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RESUMO

As memorias, armazenadas em células do engrama, sdo essenciais para a evocacdo de
experiéncias passadas, sendo sensiveis a modulacdo apds a aquisi¢do e passando por um
processo de consolidacdo, que ocorre tanto em nivel celular/sindptico quanto
sistémico/encefalico. Através da manipulacdo de engramas especificos, temos a
possibilidade de compreender melhor a funcdo das diversas estruturas envolvidas na
formagdo e manuten¢do de memorias aversivas. Além disso, a evocacdo de uma memoria
pode desencadear processos como a reconsolidacdo ou extin¢do. Sugere-se que o engrama
original de uma memodria seja reativado durante a reconsolidagdo para que essas
informagdes possam ser atualizadas, no entanto, ainda existem debates em relagdo a
natureza de memorias de extingdo: um novo engrama ¢ criado ou ocorrem modifica¢cdes no
engrama original de medo? Neste estudo, utilizamos o método Daun(02, em ratos Wistar c-
Fos-lacZ para induzir a apoptose de neurdnios fortemente ativos, a fim de examinar se um
novo engrama emerge como resultado de uma reativagdo curta ou longa, ou se esses
processos dependem de modificagdes no engrama original localizado na amigdala
basolateral (BLA) e cértex infralimbico (IL). Também avaliamos o papel de neurénios do
cortex pré-limbico (PL) recrutados durante a consolidagdo para a evocacdo de memorias
recentes e remotas. Ao eliminar neurdnios ativos durante a consolidag¢do e reativagdo,
observamos impactos significativos na memoria aversiva, destacando a importancia do
engrama da BLA nesses processos. Embora ndo tenhamos conseguido observar qualquer
impacto apds a remog¢do de neurdnios ativos durante o teste de uma memoria previamente
extinta na BLA, a remo¢ao do engrama de extingdo do IL reativou a memoria aversiva que
havia sido suprimida pela memoria de extingdo. Assim, demonstramos que o cortex IL
desempenha um papel crucial na rede envolvida na extingdo de memdrias, e perturbaressa
conexdo especifica € suficiente para prejudicar essa memoria. Além disso, nosso estudo
indica que as memdrias de extin¢do dependem da formagdo de um novo engrama, apoiando
a teoria de que as memorias de extingdo dependem da formagdo de uma nova memoria,
enquanto que a reconsolidagdo reativa o mesmo tragco da memoria. Observamos também
que apds o condicionamento aversivo, o engrama do cortex PL ¢ dispensavel para a
evocacdo de memorias recentes, mas crucial para a evocacdo de memorias contextuais
remotas. Os neurdnios que constituem esse engrama sao alocados durante a aquisi¢do, e sua
eliminagdo prejudica a evocagdo apds a consolidagdo sist€émica. Este estudo enriquece a
compreensdo da dinamica do engrama de diversas estruturas em diferentes processos da
memoria.



ABSTRACT

Memories, stored in engram cells, are essential for recalling past experiences, being
sensitive to modulation post-acquisition, and undergoing a consolidation process, which
occurs at both cellular/synaptic and systemic/brain levels. Through the manipulation of
specific engrams, we can better understand the function of various structures involved in
the formation and maintenance of aversive memories. Additionally, memory recall can
trigger processes such as reconsolidation or extinction. It is suggested that the original
engram of memory is reactivated during reconsolidation so that information can be
updated; however, there are still debates regarding the nature of extinction memories: is a
new engram created, or are modifications made to the original fear engram? In this study,
we used the Daun02 method, which employs c-Fos-lacZ Wistar rats to induce apoptosis of
strongly active neurons, to examine whether a new engram emerges as a result of short or
long reactivation, or if these processes depend on modifications to the original engram
located in the basolateral amygdala (BLA) and infralimbic cortex (IL). We also evaluated
the role of pre-limbic cortex (PL) neurons recruited during consolidation for the recall of
recent and remote memories. By eliminating active neurons during consolidation and
reactivation, we observed significant impacts on aversive memory, highlighting the
importance of the BLA engram in these processes. Although we did not observe any impact
after removing active neurons during the test of a previously extinct memory in the BLA,
removal of the extinction engram from the IL reactivated the aversive memory that had
been suppressed. Thus, we demonstrate that the IL cortex plays a crucial role in the network
involved in memory extinction, and disrupting this specific connection is sufficient to
impair this memory. Furthermore, our study indicates that extinction memories depend on
the formation of a new engram, supporting the theory that extinction memories rely on the
formation of a new memory, while reconsolidation reactivates the same memory trace. We
also observed that after aversive conditioning, the PL cortex engram is dispensable for
recalling recent memories but crucial for recalling remote contextual memories. The
neurons comprising this engram are allocated during memory acquisition, and their
elimination impairs recall after systemic consolidation. This study enriches the
understanding of engram dynamics in various structures involved in different memory
processes.
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1. INTRODUCAO
1.1.  MEMORIA

A memoria pode ser definida como uma alteracdo de comportamento baseada em
uma experiéncia prévia que persiste além do estimulo ambiental que a produziu (Kukushkin;
Carew, 2017). A busca pela compreensdo dos mecanismos envolvidos nos processos de
aprendizageme memdria esta entre os principais objetivos da neurociéncia contemporanea.
Estes fenomenos, embora frequentemente tratados como entidades observaveis, sdo, na
verdade, conceitos tedricos que buscam explicar a influéncia da experiéncia no
comportamento humano (Rudy, 2014). Em 1987 Larry Squire teve grande influéncia na
definicdo destes conceitos, destacando que o aprendizado € o processo pelo qual novas
informagdes sdo adquiridas, enquanto que a memoria se refere a persisténcia desse
aprendizado em um estado em que possa ser acessado posteriormente (Squire, 1987).

Através da memoria conseguimos transmitir informagdes através do tempo. Portanto,
recordar de algo, faz com que sejamos capazes de nos transportar através do tempo e
reviver eventos e experiéncias passadas (Richards; Frankland, 2017). Acredita-se que as
memorias sejam codificadas em nosso encéfalo através de modifica¢des fisicas, pelo
fortalecimento das conexdes sindpticas entre os neurdnios envolvidos na formacdo e
manuten¢do dessa memoria (Josselyn; Kohler; Frankland, 2015). Sendo assim, em um nivel
neuronal, sugere-se que ao recordarmos de algo o estado de nosso encéfalo representa um
estado correspondente ao do evento recordado, reativando os padrdes de atividade neuronal
ativos no momento da codificacéo dessa informagdo (Jung ef al., 2023).

Os primeiros estudos na area da memoria foram conduzidos por psicologos que
examinaram a relag@o entre experiéncia e comportamento (Ebbinghaus, 1913). Ebbinghaus,
por exemplo, investigou fatores como o numero de repeticdes de uma lista de silabas
durante a fase de memorizacdo e o intervalo entre a aprendizagem e a fase de teste,
explorando os impactos desses elementos no aprendizado e na retengdo da memoria. Esses
estudos foram fundamentais para identificar fenomenos e estabelecer conceitos que
serviram de base para as pesquisas neurobiologicas atuais (Takehara-Nishiuchi, 2021).
Contudo, as pesquisas modernas buscam compreender como as experiéncias influenciam o
comportamento por meio de analises moleculares e celulares, que elucidam as alteracdes
nos sistemas encefalicos e identificam as regides envolvidas no processamento e
manuten¢do de memodrias (Josselyn; Kohler; Frankland, 2015; Kitamura et al., 2017;

Richards; Frankland, 2017).
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Os estudos de Pavlov em 1927 foram fundamentais para o entendimento da memoria,
pois seus experimentos utilizando o aprendizado associativo possibilitaram estudar as
diferentes fases da memoria tanto em modelos animais quanto em seres humanos
(Hawkins; Byrne, 2015; Pavlov, 1927; Pearce; Bouton, 2001). Sua metodologia era baseada
na associa¢do de um estimulo neutro, como o toque de um sino (chamado de estimulo
condicionado — CS, do inglés conditioned stimulus), pareado com um evento de significado
bioldgico, como a comida (chamado de estimulo incondicionado — US, do inglés
unconditioned stimulus). Apos vérias apresenta¢des do CS pareado com o US, os animais
aprendem a associar e responder ao CS mesmo na auséncia do US (Rudy, 2014).
Atualmente, o condicionamento aversivo, ao tom ou ao contexto, € uma das tarefas
comportamentais mais utilizadas para estudar os processos mnemonicos, no qual o
comportamento de congelamento (freezing) do animal ¢ mensurado e quantificado como
resposta de medo, atuando como um indicador do aprendizado e da memoria (Kandel et al.,
2021).

Os processos mnemonicos sdo sustentados por mudancas na forg¢a das sinapses, e,
acredita-se, que as sinapses sejam o local central onde as informagdes sdo armazenadas no
encéfalo (Richards; Frankland, 2017). O mecanismo pelo qual as mudangas na forca
sinaptica podem ocorrer foi proposto pela primeira vez por Hebb, (1949) ficando conhecido
como 'regrade Hebb'. Resumidamente, os neuronios que disparam juntos, se conectam
juntos. Atualmente, sabe-se que sinapses podem alterar sua estrutura e fungéo, fortalecendo
ou enfraquecendo-se ao longo do tempo de maneira dependente da atividade. Essa
capacidade ¢ conhecida como plasticidade sinaptica e € considerada a base dos processos
de aprendizagem e memoria (Bocchio; Nabavi; Capogna, 2017; Nabavi ef al., 2014).

Os modelos celulares classicos da plasticidade sinaptica envolvem dois fendmenos
conhecidos como potencia¢do de longa duragdo (LTP, do inglé€s long-term potentiation) e
depressdo de longa duragdo (LTD, do inglés long-term depression). Enquanto os
mecanismos de LTD correspondem a um enfraquecimento da forca sinédptica, a LTP ¢ um
aumento duradouro na forga sinaptica que ocorre em resposta a uma breve estimulagéo de
alta frequéncia (Bocchio; Nabavi; Capogna, 2017). Tanto a LTP, quanto a LTD estdo
intrinsecamente ligadasa formagdo, persisténcia, manutencdo e flexibilidade da memoria
(Izquierdo et al., 2008; Monfils; Teskey, 2004; Nabavi et al., 2014; Stacho; Manahan-

Vaughan, 2022). A indu¢do da LTP desencadeia cascatas celulares e moleculares que



14

podem resultar no aumento da densidadee volume dos espinhos dendriticos, bem como dos
receptores ionotrépicos glutamatérgicos. Em contrapartida, a LTD esta associada a reducgao
do niimero desses receptores e possivelmente uma diminui¢ao dos espinhos dendriticos. Os
espinhos dendriticos, considerados pontos-chave da plasticidade, sustentam a LTP ¢ LTD
no sistema nervoso de mamiferos (Frank et al., 2018;Maiti; Manna; Mcdonald, 2015).

A formacdo de uma memoria ndo € um processo instantdneo, pois requer inumeras
modifica¢des celulares e moleculares, que resultam em alteracdes nas conexdes sindpticas
dos neurdnios envolvidos e que se refletem no comportamento dos individuos. Logo, a
memoria pode ser dividida em diferentes fases ou processos, tais como consolidagéo,
evocacdo, reconsolidacdo e extingdo (De Oliveira Alvares; Do-Monte, 2021; Guskjolen;

Cembrowski, 2023). Esses serdo discutidos em mais detalhes a seguir.

1.1.1. Consolidagdo

A transformacdo de informag¢des em memorias de longa duragdo ndo ocorre
instantaneamente e seu mecanismo ainda ndo estd bem elucidado. Sabe-se que logo apos a
aquisi¢do as memorias encontram-se labeis e sensiveis a modulagdo, portanto, podem ser
fortalecidas, alteradas ou apagadas (Pedraza et al., 2016). Gradualmente, as memorias
adquirem uma forma mais estavel e duradoura e esse processo € chamado de consolidagéo.
O termo “consolida¢do” é comumente utilizado em referéncia a dois niveis desse processo,
o nivel celular/sinaptico e o nivel sistémico/encefalico (Dudai, 2004).

A consolidagdo sindptica faz referéncia as transformag¢des que ocorrem em nivel
sinaptico para manter as informagdes no circuito neural, ou seja, no conjunto de neurdnios
que codificaa memoria (engrama). O estimulo inicial da informagfo a ser consolidada
inicia-se com uma série de eventos celulares e moleculares, que incluem a ativagdo de
cascatas de segundos mensageiros, trafego de receptores e a sintese de novas proteinas
(Dudai, 2004; Dudai; Karni; Born, 2015). Essas etapas sdo necessdrias para que haja a
remodelagdo ou crescimento das conexdes sindpticas e, portanto, o armazenamento da
memoria (Hernandez; Abel, 2008; Herry; Johansen, 2014). A consolidagdo sinaptica
geralmente ¢ finalizada até poucas horas apds o seuinicio e torna a memoria resistente a
modifica¢des e perturbagdes (Dudai; Karni; Born, 2015). Conforme apontado por
Casagrande et al., (2018), o periodo necessario para a consolidacdo sinaptica de uma
memoria aversiva pode depender tanto da intensidade doestimulo inicial, quanto da
novidade da experiéncia aprendida. Portanto, eventos de fortes componentes emocionais,

bem como a existéncia de memorias com informagdes correlacionadas favorecem e
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aceleram a consolidacdo. Dessa maneira, a intensidade de um treino durante uma tarefa
aversiva, especialmente treinos de intensidade mais forte, podem acelerar a consolidagdo
da memoria, tornando o trago menos sensivel a interferéncias apds apenas algumas horas do
processo de aquisicdo (McGaugh, 2000; Pedraza ef al., 2016).

Apbs a consolidagdo sindptica, algumas memorias podem se tornar mais dependentes
de areas corticais, principalmente memorias oriundas do hipocampo (HPC), desta forma
essas memorias poderdo ser armazenadas por longos periodos, através de um processo
denominado de consolidacdo sistémica (Gilboa; Moscovitch, 2021; Moscovitch; Gilboa,
2022; Tonegawa; Morrissey; Kitamura, 2018). A consolidagdo sistémica é descrita como
um processo pelo qual memdrias, inicialmente dependentes do HPC, sdo reorganizadas e
gradualmente tornam-se mais dependentes do cortex pré-frontal (CPF) para o
armazenamento das suas informacgdes e consequentemente menos dependentes do HPC.
Esta etapa pode durar dias, meses ou até mesmo anos, dependendo do tipo de informagéo
que estd sendo consolidada (Frankland; Bontempi, 2005; Squire ef al., 2015).

No momento em que vivenciamos uma experi€éncia, varias estruturas encefalicas
participam para processar as informacdes sobre "o que", "quando" e "onde" isso esta
ocorrendo. O HPC entdo atua como um centro integrador das informag¢des para formar a
memoria do evento, mais especificamente contribuindo para as informagdes contextuais
ricas em detalhes (Tonegawa; Morrissey; Kitamura, 2018). Porém, com o passar do tempo
essas informagdes serdo reorganizadas em areas corticais responsaveis por sua manuten¢ao
a longo prazo (Kitamura ef al., 2017). Esse processo de matura¢do inclui o aumento da
densidade de espinhos dendriticos nas células do engrama presentes no CPF. Enquanto isso,
o engrama hipocampal formado durante a aquisicdo torna-se silencioso com o tempo
(Tonegawa; Morrissey; Kitamura,2018).

Atualmente, duas principais teorias buscam explicar a consolidagdo sistémica,
destacando-se o Modelo Standard e a Teoria dos Multiplos Tracos (Takehara-Nishiuchi,
2021). O Modelo Standard da Consolidacdo Sistémica prediz que, ao longo do tempo,
ocorre uma reorganizagdo na conectividade entre o HPC e o cértex, com as conexdes HPC-
cortex sendo progressivamente enfraquecidas e as conexdes coértex-cortex sendo
fortalecidas (Figura 1). Logo, nessa perspectiva, o papel do HPC ¢ transitério no
armazenamento de informagdes, enquanto o cortex atua tanto como sendo o destino final,
ou seja, o armazenando o tragco mnemonico, quanto sendo responsavel pela evocagdo da

memoria (Frankland; Bontempi, 2005).
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NOVO TRAGCO DE MEMORIA TRACO DE MEMORIA ANTIGO

CORTEX e, e\

SISTEMA HIPOCAMPAL

Figura 1: Representacio esquematica do modelo Standard da consolidacio sistémica. Inicialmente a
memoria consiste em representagdes corticais fracamente conectadas (circulos roxos) da experiéncia,
mantidas juntas por conexdes temporarias do sistema hipocampal. Memorias recentes requerem a atividade do
sistema hipocampal para a evocagio. A medida que a meméria envelhece, processos intrinsecos resultam no
fortalecimento das conexdes entre as representa¢des corticais, portanto a memoria agora pode ser evocada
sem a necessidade do hipocampo. Adaptado de Rudy (2014).

Por outro lado, de acordo com a Teoria dos Multiplos Tragos, o circuito HPC-cértex
interage continuamente desde a aquisi¢do da memoria até sua evocacdo (Figura 2). No
entanto, 0 HPC seria responsavel por sustentar informag¢des precisas e ricas em detalhes,
principalmente contextuais (Winocur; Moscovitch; Sekeres, 2007), enquanto o cortex
sustentaria uma versdo mais genérica da memoria (Pedraza er al., 2016). Estudos
conduzidos por De Oliveira Alvares e colaboradores (2013) indicam que a dindmica da
consolidagdo sistémica pode ser alterada pormeio de sessdes de reativagdes da memoria,
resultando em uma maior dependéncia do HPC e, consequentemente, em uma memoria
mais detalhada, impedindo a generalizagdo da memoria comumente presente na
consolidagdo sist€émica (De Oliveira Alvares et al., 2013). Em concordancia com esses
achados, Jasnow et al., (2017) sugerem que o processo de consolidagdosistémica permite a
generalizagdo da memoria, caracterizada pela perda da precisdo e dos detalhes presentes na
memoria original.

Dependendo da circunstancia, manter uma memoria de forma mais generalizada pode
permitir com que uma ameaga seja identificada de forma mais rdpida. No entanto, estudos
demonstram que memorias que possuem um forte componente emocional, formadas
durante experiéncias muito estressantes ou traumaticas, podem acelerar o processo de
consolidagao sistémica e levar a formacdo de memorias menos precisas que acabam se

tornando patologicas, como observado no transtorno do estresse pos-traumatico (Pedraza et
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al., 2016, Kessler et al., 2017).

NOVO TRAGO DE MEMORIA TRAGO DE MEMORIA ANTIGO

CORTEX

SISTEMA HIPOCAMPAL

Figura 2: Representaciio esquematica da Teoria dos Multiplos Tracos. Memorias de longa duraggo ainda
sdo dependentes da atividade do HPC, no entanto sdo mais resistentes a intervengdes, pois essas foram
reativadas mais vezes e, a cada reativagdo novos tracos s@o criados no HPC. Adaptado de Rudy (2014).

No processo de consolidag@o sist€mica, ndo ocorre uma transferéncia direta da
memoria do HPC para as estruturas corticais. Na verdade, durante o processo de
aprendizagem, as informagdes ja sdo codificadas tanto em estruturas corticais, quanto no
HPC (Kitamura ef al., 2017). Sendo assim, mudangas corticais graduais se iniciam durante
a aquisi¢do da informagdo e vdo maturando o engrama cortical com o passar do tempo,
formando uma memoria de longo prazo estavel que pode ser independente da atividade
hipocampal para a sua evoca¢do, porém mais generalizada, perdendo a precisdo de suas
informagdes (De Oliveira Alvares et al., 2011; Squire et al., 2015; Tonegawa; Morrissey;

Kitamura, 2018).

1.1.2. Evocacgdo

Memodrias sdo evocadas quando informagdes sobre o tempo, lugar ou contexto da
experiéncia em que foram formadas s@o apresentados (Kandel et al., 2021; Squire, 2004). A
evocacdo de memdrias também € um processo ativo e dindmico, que requer tanto a sintese,
quanto a degradagdo de proteinas, trafego de receptores glutamatérgicos (Hong ef al., 2013;
Lopez et al., 2015; Torquatto ef al., 2019; Redondo et al., 2020), além da reestruturagdo do
citoesqueleto e dos espinhos dendriticos (Lunardi et al., 2018; Popik et al., 2018).

Para que uma memdria seja evocada, inicialmente os neurdnios precisam passar por
umprocesso de tagging, uma forma de marcagdo molecular que permite que estes passem

pelas alteragdes de plasticidade necessarias, aumentando assim a sua excitabilidade basal



18

(Yiu et al., 2014). Esse processo de fagging ocorre em neurdnios que fardo parte do
engrama de uma memoria e permite que essas informagdes sejam consolidadas e evocadas
futuramente (Fan e al., 2022; Lesburgueres et al., 2011).

A reativagdo de neurdnios alocados durante a aquisi¢do da memdria é crucial para a
persisténcia dessas informagdes. Para que essas memorias sejam consolidadas
sistemicamente, € necessario que os neurdnios especificos ativados durante a codificacio
sejam ativados (Tanaka er al., 2014). Caso essa reativagdo seja impedida durante a
evocacdo da memoria, a recuperagdo dessas informagdes é comprometida (Denny ef al.,
2014; Han et al., 2009; Tanakaet al., 2014). A ativacdo desses neuronios, mesmo que de
forma artificial, é suficiente para induzir a evocagdo das informagdes (Liu et al., 2012;
Ramirez ef al., 2013, 2015; Trouche et al., 2016; Yiu ef al., 2014). Além disso, a evocagdo
de uma memoria pode resultar em alguns processos classicos, denominados reconsolidacéo
e extin¢do (De Oliveira Alvares; Do-Monte, 2021; Guskjolen; Cembrowski, 2023; Suzuki
et al., 2004).

1.1.3. Reconsolida¢do

E dito que, apds o periodo de consolidagéo, a memoria se torna estavel e resistente a
modulagdes. No entanto, acreditar que essas memorias sdo permanentemente inflexiveis
implicaria na auséncia de alteragdes ou atualizagdes. Portanto, para que possamos nos
adaptar ao ambiente em constante mudanga em que vivemos, € necessario que as nossas
memorias também sejam capazes de se flexibilizar (Lee; Nader; Schiller, 2017). Nos anos
2000 o trabalho publicado por Nader e colegas demonstrou que a reativa¢do da memoria
pode desencadear umperiodo labil e suscetivel a intervengdes, indicando que as memorias
consolidadas ndo sdo armazenadas de forma fixa e permanente, mas podem retornar a
um estado passivel deatualizagdes (Nader; Schafe; Ledoux, 2000).

Sendo assim, a evoca¢do de uma memoria pode torna-la novamente instavel, processo
denominado de desestabilizag@o, permitindo que o trago original seja reescrito tanto em
termosde intensidade quanto de conteido (De Oliveira Alvares et al., 2013; Popik et al.,
2020). E sabido que um elemento crucial para desencadear a reconsolidagio é a introdugéo
de novas informagdes durante a reativagdo (Morris ef al., 2006; Sinclair; Barense, 2018), ou
seja, o principio do erro de predigdo. Este principio refere-se a discrepancia entre o que é
antecipado com base em experiéncias prévias e os eventos reais. Uma relagdo entre

expectativa e realidade (Popik et al., 2020; Sevenster; Beckers; Kindt, 2013).
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Podemos também observar que a reconsolidagdo apresenta caracteristicas especificas
conhecidas como condig¢des limitantes (boundary conditions), sendo dois fatores principais
que limitam esse processo: a idade da memoria aversiva e a intensidade do treino (Lee;
Nader; Schiller, 2017). Assim, memorias de forte componente emocional, sdo menos
suscetiveis, ou até mesmo imunes, aos mecanismos da reconsolidagdo. Em modelos
animais as boundary conditions podem ser observadas durante a aplicacdo de protocolos
mais intensos de condicionamento aversivo, ou seja, utilizando treinos mais fortes (Wang;
De Oliveira Alvares; Nader, 2009). Da mesma forma, a idade das memorias também
dificulta a desestabilizacdo do trago mnemonico, sendo que memorias mais antigas sio
menos suscetiveis a interferéncias durante a reconsolidagdo (Frankland er al., 20006;

Milekic; Alberini, 2002).

1.1.4. Extingdo

A formag¢do de uma memodria de extingdo também pode ser desencadeada apds a
evocacdo da memoria. Esse processo mnemonico € caracterizado pela formagdo de uma
nova memoria neutra que inibe o trago original de medo sem apagé-lo (Furini; Myskiw;
Izquierdo, 2014). Entretanto, a inibicdo da memoria original é transitoria, assim a expressao
do medo eventualmente retorna. Experimentalmente, a exposic¢do prolongada ou repetida do
CS sem a apresentacdo do US pode levar a uma diminuicdo gradual da resposta
condicionada, acarretando no processo de extingdo. Curiosamente, embora a reconsolidacéo
e a extingdo sejam mecanismos bem diferentes, ambos podem ser desencadeados por um
evento semelhante, a apresenta¢do do CS sem o US. Em diferentes condi¢des de exposi¢ao
ao CS (exposicdo breve ou prolongada), observa-se a dominancia de um ou outro processo,
pois tanto a reconsolidacdo quanto a extingdo poderdo ser iniciadas (Merlo ef al., 2014;
Pedreira; Maldonado, 2003). O aumento gradual no tempo ou nimero de apresentagdes do
CS sem o US resulta em um decréscimo progressivo na resposta de medo dos animais, com
os receptores do tipo NMDA demonstrando um importante papel na transi¢do entre o
processo de reconsolidagdo e extingdo (Merlo et al., 2014).

Além disso, ao contrario da reconsolidagdo, pesquisas sugerem que as memorias de
extingdo envolvam a formacdo de um novo conjunto de neurdnios responsaveis por
suprimir a memoria original (Khalaf; Graff, 2019; Lacagnina ef al., 2019; Zhang; Kim;
Tonegawa, 2020). Essa no¢do ¢ respaldada pela evidéncia da recorréncia do medo, induzida
por renovacdo (remewal), reinstalagdo (reinstatement) ou recuperagdo espontanea

(spontaneous recovery) (Lee; Kaang, 2023). Acredita-se que a redu¢o na resposta de medo
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durante a extingdo seja regulada pela atividade do nucleo central da amigdala (CeA) e sua
conectividade bidirecional com o cortex pré-frontal medial (CPFm) e o nuicleo basolateral
da amigdala (BLA) (Bocchio; Nabavi; Capogna, 2017; Lee; Kaang, 2023). De fato,
diversos estudos demonstram a participacdo de engramas especificos da amigdala
(AMG) para a formacdo, manutengdo e expressdo de memorias de extingdo (Herry ef al.,
2008; Lay et al., 2022; Zhang; Kim; Tonegawa, 2020).

Outra teoria que poderia explicar a formagdo de memdrias de exting@o é o principio
de wunlearning ou desaprendizagem, que prediz que a extingdo ocorre através do
enfraquecimento das conexdes previamente estabelecidas entre o CS e o US (Choi ef al.,
2021; Hong et al., 2009; Lai; Adler; Gan, 2018). Portanto, durante a formagdo de uma
memoria sinapses pertencentes aesse circuito estariam sendo potenciadas, enquanto que a
extingdo dessa memoria levaria a depotenciagdo desses neurdnios (Kim et al., 2007).
Entretanto, alguns estudos apresentaram evidéncias conflitantes sobre os mecanismos de
unlearning a nivel sinaptico (Herry; Johansen,2014; Lacagnina et al., 2019; Zhang; Kim;
Tonegawa, 2020).

A natureza do engrama de memoria de extingdo, seja envolvendo uma nova
aprendizagem ou um unlearning, continua sendo um toépico complexo e altamente debatido
na area da memoria (De Oliveira Alvares; Do-Monte, 2021; Lee; Kaang, 2023). Diferentes
estudos t€m apresentado perspectivas contrastantes, sendo que alguns defendem a ideia de
que a extingdo representa um processo de nova aprendizagem, outros propdem que a
extingdo pode envolver um unlearning ou a reorganizacdo de circuitos neurais existentes
associados & memoria de medo (Clem; Schiller, 2016). E possivel que o real mecanismo por
trds da formagdo de memoriade extingdo seja influenciado por diversos fatores, como a
intensidade da memoria de medo e o protocolo utilizado durante a extin¢éo (por exemplo,
duracdo da sessdo ou exposi¢do espagada versus concentrada). Dependendo desses fatores,
cada mecanismo pode operar simultaneamente ou sequencialmente para alcangar uma

extin¢do bem-sucedida (An et al., 2017).

1.1.5. Reconsolidacdo vs. extingdo

A evocacdo de uma memoria associativa por meio da exposi¢do ao CS pode
desencadear tanto a manutengdo, a inibicdo quanto o reforco das memdrias armazenadas,
dependendo do nimero ou extensdo das apresentagdes do estimulo. Sendo que, uma breve
apresentacdo do CS leva a reconsolidagdo da memoria e a manutencdo da resposta

condicionada (Pedreira; Pérez-Cuesta; Maldonado, 2004; Sevenster; Beckers; Kindt, 2013).
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Por outro lado, longas ou repetidas apresentacdes do CS durante a reexposi¢do leva a uma
extingdo e a inibi¢do da resposta condicionada (Merlo et al., 2014).

Os testes comportamentais também sdo capazes de caracterizar a extingdo e
distingui-la da reconsolidag¢@o. Durante um teste de renewal, quando o CS é apresentado
fora do contexto de extingo, ou seja, no mesmo contexto em que ocorreu o treino aversivo,
¢ evidenciado comportamentalmente que a memoria de extingdo ¢ dependente do contexto
e resulta no retorno da memoria original (Effting & Kindt, 2007). O teste de reinstatement,
em que o US ¢ apresentado inesperadamente, sem associacdo com o CS, serve como gatilho
para o retorno da memoria de medo (Gogolla et al., 2009). Durante o teste de recuperagio
espontanea observamos que com o passar do tempo a memdria original acaba ressurgindo
(Schiller et al., 2010). No caso da reconsolidag@o, a memoria original € reescrita, portanto
ndo retornaria aos mesmos niveis de comportamento de medo em nenhum dos testes
mencionados, permitindo distinguir ambos os processos mnemonicos (Popik et al., 2020).

Ambos o0s processos parecem necessitar a ativacdo prévia dos receptores de glutamato
dotipo n-metil-D-aspartato (NMDA) e da ativagdo da enzima cinase regulada por sinal
extracelular 1/2 (ERK1/2) (Merlo et al., 2014; Merlo; Milton; Everitt, 2018). Porém, estes
processos podem ser distinguidos por caracteristicas regionais e moleculares, visto que os
receptores canabindides do tipo CB1 e a proteina cinase LIM (LIMK) parecem ter ac¢des
distintas no HPC durante ambos os processos. Enquanto o sistema endocanabinéide parece
determinar o equilibrio entre os processos de manutencdo ou fortalecimento da memoria
original (reconsolida¢do) e o estabelecimento de uma nova memoria (extingdo), a atividade
da LIMK parece ser crucial apenas durante a reconsolidacdo da memdria (De Oliveira
Alvares et al., 2008; Lunardi et al., 2018). Além disso, durante a reconsolidacdo e extingéo,
as memorias sdo dependentes da atividade da proteina de ligacdo ao elemento de resposta
ao AMP ciclico (CREB) em regides distintas do encéfalo, visto que durante a
reconsolidag@o observa-se uma ativacdo significativa na expressdo génica mediada por
CREB no HPC e AMG, enquanto que durante a extingdo essa expressio de CREB ¢
observada na AMG e no CPF (Mamiya et al., 2009).

A reconsolidacdo e a extingdo diferem ndo s6 em suas caracteristicas
comportamentais, bioquimicas e anatomicas. Enquanto o HPC e a AMG demonstram ser
importantes para ambas as fases, podemos observar que conexdes diferenciadas entre a
BLA ¢ o CPFm podem contribuir de formas diferentes durante ambos os processos (Baldi;
Bucherelli, 2015). Ao identificar grupos neuronais distintos, segregados espacialmente, que

reagem de maneira diferente a informagdes com valéncias positivas e negativas, observou-
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se também que esses grupos neuronais, denominados neuronios de medo e de extingdo,
estabelecem conexdes com regides especificas do CPFm (Herry et al., 2008; Kim et al.,
2016; Namburi ef al., 2015). Enquanto a regido rostral da BLA se conecta
preferencialmente com neurdnios do cortex pré-limbico (PL), a regido caudal da BLA
estabelece conexdes com neurdnios piramidais do cortex infra limbico (IL) (Manoocheri;
Carter, 2022), demonstrando, assim, um papel diferenciado das estruturas do CPFm durante
cada um dos processos mnemonicos. Entraremos em mais detalhes sobre as principais

estruturas encefalicas e seu papel nos processos mnemonico na se¢do 1.3.

1.2. ENGRAMA

Todos os processos mnemodnicos requerem a atividade de diversas estruturas
neuronais, logo a memoria reside em engramas distribuidos por todo o encéfalo (Ganella et
al., 2018; Kitamura et al., 2017). Portanto, o engrama pode ser visto como a mudanca
fisica ocorrida nos neurdnios em resposta a uma experiéncia e que permite que as
informagdes possam ser evocadas posteriormente (Josselyn; Tonegawa, 2020; Semon,
1921).

Podemos caracterizar o engrama como um conjunto de neurdnios envolvidos no
processo de codificacdo, manutengdo, flexibilizagdo e evoca¢do de uma memoria. Sendo
assim, o engrama ndo ¢ exatamente a memoria, mas fornece o substrato fisico para a
mesma (Josselyn; Kohler; Frankland, 2015). Para que componham um engrama, os
neurdnios devem apresentar algumas propriedades, como estarem ativos durante a
codificagdo da memoria, exibir altera¢des fisicas ou quimicas persistentes em resposta a
aprendizagem, serem reativados durante aevocagdo da memoria e serem necessarios ou
suficientes para a evocag¢do da memoria (Josselyn; Kohler; Frankland, 2015; Josselyn;
Tonegawa, 2020).

O compartilhamento de neurdnios dentro do engrama é a base da ligagdo entre as
memorias e por mais que informacdes semelhantes possam ser codificadas em populagéo
neuronais sobrepostas, a plasticidade sindptica garante a diferencia¢do e o armazenamento
dasmemorias de forma individualizada (Abdou et al., 2018; Cassini et al., 2013). Além
disso, evidéncias indicam que a alocacdo de memorias em neurdnios especificos (alocagdo
neuronal) e sinapses (aloca¢do sinaptica) dentro de um engrama ndo ocorre de forma
aleatoria (Sajikumar; Morris; Korte, 2014; Yiu ef al., 2014). Mecanismos especificos, como
aumentos na excitabilidade neuronal, fagging e captura sindptica, sdo responsaveis por

determinar quais neurdnios armazenardo uma memoria (Gulmez Karaca; Kupke; Oliveira,
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2021; Rashid et al., 2016).

A excitabilidade neuronal desempenha um papel fundamental na determinagdo das
sinapses que serdo alocadas pela memoria (Rogerson et al., 2014). Em principio, a
preferéncia no recrutamento de neurdnios durante a codificagdo da memoria pode ocorrer
devido a propriedades neuronais intrinsecas (Monfils; Teskey, 2004). Ou seja, a
excitabilidade celular intrinseca prediz que alguns neurdnios estardo mais excitaveis no
momento do estimulo e, consequentemente, disparardo mais potenciais de agdo, sendo um
fator determinante para a participacdo dessas células na formagao da memoria (Guskjolen;
Cembrowski, 2023).

Os mecanismos de alocag@o sindptica e neuronal trabalham em conjunto para a
formagdo das redes neuronais envolvidas nos processos de memoria. A reativagdo dos
padroes de atividade neuronal presentes no momento da codificagdo de uma informagéo ¢
tanto necessaria quanto suficiente para a persisténcia da memdria (Han et al, 2009;
Josselyn; Frankland, 2018). Confirmando a teoria proposta por Hebb, de que neurdnios que
disparam juntos, se conectam juntos e, portanto, fornecendo a base para a formagdo do
conjunto de células que corresponde ao engrama (Hebb, 1949). Porém, ainda ndo esta claro
se a natureza do engrama ¢ celular ou se poderia ser melhor descrita em termos de mudancas
na for¢a dos contatos sindpticos feitos pelos neuronios do engrama (Abdou et al., 2018;
Choi et al., 2018; Han et al., 2022).

Choi et al. (2018) observaram que, apesar de o nimero de neurdnios do engrama
permanecer constante em memorias de diferentes intensidades, a conectividade entre as
células pré e pos-sinapticas pode ser responsavel por codificar a forca da memoria, visto que
memorias de maior componente emocional demonstraram apenas um aumento no volume e
diametro dos espinhos dendriticos na regido do HPC. Portanto, a relagdo entre a for¢a da
memoria e a conectividade sinaptica pode sugerir que seja a conexdo entre as células do
engramas a responsavel por gerar o substrato sinaptico da memoria (Choi et al., 2018).

Os espinhos dendriticos, pequenas protuberancias que surgem do dendrito e recebem
a maior parte das conexdes sinapticas (Yuste, 2011), exibem varias morfologias de
plasticidade estrutural e funcional. Em resposta a modulacdo especifica da atividade
neuronal, a LTP gera um tagging responsavel por capturar as moléculas necessarias apenas
nos espinhos selecionadas (Redondo; Morris, 2011). A fim de compreender esses
mecanismos, Bosch e colaboradores abordaram a evolu¢do da composi¢do proteica pos-
sinaptica durante a potencia¢do de espinhos individuais (Bosch ef al., 2014). Os autores

demonstraram que vdrias proteinas s@o levadas até as sinapses em trés fases temporais.



24

Durante a fase I observamos uma reorganizagdo do citoesqueleto de actina do espinho,
enquanto que durante a fase II ocorre a estabilizag¢@o do citoesqueleto recém-remodelado e
a acumulagdo persistente de cofilina. Ja na fase III, ha um aumento do espinho dendritico
dependente de sintese proteica da densidade pos-sinaptica, uma matriz densa de proteinas
localizada abaixo da membrana sinaptica (Sheng; Hoogenraad, 2007). Todavia, a identidade
molecular dessa marcacdo e o processo de captura sindptica ndo estdo completamente
elucidados.

Apesar do debate em relacdo a natureza do engrama, celular ou sinaptico (para uma
revisdo mais detalhada ver Han et al., 2022), sabe-se que o engrama pode ser analisado em
diferentes niveis, distribuindo-se amplamente por todo o encéfalo e permitindo
investigacdes em diversas escalas de analise. No nivel de rede encefalica, um conjunto de
regides pode estar conectado através desse engrama (Malvaez et al., 2019). A nivel da
populagdo neuronal, subconjuntos de neurdnios dentro de uma regido encefalica podem estar
conectados (Kim et al., 2016). Com a formacdo de cada engrama, ocorrem alteragdes em
neurdnios individuais, como mudangas nos padrdes de conectividade (Morrison ef al.,
2016). Alteragdes também podem ocorrer em subconjuntos de sinapses, como o
fortalecimento sinaptico (Abdou et al., 2018; Choi ef al., 2018). Em nivel nuclear, o engrama
pode ser refletido em mudangas transcricionais e epigenéticas (Yiu et al., 2014). Essa
diversidade de escalas e niveis de andlise oferece uma compreensdo abrangente do
engrama e seus fundamentos neurobioldgicos (Josselyn; Kohler; Frankland, 2015).

O avango das técnicas genéticas permitiu uma melhor compreensdo da relagdo entre
neurdnios individuais ativos durante o aprendizado e a memoria que eles suportam, pois
essas técnicas tornaram possivel a marcagdo e manipulagdo de conjuntos neuronais
(Josselyn; Frankland, 2018). Essas ferramentas genéticas utilizam genes de expressdo
imediata (IEGs, do inglé€s immediate early genes) (Cruz et al., 2013), que sdo ativados apds
a atividade neuronal. Essa atividade leva a expressao rapida de varios IEGs, incluindo c-
Fos, Arc, Npas4 e Egrl (Minatohara; Akiyoshi; Okuno, 2016). Um destes mecanismos € a
técnica de inativacdo por Daun02, que utiliza ratos Wistar transgénicos c-Fos-LacZ para
inativar neuronios especificos ativados durante um processo mnemonico (Koya; Margetts-

Smith; Hope, 2016). Este modelo sera discutido na se¢éo 1.4.

1.3. ESTRUTURAS ENVOLVIDAS

A rede neural responsavel por memorias aversivas abrange diversas estruturas

encefalicas, com énfase em trés principais: a AMG, associada a valéncia emocional da
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memoria; o HPC, atuando como a "porta de entrada" das memorias, sendo relacionado
principalmente ao contexto espacial; e o CPF, uma regido moduladora da memoria (Figura

3).

CAMUNDONGO HUMANO
o
- r‘
A
Cortex orbitofrontal Hipocampo ,l.
i Cortex pré-limbico Amigdala

Cortex cingulado anterior .
dorsal i . Cortex entorrinal

Cortex cingulado

Figura 3: Principais regides encefalicas implicadas na consolida¢io de memorias aversivas. [lustragéo
esquematica de encéfalo de camundongo, e seus equivalentes no encéfalo humano. Estas regides incluem o
CPF, HPC, AMG e cortex entorrinal. (Adaptado de Tonegawa; Morrissey; Kitamura, 2018).

1.3.1. Amigdala

A AMG desempenha um papel central nos processos mnemonicos, pois € responsavel
pelo processamento da valéncia emocional de diferentes estimulos recebidos (Kim et al.,
2016). Estando localizada profundamente no lobo temporal, esta estrutura recebe
informagdes ambientais do talamo e dos cortices sensoriais, podendo entdo influenciar uma
ampla variedade de processos, desde o controle autbnomo e motor até a formagdo de
memoria e a neuromodula¢do (McDonald, 1998; Pape; Pare, 2010). Sabe-se que a AMG
estd intimamente associada ao comportamento de medo condicionado, pois diversos
estudos avaliando lesdes e inibigdes desta estrutura observaram prejuizos no
reconhecimento de estimulos aversivos (Blanchard; Blanchard, 1972; Ledoux et al., 1990;
Shinohara; Yasoshima, 2019; Tripathi ef al.,2017). Dentre os multiplos interconectados e
complexos nucleos que formam esta estrutura podemos destacar a BLA, composta pelos
grupos celulares lateral (LA), basal (BA) e basomedial (BM), além do nucleo central da
amigdala (CeA), formado pelas subdivisdes lateral (Cel) e medial (CeM). A regido da BLA
¢ composta principalmente por neurdnios glutamatérgicos e interneurdnios inibitdrios,
enquanto que os neurdénios do nicleo CeA sao predominantemente GABAérgicos (Janak;
Tye, 2015).

O ntcleo CeA pode ser considerado um centro de comando da expressdo de
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comportamentos defensivos adaptativos (Yu ef al., 2016). Os neurdnios deste nucleo se
projetam para as regides do tronco encefalico responsaveis por gerar comportamentos de
medo. Em condi¢des normais e ndo ameagadoras, as células intercalares da AMG inibem os
neurdnios de CeA (Amano; Unal; Paré, 2010). No entanto, quando esses neurdnios sdo
ativados (despolarizados), acabam ativando neurdnios do hipotadlamo lateral e da substancia
cinzenta periaquedutal, desencadeando comportamentos de medo (Ciocchi et al., 2010).
Sendo assim, para que comportamentos de medo sejam iniciados, € preciso que 0s

neurdnios do CeA sejam despolarizados (Figura 4) (Rudy, 2014).
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Figura 4: Representagio do circuito gerado por uma memoéria aversiva. Quando ocorre um evento
aversivo, as sinapses sdo fortalecidas, ligando a informagéo sensorial (contexto e CS) aos neurdnios no nucleo
lateral da amigdala e no cortex PL. Como consequéncia, a reativacdo dessa memoria ativard o circuito do
medo (em vermelho). A influéncia inibitéria dos neurdnios intercalares (ITC) sob os neurdnios do nucleo
central sera removida, enquanto que a atividade excitatéria fornecida pelos neurdnios de medo e pelos
neurdénios do PL aumenta. PL = pré-limbico; IL = infra limbico; M = medo; E = extingdo. Adaptado de Rudy
(2014).

Diversos estudos demonstram que a BLA, mais especificamente a regido do LA, ¢ de
extrema importancia para comportamentos associados ao condicionamento aversivo ao tom
(CAT), visto que o LA funciona como um centro de convergéncia das informagdes de tom
e choque durante o condicionamento. Além disso, a grande maioria dos neurdnios

excitatérios do LA responde a ambos os estimulos de tom e choque (Goosens; Hobin;
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Maren, 2003; Josselyn; Frankland, 2018; Pape; Pare, 2010; Quirk; Repa; Ledoux, 1995).
Enquanto isso, no ndicleo BA sdo encontrados grupos de neurdnios distintos ativados
durante a apresentac¢do de informagdes aversiva ou durante situagdes de seguranca, como
ocorre durante um treino de extingdo de medo condicionado (Herry ef al., 2008). Foram
identificados na BLA grupos de neurdnios excitatdrios distintos, espacialmente segregados,
responsaveis por processar informagdes de diferentes valéncias, positivas e negativas. Estes
grupos de neuronios também podem ser denominados de neurdnios de medo e de extingao,
visto que sdo ativados durante experiéncias aversivas € nio versivas, como no caso de
memorias de medo e de extingdo, respectivamente (Gore ef al., 2015; Kim et al., 2016;
Namburi et al., 2015).

Embora grande parte dos neurdnios presentes no LA responda aos estimulos do
condicionamento aversivo, somente uma pequena parte desses neuronios é alocada para
compor o engrama de determinada memoria (Josselyn; Frankland, 2018). Este fato se deve
ao importante papel que os neurdnios inibitérios desempenham na modulag¢do do tamanho
dos engramas, distribuindo os neuronios de forma dispersa no engrama com base na
excitabilidade neuronal relativa (Kasugai et al., 2019; Morrison et al., 2016).

Neurdnios da BLA sfo recrutados para compor engramas de memorias que possuem
componentes emocionais envolvidos (Hammack et al., 2023; Kitamura et al., 2017; Lee et
al., 2022). A atividade desta estrutura ja foi demonstrada como sendo essencial tanto para
os processos de aprendizado de condicionamento aversivo (Roesler er al., 2021) e sua
reconsolidag@o, quanto na formagdo de memdrias de extingdo (Bjorkstrand ef al., 2016;
Cho; Deisseroth; Bolshakov, 2013; Higginbotham et al., 2021; Laurent; Marchand;
Westbrook, 2008; Zubedat; Akirav, 2017). Durante paradigmas como o condicionamento
aversivo, a AMG ¢ responsavel por enviar as informag¢des do evento aversivo para o CPFm.
A regido da BLA envia projecdes bidirecionais para o CPFm (Senn er al., 2014) e
evidéncias sugerem a existéncia de uma segregacio topografica nas proje¢des da BLA para
o CPFm, sendo que as projecdes mais dorsais que se conectam ao PL codificam as
informagdes aversivas, enquanto que as projecdes mais ventrais conectadas ao IL codificam

informagdes relacionadas & memoria de extingdo (Manoocheri; Carter, 2022).

1.3.2. Cortex pré-frontal medial

O CPF desempenha um papel crucial na expressdo do medo, atuando como um
modulador das memorias aversivas (Giustino; Maren, 2015). Podemos dividir o CPF nas

porg¢des dorsal e ventral. Na regido dorsal, destacam-se o PL, responsavel por promover a
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expressao do medo condicionado e o cdrtex cingulado anterior, que também pode contribuir
para a promog¢do do medo; enquanto que na regido ventral o IL, estd envolvido no
processamento de memorias de extingdo e o cortex dorso-peduncular, localizado mais
ventralmente ao IL, também esta associado a inibicdo do medo. Dessa forma, as regides
dorsais do CPFm tendem a intensificar a expressdo do medo, enquanto que as regides
ventrais exercem um efeito oposto sobre este comportamento, reduzindo a expressdo do
medo (Le Merre; Ahrlund-Richter; Carlén, 2021; Quirk; Mueller, 2008).

Estudos demonstram que a atividade do PL durante a aquisi¢do ¢ necessaria para a
formagdo de memorias condicionadas (Di Ciano et al., 2007; Tse et al., 2011). Apesar de
algumas evidéncias demonstrarem que a atividade do PL parece indispensavel para a
expressdo, mas ndo para a aquisicdo de memorias aversivas (Corcoran; Quirk, 2007), tem
sido observado que durante o processo de aquisi¢cdo, neurdnios sdo ativados no PL,
permanecendo silenciosos até o fim da consolidacdo sistémica, momento em que passam a
ser responsaveis pela manutencdo dessa memoria (Denardo ef al., 2019; Kitamura ef al.,
2017).

Os cértices IL e PL exercem um controle bidirecional sobre a expressdo do medo.
Muitos estudos apontam para uma divergéncia funcional onde o PL seria responsavel por
guiar a expressdo de respostas defensivas condicionadas enquanto o IL atuaria como um
atenuador destas durante a extingdo de memorias aversivas (Figura 4) (Le Merre; Ahrlund-
Richter; Carlén, 2021; Manoocheri; Carter, 2022; Vargas; Lima; Mello-Carpes, 2021).
O IL envia projecdes para as células intercalares da AMG, que sdo interneurdnios
GABAérgicos, que quando atividados diminuem a atividade do nucleo CeA, responsavel
por evocar respostas defensivas (Figura 5). Portanto, durante a formagdo de memorias de
exting@o essas conexdes do IL com a AMG auxiliam na supressdo de respostas de medo
(Quirk; Mueller, 2008; Sierra-Mercado; Padilla-Coreano; Quirk, 2011). Esse mecanismo
foi observado ndo apenas em memorias aversivas recentes, mas também durante a
atenuacdo de memdrias remotas (Khalaf; Graff, 2019; Silva; Burns; Gréaff, 2019).

As estruturas como o CPFm, o HPC, a AMG e o nucleo reuniens do talamo formam
um circuito crucial para a regulacdo de memorias aversivas, incluindo processos como
reconsolidago e extin¢do. Nesse circuito, € sugerido que o CPFm exerca controle sobre as
estruturas subcorticais para regular as respostas comportamentais apropriadas (Giustino;
Maren, 2015). A importancia central do PL na modulagéo das respostas de medo pode ser
observada pelo fato de que os neurdnios do PL apresentam uma atividade sustentada,

medida ao longo do periodo de freezing em resposta a um estimulo condicionado (Burgos-
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Robles; Vidal-Gonzalez; Quirk, 2009), enquanto a atividade dos neurdnios da BLA, que
envia informagdes sobre o evento aversivo para o PL, dura apenas poucos milissegundos
(Quirk; Repa; Ledoux, 1995). Essas evidéncias sugerem que as respostas aversivas sio
iniciadas pela BLA, mas sustentadas pela atividade do PL, que desempenha um papel tanto
na codificagdo quanto na evocacdo de memorias remotas (Denardo et al., 2019; Dixsaut;
Graff, 2022). Além disso, foi observado que a populagdo neuronal do PL ativada apds uma
tarefa de condicionamento aversivo foi seletivamente ativada para a evocag¢do da memoria
deste evento (Cummings et al., 2022; Giannotti ef al., 2019).
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Figura 5: Representacio do circuito ativado durante a formacio de uma memoria de extinciio. As setas
vermelhas indicam como o condicionamento aversivo organiza o sistema para expressar o medo. As setas
pretas indicam como uma memoria de extingdo modifica o sistema para ndo expressar medo. O resultado
fundamental produzido pelo treino de extingfo ¢ alterar as conexdes sindpticas que aumentardo o controle
inibitorio sobre os neurdnios no nucleo central da amigdala. Isso ¢ alcan¢ado pelo fortalecimento das sinapses
que ligam o estimulo condicionado (CS) aos neurdnios de exting@o no nticleo basal aos neurdénios no IL. Tanto
os neurdnios de extingdo quanto os neurénios do IL projetam-se aos neurdnios intercalares (ITC) que inibem
os neurdnios na amigdala central. O resultado ¢ que o CS agora pode ativar o novo circuito de extingdo ou o
circuito de medo e impedir que os neurénios na amigdala central se despolarizem e gerem comportamentos de
medo. As setas indicam conexdes excitatorias; extremidades arredondadas indicam conexdes inibitdrias. PL =
pré-limbico; IL = infra limbico; M = medo; E = extingdo. Adaptado de Rudy (2014).

Além de suas conexdes diretas com a BLA, o PL também recebe conexdes do HPC.
A inibicdo do HPC resulta na reducdo da atividade de interneurdnios inibitérios no PL,
promovendo, assim, o aumento da atividade de neurdnios piramidais e intensificando a
respostade medo condicionado que ja haviam sido extintos (Sotres-Bayon ef al., 2012). A

relevancia das conexdes entre 0 HPC e o CPFm também ¢ evidente durante o processo de
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extingdo de memodrias, onde a inativagdo do HPC demonstra impacto prejudicial na

formacdo de memorias de extingdo (Sierra-Mercado; Padilla-Coreano; Quirk, 2011).

1.3.3. Hipocampo

O HPC destaca-se por ser uma das principais estruturas encefalicas associadas a
memoria, desempenhando um papel crucial na aquisi¢do, consolidacdo e nas fases
posteriores a evocagdo do trago mnemonico (Eichenbaum, 2004). Localizado na por¢do
medial do lobo temporal, o hipocampo faz parte do sistema limbico e é composto por duas
regides interconectadas conhecidas como giro denteado (GD) e Corno de Amon (CA),
sendo este ultimo subdividido em trés partes: CA1, CA2 e CA3 (Figura 6) (Knierim, 2015).

A principal entrada de informag¢des no hipocampo ocorre por meio do cortex
entorrinal (CE), direcionando-se aos neurdnios granulares na camada molecular do GD,
conhecida como via perforante (Jones, 1994). Os axdnios desses neurdnios granulares
formam as fibras musgosas, que se projetam em dire¢do aos neurdnios piramidais na regido
de CA3. Por sua vez, os axonios de CA3 também se conectam aos neurdnios piramidais de
CA1 e CA2, formando a chamada via colateral de Schaffer. Os axonios de CA1 estendem-
se em dire¢do ao complexo subicular e, posteriormente, para as camadas profundas do CE.
O circuito compreendendo CE, GD, CA3 e CAl ¢ tradicionalmente conhecido como via tri-
sinaptica (Witter ef al., 2000, 2014).

Diversos estudos destacam a significativa contribuigdo do HPC em tarefas
relacionadas a informagdes contextuais (Berlau; Mcgaugh, 2006; Holland; Bouton, 1999;
Lee, 2010). Esse fendmeno ¢ particularmente evidente em modelos animais com lesdes
hipocampais, os quais demonstram uma redu¢do significativa no comportamento de
congelamento apdés um treino de condicionamento aversivo ao contexto (CAC). E
importante ressaltar que tais prejuizos na memoria sdo notados principalmente quando as
lesdes sdo realizadas poucos diasapds o treino de CAC. No entanto, apos algumas semanas,
as lesdes deixam de induzir déficits na memoria (Anagnostaras; Maren; Fanselow, 1999;
Mcgaugh, 1966). Esse fenomeno sugere um papel mais pronunciado do HPC em memorias
recentes, enquanto as memorias sistemicamente consolidadas tendem a depender mais das
estruturas corticais, embora ainda possam requerer a participagdo do HPC em fases

especificas (De Oliveira Alvares ef al., 2011; Squire et al., 2015; Tomaiuolo et al., 2015).
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Figura 6: Representacio esquematica da localizacido da formacgdo hipocampal em humanos e roedores.
As principais entradas de informagdes para o hipocampo sdo provenientes das camadas superficiais do CE.
Essas entradas convergem para o CA1 por meio da via trissindptica (GD, CA3 e CAl) e também por meio da
via monossinaptica, que se conecta diretamente ao CA1 através da camada I do CE. As colaterais recorrentes
(CR) do CA3 estabelecem contato com outros neuronios do CA3, formando assim uma rede autoassociativa. A
conexdodo CA1 com o subiculo constitui a principal saida hipocampal, dirigindo-se de volta para as camadas
profundas do CE. Abreviagdes: CA1l, CA3: Corno de Amon 1,3; GD: giro denteado; CE: cértex entorrinal;
FM: fibras musgosas; VP, via perforante; CS, colateral de Schaffer; CR: colaterais recorrentes; SUB:
subiculo. Adaptado de Roux; Leger; Freret (2021).

Ao longo de seu eixo longitudinal, o HPC pode ser funcionalmente dividido em
partes dorsal, intermedidria e ventral (Bannerman et al., 2004). Enquanto a regido dorsal de
CA1 projeta-se para o subiculo e o CE, a regido ventral de CA1 tem como alvos o CPFm, o
nucleo accumbens e a AMG (Yang; Wang, 2017). Por meio dessas diversas projecdes, o
HPC ¢ capaz de direcionar seletivamente informagdes comportamentais para diferentes
destinos. Enquanto o HPC ventral estd principalmente envolvido em comportamentos
afetivos e motivados, a regido dorsal do HPC estd principalmente associada a navegagdo
espacial e a memoria episoddica (Ciocchi ef al., 2015; O’Keefe; Dostrovsky, 1971).

Tanto em regides corticais, quanto na AMG e no HPC, foram identificados
mecanismos de alocacdo de memoria nos quais os neurdnios mais ativos no momento da
codifica¢do da experiéncia desempenham um papel crucial em sua manutencdo (Josselyn;
Frankland, 2018). Um estudo conduzido por Zaki ef al. (2022) evidenciou que os neurdnios
ativos no HPC durante uma sesséo de condicionamento aversivo apresentam uma redugéo na

atividade durante a sess@o de extin¢do, sendo reativados apds o retorno do medo ao
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contexto. A inativagdo desses neurdnios do engrama no HPC foi suficiente para inibir a
expressao do medo apds o seu retorno. Como resultado, a manipulagéo seletiva de neurénios
que fazem parte do engrama de uma memoria possibilita um estudo mais especifico sobre a
contribuicdo de determinadas estruturas nas diferentes fases da memoria, tendo sido
viabilizado apds o desenvolvimento de diversas técnicasde manipulagédo seletiva e a criagéo

de diferentes modelos animais transgénicos, conforme discutido a seguir.

1.4.  MODELO DE ESTUDO: METODO DAUN02 EM RATOS C-FOS-LACZ

Até recentemente, ndo existiam técnicas que possibilitassem o estudo seletivo de um
grupo de neurdnios sem afetar a atividade de uma grande parte dos neurdnios circundantes
(Koya; Margetts-Smith; Hope, 2016). No entanto, métodos de manipulacdo molecular e o
desenvolvimento de roedores transgénicos nos ultimos anos possibilitaram a identificacdo
de populagdes especificas de neurdnios ativados durante o aprendizado. Isso permitiu a
manipulacdo de engramas especificos de memoria (Josselyn; Kohler; Frankland, 2015).

Um método recentemente desenvolvido é o método Daun02. O método Daun02
utiliza ratos transgénicos Wistar c-Fos-lacZ, nos quais a f-galactosidase (-gal) e o Fos sao
co-expressos em neurdnios fortemente ativados (Cruz et al., 2013, 2014; Cruz; Javier Rubio;
Hope,2015; Lay et al., 2022). O transgene c-Fos-lacZ nos ratos transgénicos contém um
promotor c-Fos que controla a transcricdo da sequéncia codificadora lacZ. Quando ha
atividade neuronal forte e persistente, a expressdo de Fos € induzida, levando a ativacéo do
promotor de c-Fos. Consequentemente, a expressdo do acido ribonucleico mensageiro de
lacZ e seu produto proteico f-gal também aumentam em neurdnios altamente ativos (Cruz;
Javier Rubio; Hope, 2015).

Quando os niveis de -gal estdo em seu pico, geralmente 90 minutos apds a ativacio
neuronal, a proé-droga inativadora Daun02 ¢ injetada diretamente em uma area encefélica de
interesse. A enzima [-gal catalisa a conversdo de Daun02 em daunorrubicina, perturbando
assim a fun¢do normal desses neuronios e induzindo a apoptose dessas células nervosas
(Cruz et al., 2013; Koya et al., 2009; Koya; Margetts-Smith; Hope, 2016; Pfarr e al.,
2015). A formagdo ou reativacdo de uma memoria induz a expressdo de c-Fos, resultando,
neste modelo animal, na concomitante expressdo de [-gal (Figura 7). Portanto,
considerando que os mesmos neurdnios sdo utilizados durante a formagdo e evocagido de
uma memoria, sua eliminacdo resultaria em uma reducdo na expressdo do comportamento

associado a essa memoria.
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Figura 7: Modelo animal utilizado neste estudo. Os ratos c-Fos-LacZ possuem um transgene contendo o
promotor c-Fos, que induz a transcricdo da sequéncia de codificag@o lacZ, levando a tradugo de B-gal em
neur6nios fortemente ativados. A Daun(2 ¢ catalisada por B-gal para o produto ativo daunorrubicina, que
induz a apoptose de neurdnios previamente ativados.

O modelo animal utilizado neste estudo ¢ validado por varios outros grupos de
pesquisa, como Bossert et al. (2011), Cruz et al. (2014), Koya et al. (2009), Lay et al.
(2022). Discussoes sobre se a Daun02 pode ativar diferentes mecanismos para reduzir a
excitabilidade ou induzir apoptose, bem como possiveis mecanismos pelos quais a Daun02
perturba a func¢do neuronal, podem ser melhor exploradas em Bashir & Banks (2017) e
Koya; Margetts-Smith; Hope (2016). No entanto, de modo geral, as evidéncias indicam
que ela age por meio de morte neuronal via apoptose, visto que a neurodegeneragio
observada apés a infusdo de Daun02 em animais transgénicos c-Fos-LacZ foi prevenida
pela administragdo de um inibidor de pan-caspase com propriedades antiapoptoticas (Pfarr
etal.,2015).

Um dos poucos pré-requisitos para a utilizagdo de animais c-Fos-lacZ esta
relacionado com a expressdo em niveis suficientes de B-gal nas estruturas encefélicas a
serem estudadas. Estudos relacionados a drogas de abuso demonstraram com sucesso a
utilizagdo de Daun02 para inativar neurdénios no CPFm desses animais (Bossert et al., 2011;
Pfarr et al., 2015), onde identificaram a presenca de engramas responsaveis pelo controle da
ingestdo de drogas de abuso nessa importante estrutura. Um estudo recente também utilizou
este modelo para avaliar o papel da AMG durante a extingdo de memorias (Lay et al.,
2022), identificando um papel significativo de engramas da CeA, mas nao da BLA. Os

estudos descritos acima demonstram que o método Daun02 exibe grande potencial para
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investigacdes acerca do engrama de diferentes estruturas.

Considerando os debates em torno da natureza das memodrias de extingdo e dos
processos de consolidag@o sistémica, a utilizacdo do modelo Daun02 em ratos Wistar c-
Fos-LacZ oferece a oportunidade de manipular os engramas de memoria durante os
estagios de consolidagdo, reconsolidacdo e extingdo. Com isso, levantamos a hipotese de
que a eliminagdo do engrama de extingdo resultara no retorno do medo, corroborando a
ideia de que as memodrias de extin¢do envolvem a formagdo de uma nova memoria. Em
contraste, a elimina¢do do engrama durante os processos de consolidacdo e reconsolidagdo
reduzird a expressdo da memoria aversiva. Adicionalmente, acredita-se que a eliminagé@o do
engrama de uma estrutura cortical, como o cértex pré-limbico, durante a consolidacio
levard a déficits na expressdo do componente contextual dessa memoria em um teste de

memoria remota.



35

2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Investigar a dinamica dos engramas em animais submetidos a tarefas de
condicionamento aversivo, abrangendo diferentes processos mnemonicos e avaliando
estruturas encefalicas especificas, por meio da técnica Daun02 em ratos da linhagem Wistar c-

Fos-LacZ.

Objetivos especificos
Capitulo 1

1. Quantificar, por meio da técnica de imunohistoquimica, os niveis de expressdo de -
gal apds a infus@o de Daun02 na BLA de animais c-Fos-LacZ;

2. Avaliar se a eliminagdo dos neurdnios ativos na BLA durante a aquisi¢cdo de uma
memoria aversiva ¢ capaz de influenciar a expressdo dessa memodria em um teste
subsequente;

3. Verificar se a eliminagdo do engrama ativo durante a reconsolida¢do de uma
memoria afeta o engrama da memoria previamente consolidada na BLA;

4. Avaliar se, ap6s uma sessdo de extingdo curta, a elimina¢do do engrama de extingéo
na BLA afetara a expressdo da memoria de extingo;

5. Avaliar se, apds uma sessdo de extingdo longa, a eliminacdo do engrama de extingdo
na BLA afetard a expressdo da memoria de extingo;

6. Investigar se a infusdo de Daun02 na BLA impacta a capacidade de expressdo de
medo dos animais;

7. Quantificar, por meio da técnica de imunohistoquimica, os niveis de expressdo de -
gal apds a infus@o de Daun02 no cértex 1L de animais c-Fos-LacZ;

8. Avaliar se a eliminacdo do engrama ativo durante a reconsolida¢do de uma memoria
afeta o engrama da memoria previamente consolidada no cértex IL;

9. Avaliar se, apds uma sessdo de extingdo longa, a elimina¢do do engrama de extingdo

no cortex IL afetard a expressdo da memoria de extingao;

Capitulo 11

10. Avaliar se a eliminagdo dos neurdnios ativos no cortex PLL durante a aquisi¢do de
uma memoria aversiva é capaz de influenciar a expressdo dessa memoria em um teste de
memoria recente;

11. Avaliar se a elimina¢do dos neurdnios ativos no cortex PL durante a aquisi¢do de
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uma memoria aversiva € capaz de influenciar a expressdo dessa memoria em um teste de

memoria remota.
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3. RESULTADOS

Os resultados deste estudo foram organizados em dois capitulos. O Capitulo I
abrangeu os objetivos 1 a 9, conforme apresentado no artigo correspondente. J& o Capitulo 11

apresenta os resultados relativos aos objetivos 10 e 11.
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1 | INTRODUCTION
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Lucas de Oliveira Alvares®

Abstract

Memories are stored in engram cells, which are necessary and sufficient for memory
recall. Recalling a memory might undergo reconsolidation or extinction. It has been
suggested that the original memory engram is reactivated during reconsolidation so
that memory can be updated. Conversely, during extinction training, a new memory
is formed that suppresses the original engram. Nonetheless, it is unknown whether
extinction creates a new engram or modifies the original fear engram. In this study,
we utilized the Daun02 procedure, which uses c-Fos-lacZ rats to induce apoptosis of
strongly activated neurons and examine whether a new memory trace emerges as a
result of a short or long reactivation, or if these processes rely on modifications
within the original engram located in the basolateral amygdala (BLA) and infralimbic
(IL) cortex. By eliminating neurons activated during consolidation and reactivation,
we observed significant impacts on fear memory, highlighting the importance of the
BLA engram in these processes. Although we were unable to show any impact when
removing the neurons activated after the test of a previously extinguished memory
in the BLA, disrupting the IL extinction engram reactivated the aversive memory that
was suppressed by the extinction memory. Thus, we demonstrated that the IL cortex
plays a crucial role in the network involved in extinction, and disrupting this specific
node alone is sufficient to impair extinction behavior. Additionally, our findings indi-
cate that extinction memories rely on the formation of a new memory, supporting
the theory that extinction memories rely on the formation of a new memory,
whereas the reconsolidation process reactivates the same original memory trace.

KEYWORDS
basolateral amygdala, infralimbic cortex, new learning, unlearning

tend to be active during memory retrieval (Abdou et al., 2018; Jung
et al., 2023). Engram cells are both necessary and sufficient for mem-

Engrams are the enduring biological alterations that occur in specific
cells that support particular experiences. More than a century ago,
Semon coined the term Engram to refer to the physical trace of mem-
ory (Lashley, 1950; Semon, 1921). Since then, researchers have been
attempting to find the locus of a specific memory substrate. Memories
are formed through the strengthening of synaptic connections
between populations of neurons that are active during encoding and
stored in specific neuronal engrams in the brain. These engram cells

ory recall (Han et al., 2009; Jung et al., 2023; Ramirez et al., 2013;
Ressler et al., 2021).

Memory is stored in a widely distributed network of neurons in
distinct brain regions (Choi et al., 2018). The lateral nucleus of the
amygdala is viewed as the primary site where associations between
the conditioned stimulus (CS) and the unconditioned stimulus
(US) are formed and stored during fear conditioning (Ciocchi
et al., 2010). It has been suggested that a different set of neuronal

Hippocampus. 2024;1-11.
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Abstract

Memories undergo consolidation in the brain, with the prelimbic cortex (PL) in the medial
prefrontal cortex (mPFC) playing a key role in fear expression post-learning. Establishing a
direct link between active cortical neurons during acquisition and their role in remote recall
is challenging. Utilizing the Daun02 technique in fear conditioning, we found the PL
engram to be dispensable for recent memory but crucial for remote contextual memories
recall. Neurons constituting this engram are allocated to the engram during acquisition, and
their elimination disrupts recall after systemic consolidation. This study enriches the

understanding of PL engram dynamics in memory processes.

Keywords: Prelimbic cortex, systemic consolidation, engram, remote memory.
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1. Introduction

Our capacity to retain and later recall information is vital for our survival. Memories
are encoded and stored in the brain through a process known as consolidation. This
consolidation process can take place at the level of individual neurons, termed synaptic
consolidation, occurring within minutes to hours after learning (Casagrande et al., 2018;
Josselyn & Tonegawa, 2020). Additionally, consolidation can occur at a network scale,
referred to as systems consolidation, which occurs over the course of days to weeks
following the initial learning experience (Frankland & Bontempi, 2005; McGaugh, 2015).
Systems consolidation, encompassing several brain areas, is essential for the enduring
storage of memories (Dixsaut & Gréaff, 2022).

The medial prefrontal cortex (mPFC) is a cortical region recognized for its extensive
projections to various other brain areas. It plays a pivotal role in numerous brain functions,
including cognitive processes, emotional regulation, motivation, and sociability (Xu et al.,
2019). Within the mPFC, we can emphasize the prelimbic (PL) and infralimbic (IL)
subdivisions, which play distinct roles in regulating the expression and suppression of fear,
respectively (Giustino & Maren, 2015).

The PL is believed to be necessary for the expression of conditioned memories after
hours or weeks post-learning (Do-Monte et al., 2015). While some studies propose that PL
neurons active during memory encoding are essential for memory retrieval, others argue
that the circuit undergoes reorganization during memory consolidation (DeNardo et al.,
2019; Giannotti et al., 2019; Kitamura et al., 2017). Consequently, establishing a clear
relationship between the function of active cortical neurons during memory acquisition and
their role in remote memory recall has proven challenging. Hence, the precise timing of the
formation of the PL engram and its specific contribution to the retrieval of remote
memories remains uncertain. To explore this, we employed the Daun02 technique during
fear conditioning to examine the involvement of the PL engram in the recall of both recent

and remote fear memories.

2. Material and methods

2.1. Animals

We used 24 males and female c-Fos-lacZ transgenic rats weighing 270-350 g at the
time of surgery from our breeding colony. Rats were genotyped according to the protocol

described by (Koya et al., 2016). Animals that express the c-Fos-LacZ gene are indicated
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with “+” while the ones that do not, with “-”. They were housed in plexiglass boxes, with 2-5
animals per cage. Animals were kept on controlled photoperiods (12 h light/12 h dark; lights
on at 7:00 a.m.) and temperature (21 = 2 °C), with regular chow and water available ad
libitum. All the experiments were performed during the light cycle. Procedures followed the
Brazilian ethical guidelines for animal research set by the National Council for the Control

of Experimental Animal Research (CONCEA) (CONCEA, 2023).

2.2.  Fear conditioning

Apparatus: The conditioning chamber (context A) consisted of an illuminated
plexiglass box (33 x 22 x 22cm) with a floor grid of parallel 0.1-cm caliber stainless steel
bars spaced 1 cm apart. Context chambers had the same dimensions, but context A had
black walls, whereas context B was vertically striped in black and white.

Training session: The rats were habituated for 2 days in context B (10 min each
day), and 24h later were placed in context A, where they received three 30s presentations of
a 5-kHz,75-dB tone (CS) that co-terminated with a 0.5mA 1s footshock (US) (three tone-
footshock pairings). The first CS was presented after 2min into the context, with an
interpairing interval of Imin between each tone/footshock. After all behavioral tests, the
animals returned to their home cages one minute after the final pairing.

Tone test session: The animals were presented with 3 CSs in context B. The
percentage of freezing time during each tone was quantified, and the average of the three
tones was used as a fear measure.

Context test session: Animals were put in context B for 5 minutes. The percentage
of freezing time was quantified per minute, and the average of the five minutes was used as

a fear measure.

2.3.  Behavioral assessment

Freezing behavior was used as a memory index in the fear conditioning tasks and
was registered with a stopwatch in real-time by an experienced observer who was blinded
to the experimental group. Freezing was defined as total cessation of all movements except

those required for breathing.

2.4. Stereotaxic surgery and cannula implantation

Rats were anesthetized by intraperitoneal injection of ketamine (75 mg/kg) and
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xylazine (10 mg/kg) and secured in a Kopf stereotaxic apparatus. Bilateral guide cannulas
were targeted for placement over the Prelimbic Cortex (AP +3.2 mm (from bregma), LL
+0.6 mm, DV -1.6 mm). Meloxicam (analgesic and nonsteroidal anti-inflammatory; 1 mg/kg;
subcutaneously) was administered 20 min before surgery, as well as once a day for the

following two days. Animals were allowed to recover for 5—7 d before the experiment.

2.5. Drugs and microinfusion

Daun02 was infused bilaterally into the target structure at a total volume of 0.5uL.
At the time of infusion, a 27-gauge needle was fitted to a 22-gauge guide cannula. All
infusions were administered at a rate of 30uL/h for 5 min, and the animals were gently held
or restrained by a researcher.

Daun02 was obtained from Sequoia Research Products (www.seqchem.com).
Daun02 (2 png/0.5 pl/side) was dissolved in 5% DMSO, 6% Tween 80, and 89% 0.01 M
PBS. The vehicle was made of 5% DMSO, 6% Tween 80, and 89% 0.01 M PBS. The
Daun02 dose was based on previous studies (Bossert et al., 2011; Koya et al., 2009).

2.6. Histology

Euthanasia was conducted after the completion of behavioral experiment.
Euthanasia was performed using the decapitation procedure. The brains were removed and
fixed with 4% paraformaldehyde. A scalpel was used to obtain cross-sections of the brain,
and cannula placement was verified under a light microscope. Animals were included in the
analysis only when a blinded experimenter verified that the placement of the cannulas had

reached the structure.

2.7. Daun02 removal of selectively activated neurons

The Daun02 method uses c-Fos-lacZ transgenic rats, in which B-galactosidase (p-
gal) and Fos are co-expressed within strongly activated neurons (Cruz et al., 2013, 2014,
2015; Koyaet al., 2016; Lay et al., 2022). The c-Fos-lacZ transgene in transgenic rats
contains a c-fos promoter that controls the transcription of the lacZ coding sequence. When
there is strong and persistent neural activity, Fos expression is induced, leading to the
activation of the c-fos promoter. Consequently, the expression of lacZ mRNA and its
protein product B-galactosidaseis increased in these highly activated neurons (Cruz et al.,

2013). Thus, in strongly activated neurons B-gal converts Daun02 into Daunorubicin,
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which disrupts the normal function of these neurons, inducing the apoptosis of those

neurons (Pfarr et al., 2015).
2.8.  Statistical analysis

All statistical analyses were performed using Graph Pad Prism version 8. Protein
immunodetection is shown as the percentage of immunoreactive area. Data are expressed as
mean + SEM, always using the animal as the experimental unit. Statistical tests include

two- tailed Student’s t-test. Statistical significance was set at P<0.05.

3. Results

Memories are encoded within engram cells, comprising neurons that were active
during memory acquisition (Lau et al., 2020). The engram, representing a memory trace,
extends across various brain regions (Ganella et al., 2018; Kitamura et al., 2017). Current
understanding suggests that within the medial mPFC, engrams are established during
memory acquisition but remain quiescent until the memory undergoes complete
consolidation (DeNardo et al., 2019). To test the role of PL engram during recent memory
recall we used c-Fos-LacZ transgenic ratsto tag and manipulate neurons that were active
during fear conditioning consolidation. In these rats, the immediate early gene c-Fos
promoter stimulates transcription of the lacZ coding sequence, which results in the
translation of the protein product B-gal only in highly excited neurons (Cruz et al., 2015)
(Figure 1-A).

Ninety minutes after the fear conditioning session, animals received an infusion of
Daun02 in the PL region to eliminate neurons activated during training. They were then
tested72 hours later. During the test, high freezing levels were observed in the context, with

no significant difference between groups (Student’s t-test, Tg = 1.049, P=0.3247) (Fig 1B).
On the next day, during test 2 at the tone cue, no significant difference was observed
(Student’s t-test, Ts = 1.047, P=0.3258) (Fig. 1C). These findings suggest that memory was
not yet dependent on the PL neuronal engram, as indicated by the absence of changes in

freezing behavior following Daun02 infusion.
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Figure 1: Recent memory retrieval independent of PL engram. A. Experimental Design: Following fear
conditioning, animals underwent drug infusion and were tested 72 hours later for contextual memory. The
subsequent day, auditory memory recall was assessed. B. Test 1 Results: Both groups displayed elevated freezing
levels, indicating effective recent contextual memory recall. C. Test 2 Findings: No significant difference between
groups was observed, suggesting that the PL engram is not required for recent auditory memory recall (Drug - n =
5; Drug + n = 5). Data are presented as mean + SEM.

In contrast, when animals received an infusion of Daun02 in the PL region ninety
minutes after the fear conditioning session but were tested 30 days later, we observed significant
changes in freezing behavior (Figure 2). During the contextual test, Drug — animals exhibited
high freezing levels in the context, while Drug +, whose fear engram was erased after Daun02
infusion in the PL cortex post-training, showed statistically less freezing (Student’s t-test, T12
=5.127, P=0.0003) (Fig 1B). The following day, during test 2 at the tone cue, no statistically
significant difference was observed (Student’s t-test, Ti12 = 1.939, P=0.0764) (Fig. 2C). These
findings suggest that the PL engram for contextual memory is allocated during memory

formation and is necessary for systemic consolidation.
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Figure 2
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Figure 2: PL contextual engram is formed during memory acquisition. A. Following fear conditioning,
animals underwent drug infusion and were tested 30 days later to assess contextual memory. The subsequent day,
auditory memory recall was examined. B. Drug + animals exhibited reduced freezing levels, indicating disruption
in the consolidation of contextual memory. C. No significant difference between groups was observed during the
auditory memory recall test, suggesting that tone information is not dependent on PL systemic consolidation (Drug
-n=7; Drug + n = 7). *** P<0.0005. Data are presented as mean = SEM.

4. Discussion

In this study, employing the Daun02 technique, we demonstrated that the PL engram is
dispensable for the recall of recent memories. However, for the retrieval of contextual memories
aged 30 days, the presence of the PL. engram becomes crucial. Furthermore, it was observed
that the neurons constituting this engram are selected during the memory acquisition process.
The elimination of these specific neurons after memory acquisition significantly disrupts
memory recall post systemic consolidation.

Contextual information, reliant on hippocampal activity, undergoes systemic
consolidation and gradually becomes less dependent on hippocampal activity for recall (de
Oliveira Alvares & Do-Monte, 2021). Throughout this process, it is theorized that neocortical
regions, such as the PL, assume the responsibility for maintaining the memory. As reliance on
the PL increases for recall, the memory also tends to become more generalized (Frankland &
Bontempi, 2005). While the time elapsed since encoding plays a crucial role in determining
whether the hippocampal or neocortical component of the memory will be expressed during

retrieval (in accordance with standard consolidation theory (Squire et al., 2015)), other factors
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such as task demands, attention, reactivations, and prior knowledge also significantly influence
this dynamic (de Oliveira Alvares et al., 2011; Wang et al., 2012).

Our findings align with the multiple trace theory of memory. As evidenced by our
results, recent memory recall does not necessitate the involvement of the PL. engram. However,
the erasure of the PL engram post-memory acquisition hinders the recall of remote, consolidated
contextual memories. Recent findings by Cummings and Clem provide evidence that within the
PL, an increase in synaptic efficacy of somatostatin-expressing interneurons is observed after
fear conditioning (Cummings & Clem, 2020), also those neurons are selectively activated for
fear memory expression (Cummings et al., 2022). Additionally, the study conducted by Dixsaut
& Graff further supports the significance of the PL during memory encoding and its crucial role
in remote memory recall (Dixsaut & Gréiff, 2022).

The findings of Corcoran and Quirk (Corcoran & Quirk, 2007), demonstrating that PL
activity is necessary for the expression but not the encoding of conditioned fear, also support
our study. However, within their work, both the tone and context were affected during memory
retrieval. Additionally, their test was conducted one day after the conditioning protocol, which
could be interpreted as assessing recent memory. Nevertheless, we acknowledge that memory
consolidation can be influenced by the strength of training (Casagrande et al., 2018). In their
study, the training protocol involved seven tones (30s) co-terminated with footshocks (0.5 s;
0.50mA) or four unsignaled footshocks (1s; 0.8mA), representing a stronger training paradigm
compared to our study, which comprised of three (30s) presentations of a tone co-terminated
with footshocks (1s; 0.5mA). This difference in the strength of training protocols between our
study and that of Corcoran and Quirk may contribute to the variations observed in the results
of both studies.

Evidence suggests that the engram formed in the PL is generated during memory
encoding, involving inputs from both the hippocampal—-entorhinal cortex network and the
basolateral amygdala. Following acquisition, the cortical engram undergoes a period of
maturation before becoming fully functional. During this maturation phase, hippocampal
neurons are responsible for maintaining the memory until the cortical engram becomes fully
operational (Kitamura et al., 2017). The study by DeNardo and colleagues also supports the
idea that PL activity during learning is essential for establishing the engram of PL neurons that
supports remote memory retrieval. However, they suggest that new PL neurons are recruited to
the remote memory trace over time after the initial learning. These neurons become increasingly
likely to contribute to the behavioral outcomes compared to the neurons initially engaged in the

memory formation (DeNardo et al., 2019). This could explain why during our Test 2 (Figure
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2C), memory for the conditioning tone was not significantly impaired, although it appeared to
be lower than that of the Drug - group.

Altogether, our findings support the multiple trace theory of memory, wherein PL
activity is necessary for remote but not recent memory recall. Additionally, we demonstrated
that the PL engram is formed by a subset of neurons activated during memory acquisition and
is responsible for the recall of remote contextual memories, so eliminating those neurons after

fear conditioning disrupts remote memory recall.
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4. DISCUSSAO GERAL

Nossa capacidade de assimilar e reter informagdes diarias é de extrema importancia
para otimizar nossas respostas a eventos futuros. Por meio de nossas memorias, conseguimos
adaptar nossas reagdes a situagdes atuais, baseando-nos em experi€éncias passadas
semelhantes. No entanto, o desenvolvimento de memdrias patologicas pode acarretar
diversos prejuizos na vida pessoal dos individuos afetados, como observado em casos de
transtorno do estresse pds-traumatico, nos quais os individuos acabam consolidando
memorias traumadticas persistentes (Kessler er al, 2017). Um entendimento mais
aprofundado sobre como as memorias sdo formadas e mantidas, assim como do papel das
estruturas envolvidas nos diferentes processos, torna-se essencial para a criacdo de
estratégias que minimizem essas situagdes patologicas. Visto que novas ferramentas tém sido
desenvolvidas, tornou-se possivel a manipulagdo de regides e populacdes neuronais
especificas em nosso encéfalo (Josselyn; Kohler; Frankland, 2015). Assim sendo, utilizamos
uma técnica que nos permite a manipulagdo de neurdnios especificos para avaliarmos a
dindmica dos engramas de diferentes estruturas durante os processos de consolidacéo,
reconsolidagdo e extingdo de memorias aversivas.

Portanto, em nosso estudo, empregamos o método Daun02, que utiliza ratos Wistar
c-Fos-LacZ para marcar e apagar neurdnios ativados em momentos especificos de cada
protocolo. Inicialmente, com a intengdo de validar nosso modelo, verificamos se a remogao
do engrama de uma memdria recentemente consolidada na BLA era capaz de afetar a sua
evocagdo. Para isso, removemos os neurdnios ativos no momento da aquisicdo de uma
memoria de CAT (Capitulo I, Figura 1) e observamos que a remog¢do desses neurdnios
interfere na evocag¢do da memoria aversiva, corroborando as evidéncias de que os neurdnios
sdo alocados a uma meméria no momento da sua aquisi¢do e que a eliminag¢do de neurdnios
que sdo o substrato da memoria resulta em um déficit na evocagdo das informagdes
relacionadas a ela (Josselyn; Frankland, 2018; Josselyn; Tonegawa, 2020; Lau et al., 2020;
Yiu et al., 2014). Logo, validamos o nosso modelo de estudo, comprovando que ele é capaz
de manipular o engrama de uma memdria aversiva.

Em seguida, decidimos avaliar a dindmica de neurdnios durante o processo de
reconsolidag@o. Com base na literatura, o processo de reconsolidagdo ocorre nos mesmos
neurdnios alocados durante a aquisi¢do da memoria e interferéncias durante esse processo
podem perturbar a memdria original (Dudai, 2004; Nader, 2015; Rodriguez-Ortiz et al.,

2008). Observamos que a remog¢do dos neurdnios ativos durante a reconsolidagdo (apods
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uma breve reativagdo), causou uma redugdo na expressdo do medo durante o teste,
indicando que ambos os processos (consolidacdo e reconsolidagdo) ocorrem no mesmo
engrama da BLA (Capitulo I, Figura 2). Assim como o ocorrido durante a consolidacdo, é
possivel que tenhamos eliminado os neurdnios de medo localizadas na BLA, interferindo na
sinalizacdo que leva a expressdo de respostas aversivas. Essas descobertas estdo em
concordancia com estudos que sugerem que estratégias baseadas na reconsolidagdo tendem a
ser duradouras, se ndo permanentes, pois atuam no trago original da memoria (Popik ef al.,
2020).

Por outro lado, inumeros estudos sugerem que o processo de extingdo envolva
um novo conjunto de neurdnios responsavel por suprimir a memoéria de medo original
(hipétese de novo aprendizado ou new learning) (Khalaf, Gréff, 2019; Lacagnina et al.,
2019; Zhang; Kim;Tonegawa, 2020). Essa ideia ¢ sustentada pelo retorno do medo, que pode
ser demonstrada por testes de remewal, reinstatement e recuperagdo espontanea do medo
(Lee; Kaang, 2023). Entretanto, uma hipdtese alternativa prediz que os mecanismos da
extingdo sdo baseados na desaprendizagem ou unlearning. Com base nisso, alguns estudos
tém mostrado que a extingdo envolve o enfraquecimento de conexdes previamente
estabelecida entre o CS eo US, sugerindo que o condicionamento aversivo envolva uma
potenciacdo das conexdessinapticas dos neurdnios envolvidos, enquanto que durante a
extingdo ocorreria uma depotenciacdo (Choi et al., 2021; Hong et al., 2009; Kim ef al.,
2007, Lai; Adler; Gan, 2018).

Apesar de a natureza das memorias de extingdo permanecer um topico complexo e
ainda debatido no campo da pesquisa de memoria, os nossos achados corroboram a hipotese
deuma nova aprendizagem. Pois, ao eliminar o engrama de extingdo no IL, observamos um
aumento nos niveis de freezing dos animais, indicando o retorno na expressdo da memoria
aversiva (Capitulo I, Figura 4). Durante o processo de extingdo, a ativa¢do do IL resulta na
ativagdo de neuronios intercalares da AMG. Estes neurdnios inibitoérios acabam inibindo a
ativagdo da CeA, que por sua vez € responsavel por sinalizar a expressdo de medo. Desta
formaa ativacdo do IL acarreta na redugdo da expressdo do medo (Quirk; Mueller, 2008;
Sierra-Mercado; Padilla-Coreano; Quirk, 2011). Assim, demonstramos que apo6s a
eliminag¢do do engrama de extin¢do, observamos um retorno na expressdo do medo, porém
esse retorno ndo foi total. Vale ressaltar que o engrama de uma memoria se encontra
distribuido por iniimeras estruturas encefalicas (Choi et al., 2018). Desta forma, acreditamos
que o IL desempenha um papel vital em memorias de extingdo, mas que existem

mecanismos compensatorios em outras estruturas associadas a extingdo do medo que podem
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compensar parcialmente o papel desempenhado pelo IL.

Seguindo essa abordagem, também buscamos demonstrar uma dissociagdo do
engrama de extingdo na BLA, porém ndo foi possivel apresentar esses efeitos. Para isso,
adotamos dois protocolos distintos para induzir a formagdo de uma memoria de extingéo.
Inicialmente, realizamos uma sessdo Unica de 24 tons (Capitulo I, Figura Suplementar 2),
porémos resultados obtidos ndo foram os esperados. Diante disso, optamos por empregar
outro protocolo de extin¢do, mais intenso, que consistia em trés dias de reexposi¢do com 10
CS por dia, uma vez que se sabe que sessdes multiplas podem promover a formac¢do de uma
memoria de extingdo mais robusta (Capitulo I, Figura 2) (Cain; Blouin; Barad, 2003). No
entanto, em ambos os protocolos ao eliminar o engrama ativo durante o teste de extingéo,
ndo observamos o retorno do medo no teste subsequente.

O circuito gerado pelas memodrias de extingdo poderia explicar por que, ao
eliminarmos o engrama da BLA, o comportamento de medo ndo retorna, mas ao
eliminarmos o engrama da CeA, sim. Isso porque € possivel que o engrama de extin¢do
localizado no IL ainda consiga sustentar a memoria de extingdo mesmo na auséncia do
engrama de extin¢do da BLA. Ja o engrama da CeA parece ser central para a sinalizacdo da
expressdo do medo por suaconexdo direta com a substincia cinzenta periaquedutal. No
entanto, Zhang e colaboradores demonstraram que o engrama da memoria de extingdo ¢
formado e armazenado em uma populacdo neuronal especifica da BLA, responsavel por
processar informagdes de valéncia positiva (Zhang; Kim; Tonegawa, 2020) enquanto que
Lay et al. (2022) observaram que a evoca¢do de memorias de extin¢do ndo depende da
ativagdo do engrama da BLA, mas sim do engrama encontrado na CeA. Tais diferencas
podem ser explicadas devido as diferentes metodologias utilizadas por cada um dos grupos
de pesquisa, pois enquanto Lay e colegas utilizaram o método de Daun02, Zhang e
colaboradores inativaram os neurdnios através da utilizagdo de técnicas optogenéticas.

Permanece desafiador determinar definitivamente qual mecanismo governa
primariamente a extingdo de memorias aversivas, pois este processo € influenciado por
varios fatores, incluindo a relagdo entre a for¢a da memoria e o protocolo de extingdo (ou
seja, tempo da sessdo de extingdo ou se a extingdo é espacada versus agrupada). Dependendo
desses fatores, cada mecanismo pode operar simultaneamente ou sequencialmente para
alcangar uma extingdo bem-sucedida (Lee; Kaang, 2023). No entanto, baseado nas
evidencias de retorno do medo geradas através dos testes de remewal, reinstatement e
recuperagdo espontanea do medo, assim como nos resultados observados nesse trabalho,

acreditamos que as memorias de extingdo sejam formadas através da criagdo de uma nova
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memorias que inibe a atividade da memoria original de medo.

Como foi observado que na BLA sdo encontrados neurdénios que codificam tanto a
informagéo aversiva, quanto da memoria de extingdo (Herry ef al., 2008) acreditamos que a
presenga de ambos os grupos celulares na BLA poderia explicar o fato de ndo termos
conseguido dissociar estes engramas durante nossos experimentos, pois ambos 0s grupos
neuronais podem estar sendo ativados, expressando c-Fos, e, consequentemente, sendo
apagados durante o processo. Outra hipotese que poderia explicar nosso resultado seria a de
que o engrama da BLA nfo ¢ necessario para a evocag¢do de memorias de extingdo. Este
achado vai de acordo com os resultados relatados por Lay ef al. (2022), que observaram que a
evocacdo de memorias de extingdo ndo depende da ativagdo do engrama da BLA, mas sim
do engrama encontrado na CeA.

Demonstramos também que o engrama do PL néo ¢ necessario para a evocagdo de
memorias recentes (Capitulo II, Figura 1). No entanto, para a recuperagdo de memdrias
contextuais com 30 dias, a atividade do engrama do PL torna-se crucial (Capitulo II, Figura
2). Do mesmo modo, observamos que os neur6nios que constituem esse engrama S3o
alocados durante o processo de aquisi¢do da memoria. A eliminagdo desses neurdnios apos a
aquisicdo da memdria perturba significativamente a evocagdo destas informagdes apos a
consolidagdo sistémica.

Sabemos que apds a aquisi¢do, o engrama cortical passa por um periodo de
maturacdo antes de se tornar totalmente funcional. Durante essa fase de maturagdo, os
neurdnios hipocampais sdo responsaveis por manter a memoria até que o engrama cortical
esteja plenamente funcional (Kitamura ef al., 2017). Apds a consolidacdo sistémica, regides
corticais, como o PL, assumem a responsabilidade pela manuten¢do da memoria (Frankland;
Bontempi, 2005). A teoria dos multiplos tragos sugere que durante a consolidagéo sistémica
o engrama hipocampal ndo ¢ substituido pelo cortical, mas que ambas os engramas estdo em
continuo intercambio (Goshen ef al., 2011; Tonegawa; Morrissey; Kitamura, 2018). De fato,
foi demonstrado que a atividade do PL ¢ necessaria no momento da aquisi¢do para que os
neurdnios desta estrutura passem pelo processo de tagging e sejam capazes de armazenar
essas informagdes. Silenciar a atividade neuronal durante o periodo inicial pds-aprendizado
prejudica a evocagdo da memodria remota, indicando que a atividade cortical precoce ¢
necessaria para a subsequente maturagdo e estabilizagdo da memdria (Lesburgueres et al.,
2011).

A atividade do PL também se faz necessaria no momento da aquisi¢do devido a

suas conexOes diretas com os neurdnios de medo do ntcleo basal da BLA. As conexdes
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reciprocas que ambas as estruturas possuem funcionam com forma de amplificar o sinal
aversivo (Rudy, 2014). Uma vez codificado o evento aversivo, se a eliminagdo do engrama
do PL for realizada enquanto outras estruturas podem sustentar essas informagdes, um efeito
compensatorio pode ser gerado, como no caso do nosso experimento do Capitulo II, Figura
I, onde nenhum dano € observado, porém quando o PL se torna responsdvel pela
manuten¢do dessa memoria, observamos prejuizos (Capitulo II, Figura 2). Sendo assim, a
eliminagdo do engrama do PL apds a aquisi¢do da memoria prejudica a evocacdo de
memorias contextuais remotas.

Descobertas recentes evidenciam que neurdnios do PL sdo recrutados apds o
condicionamento aversivo e sdo seletivamente ativados para a expressdo da memdria
aversiva (Cummings et al., 2022; Cummings; Clem, 2020). Da mesma forma, Dixsaut e
Graff demonstram o papelessencial do PL durante a codificagdo da memoria e sua atuagio
na evocagdo de memorias remotas (Dixsaut; Graff, 2022).

Vale destacar que foi demonstrado que a atividade do PL é necessaria para a
expressdo, mas ndo para a codificagdo do medo condicionado (Corcoran; Quirk, 2007), indo
de encontro com o0s nossos resultados. No entanto, diferentemente dos nossos experimentos,
Corcoran e Quirk (2007) demonstraram que tanto o tom quanto o contexto foram afetados
durante a evocag¢io da meméria. E importante salientar que o protocolo utilizado pelos
autores pode ser considerado extremamente forte, pois a duragdo do choque foi de cinco
segundos pareados com sete tons, representando um treino mais intenso em comparagdo com
0 nosso (choque de 0,5mA com duragdo de um segundo e pareado com trés tons). Essas
diferencas de protocolos podem gerar resultados variaveis. De todo modo, nossos resultados
corroboram com a teoria dos multiplos tracos, demonstrando que a ativacdo do engrama
formado no HPC durante o protocolo de CAT se faz necessario para a evocagdo da memoria
somente alguns dias apds o treino e ndo mais apos varias semanas.

Tendo em vista que o engrama de uma memoria pode envolver interacdes entre
populagdes neuronais de varias regides cerebrais (Roy et al., 2019) ¢é importante notar que
cadaestrutura possui um grau de especializagdo na codificagdo de informagdes especificas
dentro dessa ampla rede. Sabemos que o HPC desempenha um papel crucial na evocagdo de
componentes espaciais e contextuais das memdrias, reativando os padrdes de atividade
cortical observados durante o aprendizado (Tanaka et al., 2014). Memdrias, especialmente
aquelas com algum componente contextual, passam pelo processo de consolidacdo sistémica.
Portanto, enquanto o engrama cortical passa por um periodo de maturagdo antes de se tornar

totalmente funcional, a memoria formada durante uma tarefa de condicionamento aversivo é
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mais dependente do HPC e pode ser evocada alguns dias apods a aquisi¢do. Com o passar do
tempo, ocorre o processo de consolidag@o sist€émica e € possivel observar os prejuizos na
evocacdo damemoria, quando as informagdes contextuais ndo podem mais ser recuperadas,
pois as vias como PL para acessar essas informagdes ja ndo estdo mais disponiveis, uma vez
que o engrama foi eliminado durante a consolidag?o.

Nosso desenho experimental envolve a administragdo de Daun02 90 minutos apos o
término do experimento comportamental. Este intervalo de tempo ¢ estrategicamente
escolhido para garantir que a expressdo de c-Fos esteja em seus niveis mais altos
durante a tarefa comportamental, levando a expressdo de PB-gal. A eficdcia do método
Daun02 ¢ avaliada trés dias apo6s a infusdo, permitindo tempo suficiente para que o0s
neurdnios que expressam [-gal sejam inativados. Este periodo de tempo é uma pratica
padrdo baseada em estudos anteriores (Bossert ef al., 2011; Cruz et al., 2014; Koya et al.,
2009; Lay ef al., 2022; Pfarr et al., 2015). E importante destacar que nosso protocolo ¢
baseado no modelo descrito e ja validado nos estudos citados anteriormente.

Os niveis mais baixos de neurdnios B-gal+ (neurdnios que expressam [-gal)
encontrados durante as Imunohistoquimicas (Capitulo I, Figuras 1 e 3) poderiam ser
potencialmente interpretados como uma menor ativa¢do neuronal durante o treino/teste, ao
invés de um resultado de eliminacdo neuronal. De fato, duas hipdteses sobre os mecanismos
pelos quais a daunorrubicina atua nos neuronios foram propostas: silenciamento temporario
ou, alternativamente, inativagdo permanente por meio da morte neuronal via apoptose. Para
validar a especificidade da inativa¢do por Daun02, Pfarr et al. (2015) conduziram um
experimento crucial. Neste experimento, a coloragdo de Fluorojade-B foi empregada para
comparar os resultados entre ratos pCAG-LacZ (linhagem de ratos expressando [-gal
constitutivamente sob o promotor pCAG) e ratos c-Fos-LacZ. Foi encontrado um sinal
fluorescente robusto em toda a area encefalica dos ratos pCAG-LacZ infundidos, indicando
um extenso dano celular apds infusdes de Daun02, que foi evitado pela co-infusdo de Z-
VAD-FMK, um inibidor de caspase (proteases capazes de clivar outras proteinas). Em
contraste, em ratos c-Fos-LacZ, usando uma quantidade equivalente de Daun02, foi
observado um padrdo disperso do sinal fluorescente. Esse padrdo alinhava-se com a
distribuicdo de células c-Fos+ (células que expressam c-fos) na regido, demonstrando a
especificidade do método Daun02. Importante destacar que nenhum sinal fluorescente visivel
foi detectado apo6s a administracdo de veiculo em animais c-Fos-LacZ (Pfarr ef al., 2015).

Além do mais, durante o experimento de Pfarr e al. (2015), foi observada a co-

localiza¢do induzida de c-Fos e P-gal em neurdnios do cortex pré-frontal medial.
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Administragdes subsequentes de Daun(02 no IL apds a sessdo resultaram em uma diminui¢ao
significativa nas células B-gal+ nesta regido. Essa observacdo fornece evidéncias de que a
transcri¢do de B-gal depende da ativagdo de c-Fos. Além do mais, a diminui¢do subsequente
significativa de células B-gal-positivas apos as infusdes de Daun02 no IL evidenciam o

mecanismo de a¢do do Daun02 por meio da indugdo de apoptose nos neurdnios-alvo.

LIMITACOES E PERSPECTIVAS

Uma grande dificuldade que impactou consideravelmente a conducdo deste estudo
foi a pandemia do COVID ocorrida entre os anos de 2020 e 2022. Essa crise afetou
diretamente nossa capacidade de realizar os experimentos comportamentais, resultando na
paralisacdo da coleta de dados. Apds o retorno gradual ao ambiente laboratorial, a produgéo
de novos animais para os experimentos demandou alguns meses até alcangarmos um ntimero
amostral adequado, o que implicou que os experimentos mais significativos s6 puderam ser
retomados em 2023, deixando menos de dois anos para o término do prazo para a conclusio
deste doutorado. Esse periodo reduzido para a realizacdo dos experimentos resultou na
impossibilidade de conduzir muitos deles, replicar resultados ou explorar os dados conforme
planejado.

Além das limitacSes temporais, também enfrentamos limitagdes técnicas. A
utilizagdo de animais c-Fos-LacZ, que emprega o gene c-fos como promotor para marcar as
células a serem eliminadas, pode ter comprometido a especificidade celular e dificultado a
diferenciagdo dos engramas de reconsolidacdo e extingdo na BLA, onde ndo obtivemos
resultados significativos na elimina¢do do engrama de extingdo. Assim, a utilizacdo de
técnicas com uma maior especificidade celular poderia gerar resultados mais robustos na
busca por essas respostas. O aprefeicoamento das técnicas de imunohistoquimica e outras
estratégias para auxiliar na comprovacdo do técnica utilizada também poderiam ser uteis
para dar forca aos resultados.

Portanto, a implementagéo de técnicas com maior especificidade celular e o aumento
do nimero amostral experimental poderiam fortalecer nossas conclusées, proporcionando
uma maior robustez estatistica aos resultados. Além disso, a realizagdo de mais experimentos
explorando alguns resultados e a adicdo de alguns controles pode refor¢ar muitas conclusdes
alcangadas neste trabalho.

Os resultados obtidos no segundo capitulo deste trabalho, relativos a consolidagéo de

memorias recentes e remotas também precisam ser melhor explorados para a confirmagio
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dos resultados, para tanto o nimero amostral precisa ser aumentado. O estudo também se
beneficiria de uma replicagdo dos experimentos para a confirmagdo dos resultados, sendo
interessante que os mesmos fossem realizados utilizando machos e fémeas separadamente,
pois apesar de os efeitos estressores serem semelhantes em machos e fémeas (Hassien ef al.,
2020) € interessante confirmar que ndo ha diferengas comportamentais entre os dois grupos
de animais, visto que a expressio de medo entre ambos os sexos pode ser diferente

(Gazarini; Stern; Bertoglio, 2023).
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5. CONCLUSOES

Podemos destacar os seguides achados:
Capitulo 1

1. Validamos a eficéacia da técnica Daun(02 na eliminag¢do de neur6nios que expressam
B-gal, evidenciada pela quantificacdo dos niveis dessa enzima na BLA. Os animais do grupo
D+ apresentaram redu¢do nos niveis de B-gal em compara¢do com os grupos V+, enquanto
os animais dos grupos D- e V-, como esperado, ndo expressaram B-gal;

2. A eliminag¢do dos neurdnios ativos na BLA durante a aquisicdo de uma memoria
aversiva ¢ capaz de eliminar o engrama da memoria aversiva;

3. Uma exposi¢do curta ao estimulo condicionado ativa o mesmo engrama de medo
previamente consolidado na BLA;

4. Nao foram encontradas diferencas estatisticas na expressdo da memoria apds uma
sessdo curta de extingdo na BLA, mesmo apds a elimina¢do do engrama de extingdo nos
animais;

5. Nao foram encontradas diferencas estatisticas na expressdo da memoria apds uma
sessdo longa de extingdo na BLA, mesmo apds a eliminagdo do engrama de extingdo nos
animais;

6. A infusdo de Daun02 na BLA dos animais ndo impediu a expressdo de medo apos
uma sessdo de re-treino realizada apos o teste da extingdo;

7. A quantificag@o dos niveis de -gal no cortex IL. demonstrou que os animais do grupo
D+ expressam niveis menores de B-gal em comparagdo com os grupos V+, enquanto os
animais dos grupos D- e V-, conforme esperado, ndo expressaram B-gal;

8. A eliminag¢fo de neurdnios apos a reconsolidacdo de memorias no cortex IL ndo afeta
o engrama da memoria aversiva;

9. A eliminag@o de neurdnios ap6s uma sessdo longa de extingdo de memdrias no cortex

IL faz com que a expressdo do medo condicionado retorne;
Capitulo 11

10. A eliminagdo dos neurdnios ativos no coértex PL durante a aquisi¢cdo de uma memoria
aversiva ndo influencia na expressdo da memoria durante um teste de memoria recente;
11. A elimina¢do dos neurénios ativos no coértex PL durante a aquisi¢do de uma memoria

aversiva impede a expressdo da informag¢do contextual da memoria durante um teste de
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memoria remota. Além disso, este engrama ¢ formado durante o periodo de consolidagdo da

memoria.

Dessa forma, este estudo fornece detalhes importantes sobre os mecanismos neurais
subjacentes as memorias aversivas e de extingdo, destacando o complexo equilibrio desses
processos em diferentes estruturas enceféalicas. Nossos resultados sdo relevantes para o
desenvolvimento de abordagens terapéuticas voltadas para a supressdo do medo por meio de
técnicas que visem suprimir a reconsolidacdo ou fortalecer a extingdo de memorias
patoldgicas, auxiliando na elucidacdo das estruturas envolvidas em cada processo. Para
futuras investigagdes, recomendamos a utilizagdo de nlUimeros amostrais maiores e

metodologias ainda mais avangadas que possam validar e expandir nossos achados.
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APENDICES

APENDICE A: Resultados da infusio de Daun02 no Hipocampo dorsal. Dados ndo

incorporados no corpo da tese por problemas metodoldgicos e baixo numero amostral,

assim optamos por deixa-los de fora da discusséo.
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Figura 1: Consolidacio de memoria contextual no HPC. A. Desenho experimental. Os
animais sdo treinados em um contexto onde recebem 2 choques de 0.5 mA e 90 minutos
depoisrecebem a infusdo de Daun02. Apds 3 dias os animais sao testados. B. Teste de medo
ao contexto. As estatisticas ndo foram realizadas, pois o numero amostral ¢ baixo. Droga -
(n=4); Droga + (n=5). Os resultados estdo apresentados como média + EPM.
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Figura 2: Reconsolidacio de memoria contextual no HPC. A. Desenho experimental. Os
animais sdo treinados em um contexto onde recebem 2 choques de 0.5 mA. Apos 48 horas
0os animais passam por uma sessdo de reativacdo para induzir um processo de
reconsolidag@o e 90 minutos depois recebem a infusdo de Daun02. Apos 3 dias os animais
sdo testados. B. Freezing da sessdo de reativagdo. C. Os niveis de freezing dos animais néo
demonstraram diferencgas estatisticas apos a infusdo de Daun02. Veiculo - (n=8); Veiculo +
(n=7); Droga - (n=7); Droga + (n=8). Os resultados estdo apresentados como média + EPM.
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Figura 3: Extincio de meméria contextual no HPC. A. Desenho experimental. Os
animais sdo treinados em um contexto onde recebem 2 choques de 0.5 mA. Apos 48 horas
0s animais passam por uma sessdo de extin¢do, que consiste em apresentar o contexto por
30 minutos semreceber choque, e 90 minutos depois recebem a infusdo de Daun02. Apos 3
dias os animais sdotestados. B. Curva de extin¢do apresentada em blocos de 5 minutos. C.
Freezing do teste 1. D. Teste 2. Os niveis de freezing dos animais ndo demonstraram
diferencas estatisticas apos a infus@o de Daun02. Veiculo - (n=8); Veiculo + (n=3); Droga -
(n=8); Droga + (n=9). Os resultados estio apresentados como média + EPM.
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Figura 4: Aprendizado contextual avaliado através do Water Maze. A. Desenho
experimental. Os animais sdo treinados para encontrarem uma plataforma submersa durante
5 dias e 90 minutos apo6s o ultimo treino recebem a infusdo de Daun02. Apos 3 dias os
animais sdo testados e passam por uma sessdo de aprendizado reverso em que a plataforma
¢ colocada no quadrante oposto e os animais precisam aprender a nova localizagdo. B.
Curva de aprendizado apresentando a laténcia média para encontrar a plataforma de cada
dia de treino. C. Curva demonstrando a laténcia para encontrar a plataforma apresentando a
média de cada trial de 60 segundos, onde T1 representa a sessdo de Teste em que os
animais do grupo Droga + ndo conseguiram encontrar a plataforma dentro do tempo
determinado sendo estatisticamente diferente do grupo Droga -. Droga - (n=5); Droga +
(n=5). Teste t de Student (P=0.0125). Os resultados estdo apresentados como média +
EPM.

APENDICE B: Produgdes cientificas durante o doutorado.

Distinct engrams control fear and extinction memory.

Jordana Griebler Luft, Bruno Popik, Débora Gongalves, Fabio C Cruz, Lucas De
Oliveira Alvares.

Manuscrito publicado no periodico Hippocampus

Qualis Ciéncias Biologicas II: A2

Naturalistic Housing Condition Promotes Behavioral Flexibility and Increases Resilience
to Stress in Rats.

Nicoli Caratti, Ana Paula Crestani, Jordana Griebler Luft, Lucas de Oliveira
Alvares. Manuscrito publicado no periddico Behavioral Neuroscience.

Qualis Ciéncias Bioldgicas II: A3
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Probiotic supplementation facilitates memory updating and extinction in rats by the gut-
brain-axis communication.

Débora Aguirre Gongalves, Jordana Griebler Luft, Manuel Adrian Riveros Escalona,
MicheleBertoni Mann, Jeverson Frazzon, Marcio Dorn, Lucas de Oliveira Alvares.
Manuscrito submetido ao periodico Microbial Pathogenesis

Qualis Ciéncias Biolodgicas II: A3

Molecular mechanisms underpinning deconditioning-update in fear memory.
Bruno Popik, Jordana Griebler Luft, Kétlyn Talise Knak Guerra, Lucas de Oliveira
Alvares.Manuscrito publicado no peridédico Hippocampus

Qualis Ciéncias Biologicas II: A2

Characterization of deconditioning-update on fear memory attenuation.

Bruno Popik, Kétlyn Talise Knak Guerra, Jordana Griebler Luft, Henrique Schaan
Fernandes,Lucas de Oliveira Alvares.

Manuscrito publicado no periddico Neurobiology of Learning and Memory

Qualis Ciéncias Biologicas II: Al

Reduced Expression of Hippocampal GIuN2A-NMDAR Increases Seizure Susceptibility and
Causes Deficits in Contextual Memory.

Maria Florencia Acutain, Jordana Griebler Luft, Cecila Alejandra Vazquez, Bruno Popik,
Magali C. Cercato, Alberto Epstein, Anna Salvetti, Diana A. Jerusalinsky, Lucas De
Oliveira Alvares, Maria Verdnica Baez.

Manuscrito publicado no periddico Frontiers in Neuroscience
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ANEXO

ANEXO A: Carta de aprovagio da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA %CEU

———HFRGS
UNIVERSIDADE FEDERAL Comissio De Etica No Uso De Animais

DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVACAO

Comissio De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Numero: 36550

Tiuiiee UTILIZANDO A TECNICA DE INATIVACAO POR DAUNO2 PARA DETERMINAR A NATUREZA
DO ENGRAMA DE DIFERENTES TIPOS DE MEMORIA

Vigéncia: 01/05/2019 & 30/12/2022

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

LUCAS DE OLIVEIRA ALVARES - coordenador desde 01/05/2019
Jordana Griebler Luft - Aluno de Doutorado desde 01/05/2019

Comissédo De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo, em reuniio realizada em
13/05/2019 - Sala 223 do Prédio do Instituto de ciéncias Bésicas da Satde - ICBS - Campus
Centro UFRGS- Bairro Farroupilha - Porto Alegre, em seus aspectos éticos e metodolégicos,
para a utilizacdo de 375 ratos, machos e fémeas, da linhagem transgénica Fos-lacZ, com
idade aproximada de 60 dias e pesando entre 250 e 300 g, provenientes do biotério do
Departamento de Biofisica da UFRGS; de acordo com os preceitos das Diretrizes e Normas
Naclonals e Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008, o
Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), que disciplinam a producéo, manutengio
e/ou utilizagdo de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata (excefo o homem) em
atividade de ensino ou pesquisa.

Porto Alegre, Sexta-Feira, 24 de Maio de 2019 ; :
/%(ZM é

ALEXANDRE TAVARES DUARTE DE OLIVEIRA
Coordenador da comisséo de ética




