2013).

Para mimetizar a memoria episodica em roedores faz-se necessaria a integracdo dos
trés componentes comportamentais na mesma tarefa, o que foi concretizado por Kart-Teke et
al. (2006) em ratos. Para isto, 0s autores utilizaram as trés tarefas ndo-associativas para “o
qué”, “onde” e “quando” e construiram uma Unica tarefa de duas sessdes de amostra e uma de
teste.

Na primeira sessdo, chamada de “amostra 17, o animal entra em contato com 04
objetos dispostos em locais especificos. Na segunda sessdo (amostra 2) o animal entra em

contato com 04 novos objetos, dos quais, 02 estdo em uma mesma posicdo em relacdo a
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sessao de “amostra 17 e dois em novas posigoes. Na sessdo de teste o animal entra em contato
com duas copias de objetos da primeira sessdo e duas da segunda sessdo e, dentre estas, uma
foi deslocada (objetos representados pelo nimero 2) e outra permaneceu no mesmo local
(objetos representados pelo numero 1) em relagdo a sessdo de amostra (Kart-Teke et al.,
2006). A figura 4 ilustra como a tarefa foi construida:

A A AjEB B
B

A

Amostra 1 Amostra 2 Teste

Figura 4. Esquema ilustrativo da tarefa de memoria similar a episddica adaptado de Kart-
Teke et al. (2006).

O padrédo de exploracdo apresentado pelos animais é de explorar mais o objeto “A1”
do que o “B1” e, mais o objeto “B2” do que o “B1” (Kart-Teke et al., 2006; Inostroza et al.,
2013), demonstrando padroes das tarefas ndo associativas para “quando” e ‘“onde”
respectivamente. Pode-se demonstrar uma memoria similar a episodica somando estes dois
padrdes ao padrao de “A1>A2”, onde ocorre integracdo da memoria para “o qué”, “onde”
(“B2>B1”) e “quando” (“A1>B1”).

Esta integra¢dao de “A1>A2” ndo ¢ intuitiva, mas € necessario que analisemos de uma
forma nédo linear. O tempo estaria intrinsecamente ligado ao espaco, de forma que para um
tempo recente, 0 padrdo esperado seria de o animal explorar mais o objeto deslocado. Ja para
tempos mais distantes, o padrdo seria invertido, excluindo a possibilidade de que os animais
tivessem identificado espaco e tempo de uma forma separada, demonstrando assim uma
integracdo dos componentes da memoria similar a episodica.

No estudo de Kart-Teke et al. (2006) os autores propGem esta integracdo comparando
com um estudo anterior do mesmo grupo, que utilizou uma versdo da mesma tarefa,
deslocando um dos objetos antigos, mas deixando os objetos recentes na mesma localidade
(Dere et al., 2005a). O padrao dos animais foi de explorar o objeto antigo deslocado (“A2”),
demonstrando uma memoria ndo associativa apenas para “onde”. Quando, na nova tarefa, um
dos objetos recentes também sofreu um deslocamento, o padrdo dos animais foi de explorar
tanto o aspecto ‘“onde” (“B2>B1”), quanto o “quando”(“A1>B1”), mas desta vez
demonstrando um padréo invertido para os objetos antigos, fazendo com que fosse vista uma

A%

integracao de “o qué” aconteceu junto ao tempo e espaco.
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O desenvolvimento de tarefas comportamentais de memdria similar a episddica que de
fato possam avaliar os aspectos “o qué”, “onde” ¢ “quando” integrados é fundamental. Como
demonstrado aqui, é através do comportamento que podemos saber se um animal evoca ou
ndo uma memoria e, a avaliagdo comportamental abre espago para analises dos substratos

neurais envolvidos na resolucgéo destas tarefas.

1.3 Substratos Neurais da Memdria Episodica

Ao longo dos anos, os estudos tém demonstrado que o lobo temporal medial e os
clrtices associativos sdo estruturas importantes para a memoria explicita em humanos e
outros animais (Scoville & Milner, 1957; Squire & Zola, 1996). Ndo ha um local especifico
no cérebro que contenha todas as nossas memorias episodicas, estudos demonstram que
algumas estruturas, como o hipocampo e areas adjacentes, sdo essenciais para a aquisicao e
formacdo de novas memorias, mas ndo sdo o seu loco final (Squire & Zola, 1996; Tulving,
2001, 2002).

Quando se trata do sistema nervoso, até mesmo uma pequena area pode estar
envolvida em muitos processos e ser subdividida em areas menores ainda. Dentre as
estruturas essenciais a memoria episodica estdo o hipocampo, o cdrtex entorrinal (CE), o
cortex perirrinal e o cortex posrrinal (Parahipocampal em primatas). O hipocampo pode ser
subdividido em CAl1, CA2, CA3 e Giro Denteado (GD) e o cortex entorrinal em lateral e
medial. Estas divisdes sdo feitas de acordo com a citoarquitetura e com funcgdes diferentes que
cada area subdividida exerce (Kealy & Commins, 2011; Morrisey & Takehara-Nishiuchi,

2014). A figura a seguir traz um esquema das aferécias e eferéncias destas respectivas areas:
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Denteado » CA3 » Cal [ Subiculo
Y W Y A 3 Y Y A 4 47
\ 4 \ 4 vV V
Cortex Cortex
Lateral Medial
Entorrinal Entorrinal
A T W)
\ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4

Cortex Perirrinal

\ 4

- Cortex Pdsrrinal
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Figura 5. Esquema ilustrativo das aferéncias e eferéncias entre o sistema hipocampal e &reas
adjacentes adaptado de Kealy e Commins (2011). As setas indicam a origem e destino das
projecdes de feixes axdnicos e as cores azul e vermelho, representam fungdes essenciais para
memoria de reconhecimento de objetos (azul) e memoria de reconhecimento espacial
(vermelho).

H& uma discussdo sobre uma posicdo hierarquica de nivel de processamento entre
essas areas, onde o hipocampo estaria no topo, integrando informacfes mais complexas
advindas das outras areas e, enviando estas informagdes para o neocértex (Eichenbaum &
Lipton, 2008; Eichenbaum, Sauvage, Fortin, Komorowski & Lipton, 2012). O cortex
entorrinal estaria abaixo, projetando aferéncias para o hipocampo com informacdes menos
complexas e, os cortices perirrinal e pdsrrinal viriam abaixo, com informacdes menos
complexas ainda. (Agster & Burwel, 2009, 2013; Kealy & Commins, 2011).

Estudos experimentais tém demonstrado que o cortex pos-rinal e perirrinal séo
essenciais para memorias ndo associativas que envolvam um cardter “onde” e “o qué”
respectivamente (Squire, 1992; Bussey, Muir & Aggleton, 1999; Witter et al., 2000; Bussey,
Duck, Muir & Aggleton, 2000; Ramos, 2002; Winters, Forwood, Cowell, Saksida & Bussey,
2004; Norman & Eacott, 2005; Jo & Lee, 2010), enquanto que o cortex entorrinal estaria
envolvido em tarefas associativas mais complexas (Wilson, Watanabe et al., 2013; Wilson,
Langston et al., 2013; Hunsaker, Chen, Tran & Kesner,2013) e, o hipocampo estaria
envolvido com tarefas ainda mais complexas (Eichenbaum & Lipton, 2008; Eichenbaum et
al., 2012).

O qué Onde

| I Areas neocorticais

CPeR-CEL CPoR-CEM

Regiao
Parahipocampal
contexto

Hipocampo

Item no contexto
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Figura 6. Esquema ilustrativo da funcdo hierarquica do hipocampo e de areas adjacentes
adaptado de Eichenbaum et al., 2012. A parte esquerda da figura ilustra uma via de
processamento de informagdes “o qué” que viria de 4areas neocorticais e passaria pelos
cortices Perirrinal e Lateral Entorrinal (CPer e CEL), enquanto a parte da direita ilustra uma
via de processamento de informagdes “onde”, que viria de &reas neocorticais e passaria pelos
cortices Pésrrinal e Medial Entorrinal (CPoR e CEM). Ambas desembocariam no Hipocampo,
onde seria feita a juncdo das caracteristicas ndo associativas.

Alguns estudos demonstram que tarefas ndo associativas ndo sdo prejudicadas quando
0 hipocampo € lesionado (Bussey et al., 2000; Mumby, Gaskin, Glenn, Schramek &
Lehmann, 2002; Winters et al., 2004; Forwood, Winters & Bussey, 2005; Good, Barnes,
Stual, McGregor & Honey, 2007; Langston & Wood, 2010). Estes estudos corroboram com a
proposta de uma hierarquia de funcgdes entre as areas envolvidas em processos de memaria.

O hipocampo demonstra seu papel fundamental na codificagdo do espaco com as
células de lugar (do inglés, place cells). Este tipo de célula vem sendo estudada h& quase
cinquenta anos, mas ainda assim ha poucos estudos com tarefas comportamentais que
demandem um processamento cognitivo maior (O’keefe & Dostrovsky, 1971; O’keefe &
Recce, 1993; Ferbinteanu, Kennedy & Shapiro, 2006; Moser, Kropff & Moser, 2008).

Subregibes hipocampais como o Giro Denteado e CA3 aparentam estar envolvidas na
“separagdo de padrdes” (do inglés, pattern separation) Leutgeb,Leutgeb, Moser & Moser
2007), ou seja, na codificacdo de eventos similares em representacdes diferentes (O’Reilly &
Rudy 2001; Eichenbaum, 2004), permitindo ao hipocampo evitar que memorias sofram
interferéncia de outras, mesmo que sejam parecidas.

A regido CA3 também atua no “completamento de padrdes” (do inglés, pattern
completion), que se traduz como a evocacdo de uma memoria na presenca de um estimulo
(dica) que facilite a lembranca do evento ja vivenciado, mesmo que nao seja idéntico a ele
(Leutgeb & Leutgeb, 2007; Leutgeb et al., 2007; Rolls, 2013).

A sub-regido CA2 tem sido apontada como importante para a memoria social, que
seria a capacidade de reconhecer um animal da mesma espécie. Um estudo conseguiu analisar
as conexdes sinapticas de CA2 em camundongos transgénicos e, a inativacdo desta area
através da manipulacdo genética fez com que os animais preservassem inteiramente outras
funcbes relativas a memoria espacial e contextual, mas prejudicassem o processamento da
memoria socio cognitiva (Hitti & Siegelbaum, 2014). Outros estudos também demonstraram a
importancia de CA2 para a memdria social (Stevenson & Caldwell, 2014; Smith et al., 2016;
Piskorowski et al., 2016)
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A é4rea CA2 também é apontada em um trabalho recente como importante para
codificar informagdes espaciais quando o animal estd parado, de forma diferente das células
de lugar, que codificam o espaco enquanto o animal est& se locomovendo (Kay et al., 2016).

Como peca chave na memdria episodica, a separacdo temporal também esta presente
no hipocampo e, estudos demonstram que CA1 parece exercer esse papel (Hoge & Kesner,
2007; Kesner & Hunsaker, 2010;Barbosa, Pontes, Ribeiro, Ribeiro & Silva, 2012), embora
também pareca exercer um papel no componente espacial em uma tarefa associativa de
memoria similar a episddica (Barbosa et al., 2012). A sub-area CA1 dorsal é considerada a
maior via de saida do hipocampo para 0 neocortex e possui vias que a ligam a CA3 e ao
Cortex Entorrinal (Agster & Burwell, 2009, 2013).

Estudos demonstram diferentes papéis do hipocampo em tarefas de reconhecimento de
objetos padrdo (aspecto ndo associativo “o qué”). Como dito anteriormente, animais com
lesbes permanentes no hipocampo parecem conseguir resolver este tipo de tarefa da mesma
forma que animais controle (Mumby et al., 2002; Ainge et al., 2006; Barker & Warburton,
2011), no entanto, um estudo demonstrou que a inativagcdo temporaria de CAl através do
agonista GABAAa muscimol danificou o padrdo de exploracdo na tarefa para a aquisicao,
consolidacéo e evocacéo (Cohen et al., 2013; Cohen & Stackman Jr., 2015).

A tarefa de memoria similar a episddica para roedores com componente temporal foi
criada ha mais de 10 anos (Dere et al., 2005b; Kart-Teke et al, 2006; Binder, Dere &
Slomuzica, 2015). Desde entdo, varios estudos foram realizados com ambas as tarefas, tanto
com a feita para camundongos (tarefa ndo integrativa dos trés componentes ) (Dere et al.,
2005b) quanto com a feita para ratos (tarefa integrativa dos trés componentes) (Kart-Teke et
al., 2006).

DeVito e Eichenbaum (2010) demonstraram que uma lesdo envolvendo o hipocampo
dorsal e ventral, abrangendo as subareas CA1l, CA2, CA3, GD e subiculo, prejudica a
evocagdo dos trés componentes (“o qué”, “onde” e “quando”) da tarefa para camundongos. O
mesmo estudo apontou que uma lesdo no cértex pré-frontal medial (CPFm) prejudica apenas
0 componente espacial. Os autores indicaram que embora alguns estudos demonstrem que
lesdes no CPFm ndo prejudicam a memoéria ndo associativa “onde”, quando ha uma
integracao entre os componentes “o qué” e “onde”, tanto o CPFm quanto a conexao entre ele
e 0 hipocampo sdo necessarias (Barker et al., 2007; DeVito & Eichenbaum, 2010).

Mais recentemente, de Souza Silva e colaboradores demonstraram que lesdes
contralaterais no CPFm e em CAS3 dorsal prejudicaram todos os aspectos da tarefa de
memoria similar a episddica integrativa, enquanto que lesdes ipislaterais 0s mantiveram

intactos (De Souza Silva et al., 2015). Além disso, tanto lesdes ipsilaterais quanto
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contralaterais ndo prejudicaram os padrdes de tarefas ndo associativas (tarefas com apenas um
componente avaliado).

Li e Chao (2008) demonstraram que uma lesdo em CA3 dorsal impossibilitou que os
animais demonstrassem o padrdo de integracdo da tarefa de memoria similar a episodica
integrativa, mas mantivessem a memoria ndo associativa para “o qué”, “onde” e “quando”
intactas. Somados, este estudo e o de De Souza Silva et al. (2015), corroboram com a ideia de
uma organizacdo hierarquica entre o hipocampo e areas necessarias a resolucdo destas
respectivas tarefas ndo associativas (Eichenbaum et al., 2012).

Em um estudo recente, Barbosa e colaboradores demonstraram que a infusdo de
muscimol na porgdo dorsal de CA3/GD antes da amostra 1, danificou o padréo espacial da
tarefa de memoria similar a episédica ndo integrativa quando testados 24h depois da sessao
amostra 2, mantendo o padrdo temporal intacto, enquanto que a inativacdo de CA1 dorsal
danificou tanto o aspecto temporal quanto o espacial (Barbosa et al., 2012).

Juntos, os estudos de Li e Chao (2008) e de Barbosa et al. (2012) sugerem que CA3 e
0 GD séo necessarios para a aquisicao/consolidacdo do componente espacial da memoria
similar a episddica, mas nao para a memoria ndo associativa “onde”. Além disso, CA1 parece
processar informacdes temporais, como evidenciado em estudos anteriores (Hoge & Kesner,
2007; Kesner & Hunsaker, 2010), mas também informac6es espaciais, 0 que pode acontecer
devido a CA1 também ser necessaria a resolucdo de tarefas espaciais, como evidenciado por
Lee, Hunsaker, & Kesner (2005) e/ou por ser a principal via de saida do hipocampo,
recebendo projecoes diretas de CA3 (Kealy & Commins, 2011; Binder et al., 2015)

A tarefa de memoria similar a episddica integrativa é bastante susceptivel ao estresse,
seja ele causado ao animal de forma cronica ou aguda (Kart-Teke et al., 2006). Isto dificulta a
realizacdo de estudos farmacologicos, que, por utilizarem com frequéncia a administracdo de
drogas através da via intraperitoneal (i.p), estressam o animal com a inser¢do da agulha.
Devido a este fator limitante, estudos tém focado no papel de areas anatbmicas e na funcéo
destas atraves de técnicas de lesdo e inativacdo intracerebral para a execu¢do da tarefa (Li &
Chao, 2008; Barbosa et al., 2012; De Souza Silva et al., 2015)

Nos ultimos dez anos, varios estudos foram realizados com as tarefas de meméria
similar a episddica integrativa e ndo integrativa (Binder et al., 2015), contudo, apenas o
estudo de Barbosa et al. (2012), com a tarefa ndo integrativa, buscou verificar o papel da area
CAL dorsal na tarefa. Nenhum estudo inativou ou lesionou a area CAL dorsal para identificar
seu papel na resolugéo da tarefa integrativa. Isso abre espago para que novos estudos sejam

feitos.
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2.  JUSTIFICATIVA

A memoria é uma das areas mais estudadas na neurociéncia. Os estudos sdo
impulsionados pela possibilidade de entender melhor seus processos e, com isso, colaborar
com a cura de doencas que a prejudicam. Tem sido mostrado que as areas hipocampais e
parahipocampais Sdo as primeiras a serem acometidas na doenga de Alzheimer (Aggleton,
2014; Kesner & Rolls, 2015) e, como demonstrado aqui, estas areas sdo essenciais para a
memoria episddica.

Estudos que foquem na compreensdo basica dos processos da meméria episddica
podem contribuir de forma incomensuravel para o arcabougo tedrico necessario a busca da
cura de doencas que acometem a memdria e, a utilizacdo de animais nestas pesquisas tem
favorecido o entendimento destes processos (Eacott & Norman, 2004; Eacott et al., 2005; ;
Kart-Teke et al., 2006,2007; Wilson, Watanabe et al., 2013; Wilson, Langston et al., 2013;
Inostroza et al., 2013).

Até hoje, ndo ha registro de nenhum trabalho que tenha utilizado uma tarefa de
memoria similar a episdédica com componente integrativo para uma analise do papel da area
hipocampal CAl na sua resolucdo. Com este trabalho buscamos preencher esta lacuna e
contribuir com a literatura de estudos neuroanatdmicos e funcionais da memoria similar a

episodica.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
e Investigar o papel da &area hipocampal CAl dorsal na memoria similar a
episddica
3.2 Objetivos Especificos

e Analisar o papel da area hipocampal CA1 dorsal na memdria similar & episddica

através da infusdo intracraniana do agonista GABAA muscimol.

e Verificar se os resultados provenientes da infusdo do muscimol foram

influenciados por um efeito hipolocomotor dos animais
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4.  MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (N=24, 12 por grupo) de 03 a 04 meses de
idade, pesando entre 270-360g mantidos em uma sala com temperatura controlada (24 £ 1°C),
Os animais foram alocados em gaiolas de polietileno (30cm de comprimento x 37cm de
largura x 16 cm de altura) em grupos de 03 ou 04 por gaiola e, submetidos a um ciclo claro-
escuro de 12:12 h, com luzes acesas as 06:30 h. Cinco animais foram retirados da andlise
estatistica por ndo estarem com a canula na posicédo correta.

Os procedimentos foram realizados na fase clara do ciclo, entre 12:00 h e 16:30 h,
agua e comida foram fornecidas ad libitum e o ambiente de experimentos teve iluminacéo
controlada de 10-15lux (Inostroza et al., 2013).

Os ratos foram fornecidos pelo Bioterio Prof. Thomas George da Universidade Federal
da Paraiba e foram tratados de acordo com as diretrizes da legislacdo brasileira para a
utilizacdo de animais em pesquisa (Lei Arouca, n° 11.794/08). Todos os procedimentos foram
submetidos ao Comité de Etica da Universidade Federal da Paraiba e aprovados sob a CEUA
n° 050/2015. Foi feito todo o esfor¢o possivel para minimizar o estresse, a dor e o desconforto

dos animais.

4.2 Cirurgia

Os animais foram anestesiados com uma dose associada de Cetamina (100mg/kg, i.p.)
e Xilazina (50mg/kg, i.p.) para entdo serem posicionados em um aparelho estereotaxico
(Insight, Brasil). Cénulas guia inoxidaveis (calibre 22G, 12mm) foram implantadas
bilateralmente na sub-areahipocampal CA1 dorsal. As coordenadas para o implante foram AP
=—3.4 mm, ML = £2.0 mm e DV= -2.0 mm (Paxinos e Watson, 2009). As canulas foram
fixadas ao cranio com parafusos de aco e cimento acrilico polimerizavel. Ao fim da cirurgia,
cada canula foi selada com um fio de aco inoxidavel a fim de protegé-las de possiveis
obstrucdes. Apos a cirurgia os animais foram tratados com medicamento anti-inflamatério
(diclofenaco sodico 75mg/ml. i.m.) e antibiético (penicilina 60.000 Ul/ml, i.m.). Apo6s 0s
procedimentos operatorios os animais foram mantidos em observacdo por 02 dias para se
recuperarem antes do inicio da manipulagdo. Ao fim da manipulagdo os animais estavam com

07 dias de cirurgia e puderam realizar os procedimentos de habituacéo e teste.
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4.3 Aparato Experimental e Objetos

O aparato utilizado para o experimento consistiu de um campo aberto de material
acrilico de 60 cm de didmetro e 40 cm de altura, com parede transparente e piso preto. A
arena circular esta representada na figura abaixo (Figura 7A):

A. B.

g 40cm

60cm

Figura 7. Esquema ilustrativo do campo aberto com pistas proximais e das pistas distais. (A)
arena circular utilizada para a tarefa de memoria similar a episddica com a disposicdo das
pistas proximais. (B) uma das pistas distais dispostas nas paredes da sala de experimentos.

Foram utilizados 05 objetos com 04 copias idénticas cada, de material plastico que
diferiram em altura (5 a 15 cm), largura (5a 10 cm), cor (azul, vermelho, preto, amarelo,

laranja e rosa), textura (rugosa, lisa e aspera) e forma.

p—
-
b= 4

Figura 8. Fotos dos objetos utilizados nos experimentos.
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O modelo linear geral de medidas repetidas revelou uma interacdo entre grupos e
objetos para as taxas de exploracdo, com tamanho de efeito alto para este tipo de teste (f =
0,53) e, ndo mostrou efeito principal para grupos ou objetos. Este resultado € interessante, ja
que, para a medida de taxa de exploragdo, um efeito principal de grupos poderia implicar
numa quantidade maior de exploragdo por parte do grupo controle e, um efeito de objeto
poderia ter sido originado através de um viés de exploracdo de um objeto especifico. A
interacdo demonstra que o grupo controle formou a memoria para “o qué”, “quando” e “onde”
e 0 grupo experimental nao.

Para os indices de discriminacdo, o MLG de medidas repetidas revelou um efeito
principal de grupo, sem efeito principal por parte dos indices nem de interagdo entre “indices
e objetos”. Isto era esperado, ja& que os animais controle desempenharam o padrdo de
exploracdo esperado para a memoria similar a episodica (A1>B1, B2>B1 e A1>A2). Um
efeito principal de indice poderia, assim como para as taxas de explora¢do, demonstrar uma
preferéncia de algum objeto especifico.

Também verificamos o tempo total de exploracdo para ambos os grupos, a fim de
descartar a possibilidade de que os animais do grupo experimental demonstrassem um padrao
de exploracdo danificado através de uma diminui¢do da motivacao de explorar. Um MLG de
medidas repetidas para grupos e tempo total por sessdo ndo revelou interacdo entre “grupo x
sessao” nem efeito principal para cada uma das medidas. Este resultado é essencial, ja que,
caso 0s grupos tivessem demonstrado uma diferenca na motivacdo de explorar, 0 muscimol
poderia ser o causador dessa diferenca locomotora, o que prejudicaria as conclusdes extraidas
do comportamento exploratério, ja que este depende intrinsecamente de uma locomocao
intacta.

Neste estudo, optamos pela inativacdo farmacologica devido a possibilidade de uma
maior validade para se analisar o papel da area estudada. Modelos de lesdo representam uma
condicao patologica e podem refletir como outras areas desempenham uma funcao especifica
sem a area lesionada ao invés de o papel da area alvo em si. Este ponto é interessante de ser
discutido, ja que os estudos parecem utilizar mais lesdes do que inativacdes farmacoldgicas
(Cohen et al., 2013; Cohen & Stackman Jr, 2015).

Dentre as vantagens de uma lesdo, ressaltamos a possibilidade de verificar a extensao
da area atingida com bastante precisdo, algo que ndo acontece com as inativacoes
farmacoldgicas, mesmo quando utilizados farmacos fluorescentes, que podem facilitar a
checagem da extensdo da acdo do farmaco (Cohen & Stackman Jr, 2015; Ledo et al., 2016).
H& uma incongruéncia profunda na literatura em relagdo aos resultados de estudos com lesdo

em comparagdo a estudos de inativacdo para a tarefa de reconhecimento de objetos (aspecto
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O experimento disp6s de pistas proximais e distais (Figura 7B) para ajudar na
localizagéo alocéntrica e egocéntrica dos animais, as pistas distais estavam localizadas a 1,2
metros do centro do aparato e eram compostas de diferentes padrdes geométricos de 80 x 90
cm (figura 7B), j& as proximais eram compostas por quatro figuras geométricas distintas (15
cm de largura/diametro), localizadas na parede da arena circular e dispostas em cruz (figura
A).

4.4 Procedimentos Experimentais

O experimento com 0s animais ja cirurgiados durou 09 dias. Os animais foram
manipulados durante 20 minutos por dia, durante 05 dias, a fim de haver a adaptacdo ao
experimentador. Apds a manipulacdo os animais foram habituados ao campo aberto por 03
dias em sessBes individuais de 10 minutos e, apos este periodo os animais foram testados.
Tanto as sessOes de habituacdo quanto as sessdes do teste foram gravadas por uma webcam
(FaceCam 1020, Genius®) e posteriormente analisadas através de um software de analise
comportamental (Ethowatcher).

Ao fim de cada sessdo de habituacdo o campo aberto foi limpo com solugéo de alcool
etilico a 5%, para minimizar odores provenientes dos outros animais. E, apos a retirada dos
animais da sala, o campo aberto e todos os objetos foram limpos com alcool etilico a 70%,
deixando o aparato pronto para o proximo dia.

Neste experimento utilizamos a tarefa de memdria similar a episodica criada por Kart-
Teke e colaboradores em 2006 (Kart-Teke et al., 2006; Binder et al., 2015). Inicialmente, esta
tarefa foi desenvolvida por Dere et al. (2005a) para camundongos, integrando trés tarefas de
reconhecimento nao associativo para “o qué”, “onde” ¢ “quando” (Ennaceur & Delacour,
1988; Ennaceur, Neave & Aggleton, 1997; Mitchell & Laiacona, 1998) em uma sé tarefa
associativa de memoria similar a episddica.

A tarefa consiste de trés sessoes, sendo duas de amostra e uma de teste, similar a tarefa
de reconhecimento temporal (Mitchell & Laiacona, 1998; Inostroza et al., 2013). Na primeira
sessdo de amostra 0 animal entra em contato com quatro objetos idénticos, representados na
figura 9 pela letra “A”, dispostos no campo aberto e permanece no aparato por 5 minutos.
Apos o periodo de 1 hora o animal volta ao aparato para a segunda sessdo de amostra por
mais 05 minutos e entra em contato com quatro novos objetos, representados pela letra “B”,
sendo dois objetos posicionados em um mesmo local dos objetos “A” e dois objetos em um

novo local. Novamente ap6s 1 hora o animal retorna ao aparato para a sessdo de teste e, desta
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vez entra em contato com dois objetos “A” e dois objetos “B”, sendo um objeto “A” e “B”
estacionarios (chamados de “A1” e “B1”) e, um objeto “A” e “B” deslocados (chamados de
“A2” e “B2”) em relagdo as sessdes de amostra.

Para um melhor entendimento a figura 9 traz um exemplo de disposi¢édo dos objetos:

Amostra 1 Amostra 2 Teste

Figura 9. Esquema ilustrativo da tarefa comportamental de memaria similar a episodica.

Para identificar o papel da area hipocampal CAl durante a execucdo da tarefa de
memoria similar a episodica utilizamos o agonista GABAA muscimol (Sigma, EUA) para
inativar a regido. Este farmaco foi utilizado por ter um efeito inibitério local e temporario,
sem deixar danos nas fibras neurais (Edeline, Hars, Hennevin & Cotillon, 2002; Cohen et al.,
2013; Ledo et al., 2016).

Foram feitas infusdes bilaterais de muscimol (0,2ug em 0,2l por hemisfério) (Edeline
et al., 2002; McHugh, Niewoehner, Rawlins & Bannerman, 2008) ou solucédo salina (0,2ul)
durante um periodo de 60 segundos com uma bomba de microinfusdo (Insight, Brasil) com
seringas Hamilton de 10ug conectadas a um tubo de polietileno. As agulhas de injecdo eram
deixadas na canula por mais 30 segundos a fim de permitir que a droga se difundisse da ponta
da agulha. Os testes comportamentais seguiram o protocolo de Kart-Teke et al. (2006). A
amostra 1 foi realizada 20 minutos apés a infusdo bilateral do muscimol (Cohen et al., 2013).

A figura a seguir ilustra respectivamente como o delineamento experimental foi

dividido em dias:

=>1>>2>>3 >4>>5=>6>>7>>8“>>9=>

Manipulagéo Habituacéo Teste

Figura 10. llustracdo dos procedimentos e dias do protocolo experimental da tarefa de
memoria a episodica utilizada no experimento 3.
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Apds os experimentos os animais foram anestesiados com 1ml de tiopenal sodico
(50mg/ml) e perfundidos transcardiacamente com tampéo fosfato 0,2N seguido de uma
solucdo de 10% de fixador paraformaldeido. Antes da craniotomia foi injetado azul de
metileno (0.2ul) nas canulas. Os ceérebros foram removidos e imersos em uma solucdo de
paraformaldeido de 10% e sacarose a 30% por 24h. Apds isto, os cérebros foram imersos em
sacarose a 30% por 48h, para entdo poderem ser cortados.

Os cérebros foram cortados a uma espessura de 50 um em um criostato (Leica). As
seccOes foram coradas com solucdo cresil violeta (reagdo de Niessl), visualisadas e

fotografadas em um microscopio 6ptico para verificar o posicionamento da canula.

4.5 Analise Comportamental e Estatistica

Como dito antes, a exploracdo dos objetos foi avaliada manualmente através um
software de rastreamento etologico (Ethowacther) que utilizou os videos gravados durante as
sessOes de amostra e testes. Este programa requer que o experimentador, através de comandos
de teclas, faca o registro de quando o animal aproximou-se de um objeto e o explorou.
Considerou-se “exploragdo” quando o focinho do animal aproximou-se em direcdo plena do
objeto em, no minimo 02 cm e, 0 animal engajou-se em explorar o objeto. Nao se considerou
“exploragdo” a aproximagdo do objeto enquanto o animal fazia grooming ou se apoiava no
objeto para explorar 0 ambiente. As analises foram feitas com o experimentador “cego” para a
condicao dos objetos e dos grupos. Apoés a analise histoldgica, apenas o comportamento de 19
animais dos 24 iniciais foi utilizado.

Foram calculadas uma taxa de exploracdo para cada objeto e um indice de
discriminacdo de objetos baseado nos padres de exploracdo esperados de acordo com a
literatura (DeVito & Eichenbaum, 2010; Inostroza et al., 2013).

A taxa de exploracdo € uma medida que mostra a exploracdo de um objeto em relacdo
a exploracdo de todos 0s objetos somados, enquanto a discriminacdo é uma medida que
demonstra quanto um objeto foi explorado em relacdo ao outro. A primeira gera um valor
entre 0 e 1 e a segunda um valor entre -1 e 1, onde um valor negativo significa que a variavel
escolhida para a comparacdo foi menos explorada do que a varidvel subtraida. A figura a

seguir ilustra como as duas medidas sdo construidas:
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Bl Indice de

exploracdo discriminacao
X X-Y
X+Y+Z+W X+Y

Valorentre-1e 1

ValorentreOe 1 ;
O valor do acaso é 0

Figura 11. llustracdo da construcdo das medidas de taxa de exploracdo e indice de
discriminagao.
A normalidade foi verificada através do teste de Shapiro-Wilk (SPSS 21.0). Como

todos os dados apresentaram-se normais, foram realizados modelos lineares gerais (MLG) de
medidas repetidas [3x2] para o tempo total de exploracdo dos objetos nas sessfes de amostra
1, amostra 2 e teste, [4x2] para as taxas de exploracdo dos quatro objetos em cada grupo e,
[3x2] para os indices de discriminagdo. Também foram realizados testes t pareados para as
taxas de exploracdo dos objetos A1xB1 (padréo temporal), B2xB1 (padrdo espacial) e A1xA2
(padrdo de integracdo) e testes t de uma amostra para os indices de discriminacdo, com valor
de acaso em 0. O post-test utilizado foi o de Sidak-Bonferroni e o nivel de significancia em
todas as analises foi de p < 0,05.

Também foi calculado o tamanho do efeito (T.E) para cada teste estatistico realizado
através do software G*Power 3 (Faul, Erdfelder, Buchner, & Lang, 2009). O tamanho do
efeito pode ser classificado em baixo, médio e alto (Cohen, 1988; Lakens, 2013). A tabela 1
mostra os valores de referéncia para cada classificacdo e o respectivo teste estatistico

utilizado:

Tabela 1. Valores de referéncia para tamanhos de efeito (T.E) em relacdo a diferentes testes
estatisticos.

T.E baixo T.E médio T.E alto
Teste t pareado (d) 0.2 0.5 0.8
Teste t one-sample (dz) 0.2 0.5 0.8
ANOVA(f) 0.1 0.25 0.4
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5. RESULTADOS

5.1 Parametros Histoldgicos

Foi feita uma analise dos cortes histoldgicos para verificar a posicdo das canulas
implantadas cirurgicamente. Os cortes foram corados com a coloracéo cresil violeta atraves da
reacdo de Nissl. Os esquemas e a foto abaixo representam a posicdo da ponta da agulha e a
area em que o azul de metileno foi injetado. 19 dos 24 animais iniciais foram selecionados
para a analise estatistica. Os cinco animais foram excluidos por ndo estarem com a canula no

local correto.

-3,24 mm
from bregma

)

-3,36 mm
from bregma

\

-3,48 mm
from bregma

-3,60 mm
from bregma

0
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Figura 12. Esquemas ilustrativos baseados no atlas do cérebro do rato (Paxinos e Watson,
2009) e foto da histologia. (A) Esquemas da posicdo das canulas indo de -3,24mm até -
3,60mm a partir de bregma. (B) Representacdo fotografica do azul de metileno e das pontas
das agulhas. Corte corado com cresil violeta através da reacdo de Nissl. Somente dados dos
animais com a posicao correta da agulha foram utilizados para a analise estatistica.

5.2 Parametros Comportamentais

Foram feitas analises das taxas de exploracéo e dos indices de discriminagdo, medidas

comumente utilizadas em experimentos que envolvem o reconhecimento de objetos. Como
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exposto na sessdo de materiais e métodos, a taxa de exploragdo é uma medida da exploracdo
de um objeto em relacdo a todos os outros, j& o indice de discriminacdo mede o quanto um
animal discriminou um objeto em relacdo a outro especifico e o resultado pode ser comparado
ao acaso.

Baseado nos resultados da tarefa de memdria similar a episddica presentes na literatura
(Kart-Teke et al., 2006; Li & Chao, 2008; Inostroza et al., 2013; Chao et al., 2014; Binder et
al., 2015), existem trés padrdes a serem comparados: o temporal, o espacial e a integracao.
Estes padrdes sdo deduzidos da exploracdo dos objetos dispostos na sesséo de teste. O padrédo
temporal acontece quando o objeto antigo ndo deslocado (Al) é mais explorado do que o
objeto recente ndo deslocado (B1), o padrdo espacial quando o objeto recente deslocado (B2)
é mais explorado do que o objeto recente ndo deslocado (B1) e o padrdo de integragdo quando
0 objeto antigo ndo deslocado (A1) é mais explorado do que o objeto antigo deslocado (A2).

5.2.1 Taxas de Exploracgao

O grupo salina apresentou diferencas estatisticamente significativas para 0s trés
padrdes analisados atraves de um teste t pareado: A1xB1 [t(10) = 3,725, p=0,004; d = 1,13];
B2xBL1 [t(10) = 3,726, p = 0,004; d = 1,13] e A1xA2 [t(10) = 2,551, p = 0,029; d = 0,78]. Isto
demonstra que 0s animais conseguiram evocar o episddio avaliado atraves do padrao para 0s
trés aspectos da memaria similar a episddica.

No grupo experimental a evocacdo dos trés padrdes necessarios a avaliacdo da
memoria similar a episodica foi danificada e, como pode ser observado, os dados nao
apresentaram diferencas estatisticamente significativas: A1xB1 [t(7) = -1,433, p= 0,195; d =
0,50]; B2xB1 [t(7) = -1,401, p = 0,204; d = 0,49] e A1XA2 [t(7) = -1,170, p = 0,280; d =
0,41].A figura 13 ilustra os dados aqui apresentados.

Foi feita uma ANOVA [4x2] de medidas repetidas para comparar os resultados entre
as taxas de exploracdo dos objetos e os grupos, a fim de verificar a possibilidade de uma
interacdo entre “grupo x objeto”. Nao foi encontrado efeito principal para os grupos [F(1,17)
= 1,428, p = 0,249; f = 0,27] e para os objetos [F(3,51) = 0,549, p = 0,651, f = 0,17], mas foi
encontrada uma interag¢do entre ambos [F(3,51) =4,943, p = 0,004, f =0,53].
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Figura 13. Taxa de exploracdo dos objetos na sessdo de teste para 0os grupos salina e
muscimol. Os graficos representam a média e o erro padrdo. * ComparacGes significativas
entre os pares A1>BI1.T Comparagdes significativas entre os pares B2>B1. # Comparagdes
sifnificativas entre os pares A1>B1.

5.2.2 Indices de discriminago

Para os indices de discriminagdo comparamos os resultados em relacdo ao acaso com
um teste t de uma amostra. O grupo salina apresentou resultados estatisticamente
significativos para os trés aspectos: temporal [t(10) = 3,798, p = 0,003; dz = 1.17]; espacial
[t(10) = 3,583, p = 0,005; dz = 1.08] e integrac¢do [t(10) =2,551, p = 0,029; dz = 0.76].

Ja o grupo experimental ndo apresentou resultados estatisticamente significativos para
o0s trés aspectos: temporal [t(7) = -1,144, p = 0,290; dz = 0.40]; espacial [t(7) = -1,340, p
=0,222; dz = 0.47] e integracdo [t(7) = -0,862, p = 0,417; dz = 0.29]. O resumo dos dados
pode ser visto na figura 14.

Também foram comparados os resultados dos indices e 0s grupos através de uma
ANOVA [3x2] de medidas repetidas. Foi encontrado efeito principal para os grupos [F(1,17)
=13,047, p=0,002; f = 0,86], mas nao para os indices [F(2,34) = 0,735, p = 0,439, f = 0,20],
nem para uma interacao entre ambos [F(2,34) = 0,052, p = 0,887, f = 0,05].
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Baseados nos resultados apresentados neste trabalho, podemos considerar que ratos
wistar machos sdo capazes de acessar uma memoria similar a episédica com carater temporal.
A éarea hipocampal CA1 dorsal de ratos parece ser importante para a resolu¢do de uma tarefa
de memdria similar a episodica integrativa, mas isto ndo pode ser justificado apenas pela
funcdo desta area em relacdo aos aspectos espaciais e temporais da tarefa, ja que ha relatos na
literatura que apontam para um papel desta area no reconhecimento de objetos padrao (“o
que”) dependendo do método utilizado (inativagao ou lesdo).

Ressaltamos que mais estudos sdo necessarios para verificar a relacdo entre areas
hipocampais e extrahipocampais em tarefas associativas e ndo associativas a fim de se
entender como se da o processamento e construcdo de informacdes relevantes a memdria
episodica. Técnicas complementares aos estudos de lesdo e inativacdo, como a
imunohistoquimica, eletrofisiologia e optogenética, podem acessar aspectos diferentes do

problema e, podem colaborar para o arcabouco teorico acerca do tema.

43



Salina Muscimol

0,4 +
X [ 1.0 temporal

) *
=, [ 1.D espacial
%) *
.g 02 4 [[] 1.Dintegragao
2,
<}
®
o
S
g
@ &
8 =
£
B l
1]
kS
g -02-
@
L
B
=

20,4 -

Figura 14. indice de discriminacdo dos objetos na sessdo de teste para os grupos salina e
muscimol. Os graficos representam a média e o erro padrdo. * Comparacdes significativas
para 0s aspectos temporal, espacial e de integracdo, considerando-se p< 0,05.

5.2.3 Tempo total de exploragdo

Para ambos o0s grupos foram analisados os tempos totais de exploracdo a fim de
identificarmos se o resultado do padréo de exploracédo representado pelas taxas de exploracéo
e indices de discriminacdo poderia ter sido influenciado pelo tempo total de exploracdo das
sessOes de amostra 1, amostra 2 e teste entre 0s grupos.

Foi feita uma ANOVA [3x2] de medidas repetidas comparando sessdes e grupos e ndo
foi identificado efeito principal entre as sessdes [F(2,34) = 0,399, p = 0,602, f = 0,15], entre
grupos [F(1,17) = 2,569, p = 0,127, f = 0,38] e de interagdo entre “sessdes x grupo” [F(2,34)
=0,281, p=0,678, f =0,12]. Os resultados podem ser conferidos na figura 15:
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Figura 15. Tempo total de exploracdo para as sessdes de amostra 1, amostra 2 e teste
comparado entre os dois grupos. Os gréaficos representam a média e o erro padrao.
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho procurou identificar o papel da area CA1, através da inativagdo
farmacoldgica pelo agonista GABAa muscimol, em uma tarefa de meméria similar a
episddica integrativa criada por Kart-teke e colaboradores ha 10 anos (Kart-teke et al., 2006;
Binder et al., 2015). Esta tarefa depende intrinsecamente da exploracdo de objetos e do
reconhecimento da novidade, comportamento inerente a roedores (Ennaceur & Delacour,
1988). Ela foi baseada em trés tarefas ndo associativas focadas nos componentes
comportamentais da memoria similar a episodica (“o qué”, “onde” e “quando”) (Ennaceur &
Delacour, 1988; Ennaceur, Neave & Aggleton, 1997; Mitchell & Laiacona, 1998) e,
possibilita a andlise de trés padrdes de exploracdo: o padrao espacial (associacao de “o qué” e
“onde”), o temporal (associagdao de “o qué” e “quando”) e o integrativo (associagdo de todos
0s aspectos).

Para a analise comportamental, avaliamos o desempenho dos animais em relacdo a
duas medidas comumente utilizadas na literatura: a taxa de exploracdo e o indice de
discriminacdo. A primeira torna a comparacao dos resultados mais facil, ja que normatiza o
tempo de exploracdo de cada objeto em relacdo ao tempo total de todos os objetos de uma
respectiva sessdo (amostra 1, amostra 2 ou teste). A segunda realiza em sua propria formula
uma comparacao entre um objeto e outro e, pode ser utilizada devido a expectativa de um
padrdo de exploracdo especifico atribuido aos objetos, onde o objeto antigo ndo deslocado
deve ser mais explorado que o recente ndo deslocado (padrdo temporal, A1>B1), o objeto
recente deslocado deve ser mais explorado que o recente ndo deslocado (padrdo espacial,
B2>B1) e o objeto antigo ndo deslocado deve ser mais explorado que o objeto antigo
deslocado (padréo integrativo, A1>A2).

Os animais do grupo controle conseguiram obter desempenho significativo tanto para
a taxa de exploracdo quanto para o indice de discriminacdo, analisados respectivamente por
um teste t pareado (Figura 13) e um teste t de uma amostra (Figura 14). Quando comparados
ao grupo experimental, em ambas as medidas, através de um MLG de medidas repetidas para
“objetos e grupos” (em relagdo as taxas de exploracdo) e “indices e grupos” (em relagdo aos
indices de discriminacdo), os animais do grupo controle também mostraram desempenho
estatisticamente significativo e tamanho de efeito relevante. Os animais do grupo
experimental, administrados com muscimol vinte minutos antes da amostra 1, ndo
conseguiram realizar nenhum dos padrdes esperados para a tarefa e, a analise do tamanho de

efeito mostrou um efeito baixo.
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“o qué”). Esta situacdo é discutida em uma revisdo recente (Cohen & Stackman Jr, 2015) e se
demonstra muito relevante para estudos futuros, ja que resultados diferentes podem ser
atribuidos a uma mesma caracteristica a ser avaliada, podendo gerar conclusdes precipitadas.

Outro ponto importante que a discussdo entre lesdo e inativacdo suscita € a funcéo
hierarquica entre as areas hipocampais e extrahipocampais responsaveis por processos de
memoria (Eichenbaum et al., 2012; Aggleton, 2014). Este modelo hierarquico levanta que o
hipocampo processa informacfes mais complexas, enquanto que os cortices entorrinal,
perirrinal e pdsrrinal, assim como o cortex pré-frontal medial, processariam informacdes
menos complexas relativas aos aspectos espaciais, temporais e de reconhecimento de objetos
(Bussey et al., 1999; Bussey, Muir & Aggleton, 2000; DeVito & Eichenbaum., 2010; Binder
et al., 2015 De Souza Silva et al., 2015, Chao et al., 2016).

Estudos com lesdo que demonstram que 0 hipocampo ndo € necessario para a tarefa
nao associativa “o qué” corroboram com a possibilidade desta hierarquia, no entanto, estudos
de inativagdo farmacoldgica também demonstram a importancia do hipocampo para a mesma
tarefa (De Lima, Luft, Roesler, & Schrdder, 2006; Cohen et al., 2013). Esta divergéncia incita
a discusséo sobre o tema, o que colabora para de fato procurarmos entender o processamento
de informagdes “o qué”, “onde” e “quando” nas estruturas hipocampais e extrahipocampais.
Novas técnicas, como a optogenética, parecem ser promissoras para avaliar estas questdes
(Cohen & Stackman Jr., 2015)

Estudos tém demonstrado que o hipocampo é essencial para a resolucdo de tarefas
associativas (que dependem da associacdo entre pelo menos dois aspectos comportamentais
da memoria similar a episodica) (Barker et al., 2007; DeVito & Eichenbaum, 2010). A éarea
CA3 tem sido apontada como fundamental para processos associativos espaciais (Li & Chao,
2008; DeVito & Eichenbaum, 2010), mas ndo para processos ndo associativos relativos aos
trés aspectos comportamentais (Li & Chao, 2008). CAL recebe aferéncias diretas de CA3 e de
outras areas hipocampais e extrahipocampais (Kealy & Commins, 2011; Binder et al., 2015)
e, tem sido apontada como fundamental para processos temporais (Hoge & Kesner, 2007;
Kesner & Hunsaker, 2010) e espaciais (Lee, Hunsaker & Kesner, 2005; Barbosa et al., 2012).

O cortex pré-frontal medial tem sido demonstrado como importante para o
processamento de informagdes associativas entre “o qué e onde” € “o qué, onde ¢ quando”,
mas ndo para as memorias ndo associativas (DeVito & Eichenbaum., 2010; Chao et al., 2015)
e, junto a CA3 e ao cortex entorrinal lateral, tem sido apontado como essencial para o
processamento de informacbes que associem um objeto a um local (De Souza Silva et al.,
2015; Chao et al., 2015)
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O cortex perirrinal é apontado como fundamental para o processamento de
informagdes “o qué” (Kealy & Commins., 2011). Recentemente, Chao e colaboradores
procuraram avaliar qual a predominancia da explora¢do de um aspecto (“o qué” ou “onde”)
sobre o outro, utilizando uma tarefa que acessou simultaneamente a meméria para objetos e
para localidade. Os autores mostraram que, para intervalos de 05 e 80 minutos ap6s amostra,
no teste, os animais exploraram tanto o aspecto “o qué” quanto o “onde”, ja para um intervalo
de 24h, os ratos preferiram explorar o objeto novo ao invés do objeto deslocado,
demonstrando uma memaria mais robusta para objetos (Chao, Huston, Nikolaus, & De Souza
Silva, 2016).

No mesmo estudo, uma lesdo do cortex perirrinal prejudicou apenas a exploracao de
objetos novos e, uma leséo no hipocampo prejudicou a exploracdo de objetos deslocados, mas
ndo de novos objetos. Estes resultados corroboram com dados na literatura que mostram que,
quando lesionado, o hipocampo ndo interfere no processamento da memoria para
reconhecimento de objetos (Ainge et al., 2006; Barker & Warburton, 2011; Chao et al., 2016)

Estudos que foquem na mensuracdo da presenca de genes imediatos podem ajudar a
entender o papel de uma area especifica em algum processo de memoria. Um estudo recente
buscou quantificar a expressdo dos genes imediatos proto-oncogene da familia fos (c-Fos) e
zinc finger protein 225 (Zif-268) em ratos apos a realizacdo de uma tarefa de reconhecimento

A%

de objetos padrdo (“o qué”) ¢ a tarefa de memoria similar a episodica integrativa (Barbosa et
al., 2013).

Os autores realizaram a contagem da expressdo em varias areas anatdmicas e
correlacionaram com a exploragdo dos animais nas respectivas tarefas. Foi vista uma
correlacdo positiva significativa entre a exploracdo e Zif-268 no cortex perirrinal para a tarefa
de reconhecimento de objetos (“o qué”) e de c-Fos no perirrinal para a tarefa de memoria
similar a episodica. Junto a isto, houve uma correlacdo positiva significativa entre o giro
denteado e o cortex perirrinal na realizacdo da tarefa de memoria similar a episodica. Estes
resultados apontam para uma relacdo funcional entre essas areas, demonstrando que o cortex
perirrinal tem expressdo nas duas tarefas, e o giro denteado apenas na tarefa de memoria
similar a episddica, corroborando com o modelo hierarquico hipocampal (Barbosa et al.,
2013).

Esta discussdo aponta para funcdes especificas de &reas hipocampais e
extrahipocampais em tarefas que envolvam os aspectos “o qué”, “onde” e “quando” de forma
associativa ou ndo associativa. Sob a influéncia do modelo hierarquico, parece que algumas

areas sdo responsaveis por processos comportamentais separados (analisando s6 “o qué”, s

“onde” ou s6 “quando”), enquanto outras por processos comportamentais mais complexos,
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que analisam o0s aspectos da memdria similar a episodica de forma integrativa. (Bussey et al.,
1999; Bussey, Muir & Aggleton, 2000; DeVito & Eichenbaum., 2010; Binder et al., 2015 De
Souza Silva et al., 2015, Chao et al., 2016)

Baseado nisto era de se esperar que a inativacdo de CA1 prejudicasse 0s trés aspectos
da tarefa, ja que como dito, ela tem sido apontada como fundamental para processos espaciais
e temporais (Lee, Hunsaker & Kesner, 2005; Hoge & Kesner, 2007; Kesner & Hunsaker,
2010; Barbosa et al., 2012) e, também se demonstra fundamental para o reconhecimento de
objetos quando inativada atraves do muscimol (Cohen et al., 2013).

E necessario, contudo, levantar que ndo ha a possibilidade de saber se de fato a
inativacdo de CAL prejudicou os trés aspectos pela relacdo com a subéarea e tarefas de
aspectos temporais e espaciais, ou porgue 0s animais ndo reconheceram o0s objetos desde o
comego das sessdes, 0 que ocasionaria, possivelmente, no mesmo resultado. Mais estudos
precisam ser feitos acerca destas diferencas metodologicas, ja& que, mesmo diferentes, de
forma tentadora utilizamos dos seus resultados para comparagéo.

A tarefa de memoria similar a episodica integrativa desenvolvida por Kart-Teke e
colaboradores tem limitacdes claras. A susceptibilidade ao estresse que 0s animais possuem
nesse protocolo desfavorece o planejamento de experimentos que poderiam acessar diferentes
aspectos e processos da memdria (Binder et al., 2015). Até entdo, nenhum trabalho que se
utilizou da tarefa obteve sucesso com um intervalo entre sessdes maior do que uma hora, o
que dificulta estudos que foquem no entendimento de processos de aquisi¢do, consolidagéo e
evocacdo de forma separada, como no caso deste trabalho.

Estudar eletrofisiologia com esta tarefa também ndo parece ser promissor. O Unico
estudo eletrofisiologico com a tarefa teve uma perda enorme da quantidade de animais que
iniciaram o experimento em relacao a analise dos dados eletrofisiologicos, extraindo dados de
apenas dois animais. (Inostroza et al., 2013). A aquisicdo de dados eletrofisiologicos é fugaz
e, por vezes utiliza tarefas menos complexas, que possam ser repetidas varias vezes, a fim de
aumentar a possibilidade de adquirir os dados necessarios a analise (Buzsaki, 2006) e, este
pode ter sido 0 motivo da perda de animais do estudo de Inostroza e colaboradores.

Levando em conta estas limitacGes, a tarefa ainda se mostra como a mais promissora
para o estudo da memdria similar a episdédica com carater temporal que integre os trés
aspectos comportamentais “o qué”, “onde” e “quando” e, os resultados aqui presentes podem
colaborar com uma crescente literatura que vem sendo construida com a utilizacdo desta

tarefa, junto a outras tarefas associativas e ndo associativas.
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Abstract

Episodic memory in its definition is intrinsic to humans, but studies have shown that
rats recollect an episodic-like memory based on three behavioural aspects (e.g., what, where
and when). Here we addressed the role of the dorsal hippocampal subfield CAl in an
integrative what-where-when task by bilaterally inactivating the area by using the GABAA
agonist muscimol. The saline group showed normal recollection for the three aspects of
episodic-like memory, while treated animals presented a profound memory impairment. Also,
the time of exploration did not differ among groups, which indicates that treated animals were
still fully motivated to explore the objects. This result suggests that the changes in exploration
ratios cannot account for impaired memory performance. Altogether, our data provides
evidence that CA1 plays an essential role in all episodic-like memory components.

Short Communication

Human episodic memory refers to the recollection of a particular event regarding
spatial and temporal contents (Tulving, 2002). In rats, it has been referred as an integrated
memory for objects (what), places (where) and temporal order (when) (Kart-Teke et al., 2006;
Binder et al., 2015). It has been shown that the hippocampus and other areas, such as the
entorhinal, perirhinal, postrhinal and medial prefrontal cortices, are essential for episodic
memory processing (Aggleton, 2014; Kesner & Rolls, 2015).

Studies have shown that the hippocampal subfield CA1 processes temporal and spatial
aspects of different memory tasks (Lee, Hunsaker & Kesner, 2005; Hoge & Kesner, 2007,
Binder et al., 2015). As said, rats do have an integrated episodic-like memory (considering a
what-where-when task) (Kart-teke et al., 2006). Through the last 10 years, some studies has

shown the involvement of the medial prefrontal cortex (mPFC), perirhinal cortex (PRH) and
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CA3 in the task (Li & Chao, 2008; DeVito & Eichenbaum, 2010; Barbosa et al., 2013; De
Souza Silva et al., 2015), but no study focused on the role of CAl and, here we address this
gap.

Twenty four naive male Wistar rats (Thomas George, Brazil), aged from 3 to 4 months
and weighting between 270-360g were used as subjects in the experiment. They were housed
in groups of 4 or 5 per cage in a room with controlled temperature (24 + 1°C) and kept on a
12-h light-dark cycle (lights on at 6:30 am, off at 6:30 pm) with testing carried out during the
light phase. Water and food was available ad libitum throughout the study. Animals were
handled according to the Brazilian law for the use of animals in scientific research (Law
Number 11.794) and all procedures were approved by the local ethics committee (protocol
number 050/2015). All efforts were made to minimize animal pain, suffering, or discomfort as
well as the number of rats used in all experiments.

Animals were anaesthetised with intraperitoneal ketamine (100mg/kg) and xylazine
(50mg/kg). Next, they were positioned in a stereotaxic apparatus (Insight, Brazil) and the
skull was exposed. Stainless guide cannulae (22 gauge, 12mm) were implanted bilaterally in
the dorsal hippocampus subregion CA1. The stereotaxic coordinates from bregma for guide
cannula placement in the dorsal CA1 were anterior-posterior (AP) = -3.4mm, medial-lateral
(ML) = £2.0mm and dorsal-ventral (DV) = -2.0mm. The guide cannula tips were placed 1mm
above the injection site to minimize damage to the area of interest. The guide cannulae were
anchored to the skull with a stainless steel wire to protect it from obstruction. After surgery,
animals received anti-inflammatory (diclofenac sodium 75 mg/ml, i.m.) and antibiotic
(penicillin 60.000 Ul/ml, i.m) treatments. Animals were given 2 days of recovery before the
handling procedures, totalizing 07 days of recovery at the end of the handling.

Behavioural tests were carried in a sound-attenuated room with controlled light
intensity (10 lux) at the center of the apparatus. A transparent circular acrylic open field (60 x
45 cm) was used to access object exploration. Distant cues were placed in the room and
proximal cues were placed in the open-field to facilitate self-location in the apparatus. The
episodic-like memory paradigm accesses an integrated memory for places, objects and
temporal order, tough is dependent on spontaneous object exploration. Five sets of objects in
quadruplicate were used randomly through experiments. Objects were made of plastic and
differed in height (5-10cm), width (5-10cm), colour, texture and shape. All objects were filled
with plaster to ensure that the animals would not displace them. The apparatus and objects
were cleaned with a 5% alcohol solution after each session and all sessions were recorded by

a digital camera placed 2m above the apparatus.
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The experimental procedures were similar as described earlier (Barbosa et al., 2013)
and were completed in 9 days. All animals were handled for 20 minutes/day for 5 days. After
handling animals passed by 3 days of habituation to the open-field without any objects. A day
after the habituation procedures animals did the task. The episodic-like memory task consisted
of two sample trials and one test trial of five minutes each. The delay between each trial was
60 minutes. The circular open field was virtually divided into eight equal areas and objects
were placed in these locations (figure 1). In the first sample trial animals were allowed to
explore four identical objects randomly located in four different places out of eight. In the
second sample trial, four novel identical objects were placed in the arena. Whereas two of
them were placed in two of four possible locations that were previously occupied, the other
two were placed in two of four locations that were not occupied before. In the test trial there
were two copies of objects from the first trial (old familiar objects, represented by A) and two
copies from the second trial (recent familiar objects, represented by B), where one of each set
of objects were stationary (objects represented by Al and B1) and another displaced (objects
represented by A2 and B2), relative to the initial position. An example of object placement in
this task is provided in Figure 1.

In this task, rats tend to explore the object A1 more than B1, object B2 more than B1
and object A1 more than A2, respectively reflecting memory for temporal order, place and an
integration of episodic-like memory components (Kart-teke et al., 2006; Inostroza et al., 2013;
Chao et al., 2014). This inversed exploration pattern of the old familiar objects indicates an
interaction between the location (“where” component) and the temporal order (“when”
component) that they were presented, providing evidence that rats show an integrated memory
for “what-where-when” components of episodic-like memory (Kart-teke et al., 2006, Barbosa
et al., 2013; Chao et al., 2014).

Sample 1 Sample 2 Test

Fig. 1. Scheme of the open-field and object placement (one example). Rats spent 5 minutes
in each trial and the time interval between trials was of 1 hour. In the test trial, two objects
from sample 1 and two objects from sample two were placed in the arena, either being
stationary or displaced relative to its initial position. Al: old familiar stationary; A2: old
familiar displaced; B1: recent familiar stationary; B2: recent familiar displaced. The pattern of
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exploration expected is of A1>B1 (temporal pattern); B2>B1 (spatial pattern) and A1>A2
(integrative pattern)

To identify the role of CA1 during the execution of the episodic-like memory task we
inactivated it using the selective GABAA agonist muscimol (Sigma, USA). Muscimol was
used because it doesn’t cause a permanent damage to neural tissue, as lesion methods, as it
only has a local inhibitory effect (Edeline, Hars, Hennevin & Cotillon, 2002; Leéo et al.,
2016).

Muscimol (Sigma, USA) was administered intra-hippocampal bilaterally (0.2 pl per
side) at the dose of 0.2 pg. The same volume of saline solution (0.9% NaCl) was given to the
control group. The infusion was performed via a microsyringe pump (Insight, Brazil) using
10pg Hamilton syringes connected to a polyethylene tube. Following the infusions, injection
needles were left for 30 seconds in the guide cannulae, allowing a complete diffusion of the
drug from the needle tip. After the injection, rats went back to their home cages for 20
minutes before the first sample trial of the task. The dose and volume were chosen based on
previous studies investigating the central effect of muscimol infusions (Edeline, Hars,
Hennevin & Cotillon, 2002; Ledo et al., 2016).

After the experiment rats were deeply anaesthetized with 1 ml of sodium thiopental
(25 mg/ml) and perfused intracardially with 0.2N phosphate buffered solution followed by a
10% paraformaldehyde solution. The brains were infused with methylene blue at 0.2 pg,
removed and stored in 10% paraformaldehyde associated with 30% sucrose at 4°C for 72 h
before being frozen and sectioned into 50 um slices using a cryostat (Leica, Germany). The
sections were mounted onto glass slides and Nissl stained with cresyl violet. The slides were
examined under the microscope to verify of the exact placement of the cannulae and the
infusion needle tip. Only data from animals with correct cannulae placement were computed
for statistical analysis. A scheme and a picture of the cannulae placement is shown in figure 2.

All sessions were filmed and analysed manually by a researcher after the experiments
with a tracking software (Ethowatcher, Brazil). Object exploration was considered as animals
made physical contact with an object with snout, vibrissae or forepaws. Other behaviours,
such as contacting the object, while visually exploring the environment, and standing close to

the object without exploring it, were not considered.
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Fig.2. Schemes and a picture of the cannulae placement and niddle tips. (A) schematic of the
cannulae placement ranging from -3.24 to -3.60 from bregma. Injection sites might not
correspond to correct number of animal described due to overlapping points. (B) Cresyl violet
stained representation of the methylene blue infusion.

We calculated an exploration ratio for each object and a discrimination index for each
expected pattern of exploration (DeVito & Eichenbaum, 2010; Inostroza et al., 2013). The
exploration ratio is a measure of how much an object was explored regarding the exploration
of all objects, and the output shows a value between 0 and 1, while the discrimination index is
given by how much an object is discriminated relative to another object, and the output ranges
from -1 to 1. Since in this task we have an expectation of exploration of objects A1>B1 (old
stationary > recent stationary), B2>B1 (recent displaced > recent stationary) and A1>Az2 (old
stationary > old displaced), we calculated three indexes:

Temporal Index = (time exploring Al — time exploring B1) / (time exploring Al +
time exploring B1);

Spatial Index = (time exploring B2 — time exploring B1) / (time exploring B2 + time
exploring B1);

Integration Index = (time exploring Al — time exploring A2) / (time exploring Al +
time exploring A2).

All data were tested for normality using Shapiro-Wilk’s test, and for homogeneity

using Levene’s test. Parametric tests were used as data showed a normal distribution, and
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correspondent F and t values were adopted according to the homogeneity of variance. A
general linear model (GLM) with repeated measures was applied to assess total time of
exploration, exploration ratios and discrimination indexes in each group. Also, paired sample
t-tests and one sample t-tests were done respectively for exploration ratios and discrimination
indexes. Two-tailed statistical comparisons were applied and the significant level was set as p
< 0.05. We also calculated the size effect for each t-test and the GLM using G*Power 3 (Faul,
Erdfelder, Buchner, & Lang, 2009).

Analyzing exploration ratios, paired t-tests revealed significant effects for the saline
group in all analyzed patterns in the test trial: A1xB1 [t(10) = 3,725, p=0,004; d = 1,13];
B2xB1 [t(10) = 3,726, p = 0,004; d = 1,13] and A1xA2 [t(10) = 2,551, p = 0,029; d = 0,78].
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This provides evidence that animals showed a memory for “what,” “where,” and “when”, i.e.,
episodic-like memory (ELM). In the experimental group, animals didn’t showed an episodic-
like memory: A1xB1 [t(7) = -1,433, p=0,195; d = 0,50]; B2xB1 [t(7) =-1,401, p =0,204; d =
0,49] and A1xA2 [t(7) =-1,170, p = 0,280; d = 0,41] (Figure 3A).

The repeated measures GLM with the within factor “objects” and the between factor
“groups” showed a significant effect for the interaction “groups x objects” [F(3,51) =4,943, p
= 0,004, f = 0,53], but not for “groups” [F(1,17) = 1,428, p = 0,249; f = 0,27] or “objects”
[F(3,51)=0,549, p= 0,651, f =0,17].

Regarding discrimination indexes, one-sample t-tests showed significant effects for the
saline group in all indexes availed in the test trial: temporal index [t(10) = 3,798, p = 0,003;
dz = 1.17]; spatial index [t(10) = 3,583, p = 0,005; dz = 1.08] and integration index [t(10)
=2,551, p = 0,029; dz = 0.76], showing again, that animals evoked an episodic-like memory.
This didn’t happened to the muscimol group: temporal index [t(7) = -1,144, p = 0,290; dz =
0.40]; spatial index [t(7) = -1,340, p =0,222; dz = 0.47] and integration index [t(7) = -0,862, p
=0,417; dz = 0.29] (Figure 3B)

Another repeated measures GLM with the within factor “indexes” and the between
factor “groups” was done. We found an effect for “groups” [F(1,17) = 13,047, p = 0,002; f =
0,86], but not for “indexes” [F(2,34) = 0,735, p = 0,439, f = 0,20] or the interaction “groups x
indexes” [F(2,34) = 0,052, p=0,887, f =0,05].
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Fig.3. The effects of muscimol administration before sample 1 on the test. (A) Exploration
ratios. * Significant comparisons between pairs Al and Bl; T significant comparisons
between pairs B2 and B1; # significant comparisons between pairs Al and A2. (B)
Discrimination indexes. * Significant comparisons of temporal, spatial and integration
indexes. All Graphics represent mean and standard error and all comparisons were significant
considering p<0.05.

To see if the patterns of exploration were influenced by a lack of exploration in one of
the groups we carried a repeated measures GLM with the within factor “trials” and the
between factor “groups”, using the total time of exploration of each trial. There was no effect
for “trials” [F(2,34) = 0,399, p = 0,602, f = 0,15], “groups” [F(1,17) = 2,569, p= 0,127, f =
0,38] and for the interaction “trials x groups” [F(2,34) = 0,281, p = 0,678, f = 0,12] (Figure
3).

Saline Muscimol
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[ Test
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30 —
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10

Total time of exploration in seconds

0

Fig. 3 Total time of exploration of sample 1, sample 2 and test trials, compared by a repeated
measures GLM. The graphics represent the mean and the standard error.

Here we addressed the role of the hippocampal subregion CAL in a task that access
integrated spatial and temporal aspects of episodic-like memory. Bilateral infusions of the
GABA agonist muscimol impaired episodic-like memory in male wistar rats, compared to
the control group. We used exploration ratios and discrimination indexes, two commonly used
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measures in object recognition tasks, to address the pattern of exploration of the animals, and
total time of exploration to see if the pattern of exploration was influenced by a lack of
exploring motivation.

The saline group showed significant results compared to the experimental group in
both behavioural measures with high and medium size effects, and no significant differences
in total time of exploration. Regarding the exploration ratio, a repeated measures GLM with
the within factor “objects” and the between factor “groups” showed no effect of objects of
groups alone, but showed an interaction between “groups x objects”. This interestingly shows
that animals in the saline group had an integrated episodic-like memory, while the
experimental group doesn’t, excluding the possibility of a specific exploration pattern by both
groups, or preference for a particular object. This is supported by prior literature (Li & Chao,
2008; DeVito & Eichenbaum, 2010; Barbosa et al., 2013; De Souza Silva et al., 2015)

Regarding discrimination indexes, the repeated measures GLM with the within factor
“indexes” and the between factor “groups” show no effect of “indexes” or an interaction of
both, but showed an effect of “groups”. This was expected, since an effect of “indexes” would
reflect a particular pattern of exploration in both groups, and an interaction of “indexes x
groups” would implicate an inversion of the patterns expected by one of the groups, showing
then, not only an impairment of the episodic-like memory, but a new completely inversed
pattern that would not corroborate with the results of previous studies (Li & Chao, 2008;
DeVito & Eichenbaum, 2010; Barbosa et al., 2013; De Souza Silva et al., 2015).

To see if the pattern of exploration was influenced by a lack of exploration in the
experimental group, we carried a repeated measures GLM with the within factor “sessions”
and the between factor “groups”. There were no “effects” of sessions and “groups”, and no
interaction between them, reflecting that muscimol didn’t influenced the motivation of
exploration of the animals.

A great number of studies has been carried addressing the role of hippocampal and
extrahippocampal areas in non-associative what, where and when tasks (Bussey et al., 1999;
DeVito & Eichenbaum., 2010; Wilson, Langston, et al., 2013; Wilson, Watanabe, Milner, &
Ainge, 2013; Binder et al., 2015 De Souza Silva et al., 2015, Chao et al., 2016). The majority
of these studies use different methods of permanent lesions to these areas, while the minority
uses temporal inactivation methods.

It is proposed that the hippocampus processes more complex information than other
extrahippocampal areas (Eichenbaum, Sauvage, Fortin, Komorowski, & Lipton, 2012).
Regarding that, there is a common sense that the hippocampus is not involved in the novel

object recognition task (NOR) (Mumby, Gaskin, Glenn, Schramek & Lehmann, 2002;
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Langston & Wood, 2010; Wilson, Langston, et al., 2013; Wilson, Watanabe, Milner, &
Ainge, 2013; Chao et al., 2016).

However, a few studies has shown a role of the hippocampus in the NOR (De Lima,
Luft, Roesler, & Schréder, 2006; Cohen et al., 2013), the main difference of the results in
these studies regards on the method used to see the role of the hippocampus in the NOR task.
While the studies that indicate that the hippocampus is not involved in the NOR task use
permanent lesions, the studies that indicate a role use temporal inactivations. This discussion
is addressed in a recent review (Cohen & Stackman, 2015).

Altogether, our data provides clear evidence that the hippocampal subfield CAl has a
role in this episodic-like memory task, but it remains unclear if this is relative to a role of the
area in recognizing objects, or if it’s relative to a role in processing temporal and spatial

aspects.
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