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Resumo

ApGs a evocagdo as memodrias ja consolidadas tornam-se novamente
vulneraveis a acao de inibidores de sintese protéica. Isto leva a hipotese de que
as memodrias sdo reconsolidadas apds sua evocacdo, € que este processo
depende de sintese protéica. Muitas evidéncias indicam que o hipocampo tem
um papel chave na consolidacdo e na reconsolidacao de diferentes memoérias. A
evocacdo ndo reforcada pode causar extincdo e/ou reconsolidacdo, dois
processos que afetam a retencdo da memdria em vias opostas. Usando a tarefa
do labirinto aquético de Morris n6s demonstramos que a anisomicina, um inibidor
de sintese protéica, infundida na regido CAl do hipocampo dorsal
imediatamente, mas ndo 3 e 6 horas apdés o treino prejudica a consolidacao da
memoria espacial associada ao LAM. Além disso, demonstramos que a
expressao repetida e ndo reforcada da meméria espacial causa extincdo que
ndo é afetada pela inibicdo de sintese protéica na regido CA1l. No entanto, se 0
namero de testes de evocacdo nao reforcados € insuficiente para induzir
extincdo, ocorre o processo de reconsolidacdo dependente de sintese protéica
hipocampal que recupera a memoria original. A inibicdo da sintese protéica
hipocampal ap6s o aprendizado reverso prejudica a retencdo da preferéncia
espacial reversa e blogueia a persisténcia da meméria inicial, sugerindo que o
aprendizado reverso envolve antes reconsolidacdo do que extingdo do traco
original. Além disso, a D-cicloserina, um parcial agonista do sitio da glicina no
receptor NMDA, quando administrada sistemicamente ou na regidao CAl apés
uma sessdo de evocacdo ndo reforcada, melhora a retencdo da memoria.
Nossos resultados no LAM sugerem a existéncia de um processo
reconsolidatério dependente de sintese protéica hipocampal que opera
recuperando e modernizando o traco enfraguecido pela evocacéo e sugere que,
semelhante ao processo de consolidacdo, o de reconsolidacdo pode nao ser
somente bloqueado, mas melhorado por tratamentos farmacoldgicos
apropriados. Até o presente ndo existem estudos a respeito das conseqiiéncias
da inibicdo da sintese protéica hipocampal no armazenamento e persisténcia
pos-evocacdo da memoria de reconhecimento de objetos. Neste trabalho nés
reportamos que a infusdo de anisomicina na regido CAl do hipocampo dorsal
imediatamente ou 180 min, mas ndo 6 horas apds o treino prejudica a
consolidacdo da memdéria de reconhecimento de longa duracdo sem afetar a
memoria de curta duracdo, o comportamento exploratério e o estado de
ansiedade ou a funcionalidade hipocampal. A anisomicina quando administrada
na regido CAL apés a reativacdo da memoria na presenca de objetos familiares
ndo afeta a posterior retencdo do traco mnemdnico. No entanto, quando
administrada na regido CA1 imediatamente apds a exposi¢cdo dos animais a um
objeto novo e um familiar, prejudica a retencdo da memoéria de ambos os
objetos. O efeito amnésico da anisomicina ndo ocorreu apds a exposi¢do a dois
objetos novos ou a exploragcdo ao contexto na auséncia de estimulos
especificos, sugerindo que é dependente da reativacdo do traco consolidado na
presenga de um comportamento relevante e saliente. Os resultados obtidos a
partir da tarefa de reconhecimento de objetos indicam que o hipocampo é
engajado durante a reconsolidagdo deste traco, talvez adicionando novas
informacdes a memdéria original.
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Abstract

Upon retrieval, consolidated memories are rendered again vulnerable to the
action of metabolic blockers, notably protein synthesis inhibitors. This has led to
the hypothesis that memories are reconsolidated at the time of retrieval, and that
this depends on protein synthesis. Ample evidence indicates that the
hippocampus plays a key role both in the consolidation and reconsolidation of
different memories. Non-reinforced retrieval can cause extinction and/or
reconsolidation, two processes that affect subsequent retrieval in opposite ways.
Using the Morris water maze task we show that in the rat repeated non-reinforced
expression of spatial memory causes extinction which is unaffected by inhibition
of protein synthesis within the CA1 region of the dorsal hippocampus. However, if
the number of non-reinforced retrieval trials is insufficient to induce long-lasting
extinction, then a hippocampal protein synthesis-dependent reconsolidation
process recovers the original memory. Inhibition of hippocampal protein synthesis
after reversal learning sessions impairs retention of the reversed preference and
blocks persistence of the original one suggesting that reversal learning involves
reconsolidation rather than extinction of the original memory. In addition, when
given systemically or into the CA1 region after non-reinforced retrieval, the partial
NMDAr agonist D-cycloserine improves subsequent memory retention. Our
results suggest the existence of a hippocampal protein synthesis dependent
reconsolidation process that operates to recover or update retrieval-weakened
memories from incomplete extinction and suggest that, like consolidation,
reconsolidation can be not only blocked but also enhanced by appropriate
pharmacological treatments. At present there are no studies about the
consequences of hippocampal protein synthesis inhibition in the storage and
post-retrieval persistence of object recognition memory. Here we report that
infusion of the protein synthesis inhibitor anisomycin in the dorsal CAl region
immediately or 180 min but not 360 min after training impairs consolidation of
long-term object recognition memory without affecting short-term memory,
exploratory behavior and anxiety state, or hippocampal functionality. When given
into CA1 after memory reactivation in the presence of familiar objects ANI did not
affect further retention. However, when administered into CA1 immediately after
exposing animals to a novel and a familiar object ANI impaired memory of both
objects. The amnesic effect of ANI was long-lasting, did not happen either after
exposure to two novel objects or following exploration of the context alone or in
the absence of specific stimuli suggesting that it was not reversible and
contingent on the reactivation of the consolidated trace in the presence of a
salient, behavioral relevant novel cue. Our results indicate that hippocampal
protein synthesis is required during a limited post training time for consolidation of
object recognition memory and show that the hippocampus is engaged during
reconsolidation of this type of memory, maybe accruing new information into the
original trace.
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Introducao 2

l. Introducgéo

Ainda que corriqueiramente os termos aprendizado e memdria sejam
utilizados de forma intercambiavel e, muitas vezes, entendidos como
sinbnimos, € importante destacar que as duas palavras descrevem
conceitos que apesar de estar intimamente relacionados, ndo sao
equivalentes. Assim, podemos definir aprendizado como uma alteracao
relativamente permanente no comportamento real ou potencial que ocorre
como conseqUéncia da pratica ou da experiéncia. Desta definicdo
operacional de aprendizado fica claro que o mesmo envolve a aquisi¢ao
de nova informacdo bem como o estabelecimento de novas relacdes,
associativas ou nao, entre informacdes pré-existentes (Squire e Kandel,
2003).

E importante salientar que segundo esta definicdo o aprendizado é um
processo resultante da interacdo do sujeito com 0 meio ou, a0 menos no
caso dos seres humanos e talvez alguns outros primatas, também da
introspeccdo. Como todo processo biologico, o aprendizado também tem
um produto. Porém, a diferenca do resto dos processos biologicos
conhecidos, o produto do aprendizado ndo € materialmente tangivel
sendo que constitui uma unidade informacional de existéncia real ainda
que meramente psiquica dita de memdria. Se bem utilizamos uma Unica

palavra para nomear todas elas, é obvio que nao todas as memdarias séo

iguais. Tém aquelas que perduram apenas o tempo suficiente para que
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possamos utiliza-las, mas também existem aquelas outras que persistem,
por bem ou por mal, pelo resto de nossas vidas. HA memadrias que nos
dizem quem somos de onde viemos e nos permitem predizer para onde
vamos, mas também formamos memorias que, ainda que nada nos digam
sobre nossa vida pessoal, nos permitem realizar tarefas, as vezes gratas
e uteis, como andar de bicicleta ou até escrever no computador esta tese.
Atendendo estas diferencas, as memaorias podem classificar-se de acordo
com o tempo que sobrevivem (ver Tabela 1). Assim, temos memorias
sensoriais, memarias de curta duracdo e memorias de longa duracdo. As
memorias sensoriais sdo aquelas que retém a breve impressao de um
estimulo apds este ter desaparecido, ou seja, depois que o sistema
sensorial correspondente deixa de enviar informacdo ao cérebro. Em
primatas este sistema processa tipicamente informacdo visual, mas
existem registros mnemonicos deste tipo para todas as modalidades
sensoriais. As memarias sensoriais possuem uma grande capacidade de
registro, mas, para que esta informacdo seja de alguma utilidade
prospectiva, deve ser rapidamente recodificada como um tipo mais
perduravel de memoria.

As memorias de curta duracdo, também conhecidas como memodrias
ativas ou primarias, podem ser definidas como aquele tipo de memorias
gue nos permitem manter “na mente” e em um estado ativo e facilmente
acessivel, uma pequena quantidade de informacao. Esta informacéo pode

ter sido adquirida recentemente e proceder entdo, dos sistemas
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encarregados de processar a memoria sensorial, pode resultar da
evocacao consciente ou inconsciente de uma memoaria de longa duracéo
(ver embaixo) ou bem, ser o resultado do processamento de informacéo,

caso no qual recebe o nome de memodria de trabalho (lzquierdo et al.,

1999; 2004).
Tempo de Caracteristicas
permanéncia
Memérias Poucos Retém a breve impressdo de um
Sensoriais segundos estimulo apos este ter desaparecido, ou
seja, depois que o sistema sensorial
correspondente deixa de enviar
informacao ao cérebro.
Memorias de Menos de 3 Permite manter “na mente” e em um
Curta Duracgéo horas estado ativo e facilmente acessivel, uma
(STM) pequena quantidade de informacéo.
Memorias de Dias, meses, Contém itens informacionais de diversa
Longa Duragéo anos,a vida indole altamente interconectados entre
(LTM™) toda si 0s quais se encontram armazenados

de maneira mais ou menos permanente
constituindo um sistema de arquivo
dinamico.

Tabela 1. Classificagdo das memorias de acordo com o tempo que perduram.

J& as memorias de longa duragdo sdo aquelas as quais normalmente nos
referimos quando coloquialmente falamos de “memaria”. Estas memorias
contém itens informacionais de diversa indole (ver embaixo) altamente
interconectados entre si 0s quais se encontram armazenados de maneira
mais ou menos permanente constituindo um sistema de arquivo dinamico.
Atendendo a seu conteudo as memodrias de longa duragdo podem ser

classificadas como explicitas e implicitas (ver Tabela 2). As memorias
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ditas de explicitas contém informacdes que usualmente sabemos que

possuimos e as quais temos acesso consciente. Este tipo de memoria

inclui o conhecimento sobre nossa historia pessoal e sobre 0 mundo que

nos rodeia a ainda podem ser divididas em duas subclasses: as memorias

episddicas e as memoérias semanticas (lzquierdo e McGaugh, 2000;

Squire e Zola, 1996)

Caracteristicas

Subdivisdes e caracteristicas

Explicitas/
Declarativas

Contém informacao
gue usualmente
sabemos que
possuimos e a qual
temos acesso
consciente.

Episddicas

Semanticas

Implicitas/
N&ao-
declarativas

Contém informacao a
gual ndo temos acesso
consciente, tal como o
conhecimento
procedimental e a
informacéo obtida a
partir de aprendizados
simples como aqueles
produzidos pelo treino
em tarefas de
condicionamento
classico e habituacéo.

Guardam informacédo
acerca de nossas
proprias vidas e
eventos.

Armazenam
informacdes acerca do
mundo que nos
rodeia, mas que
lembramos sem saber
como, quando e onde
as adquirimos.

Tabela 2. Classificagéo das memérias de longa duragéo de acordo com o contetdo.

As memorias episddicas guardam informacdo acerca de nossas proprias

vidas e eventos a ela relacionados como, por exemplo, minha festa de
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aniversario de 15 anos ou o dia que conheci o0 meu namorado. Ao
contrario, as memaorias semanticas armazenam informacfes acerca do
mundo que nos rodeia, mas que lembramos sem saber como, quando e
onde as adquirimos. Ja as memorias implicitas (também chamadas de
ndo-declarativas) contém informacdo a qual ndo temos acesso
consciente, tal como o conhecimento procedimental e a informacéo obtida
a partir de aprendizados simples como aqueles produzidos pelo treino em
tarefas de condicionamento e habituacao.

Independentemente de sua natureza e da validez das classificacfes que
pretendem refletir-la, sabe-se que as memdrias de longa duracdo ndo séo
adquiridas na sua forma definitiva. Pelo contrario, ap6s o aprendizado o
novo traco mnemaonico sofre um processo de filtro e selecdo progressivo
denominado consolidacdo que envolve a ativacao ordenada e sequencial
de uma série de cascatas de sinalizacéo intracelular e a sintese “de novo”
de diversas proteinas em distintas areas do cérebro. Modulando a eficacia
neuronal e promovendo o estabelecimento de novas conexdes sinapticas
e o fortalecimento de algumas das preexistentes, este processo converte
um traco inicialmente fragil e susceptivel a acdo de distintos agentes
amneésicos em uma memoria de longa duracdo estavel, persistente, e
resistente a eventos traumaticos ou a tratamentos farmacologicos
(McGaugh, 1966; 2000). Durante muito tempo se acreditou que o
processo de consolidacdo acontecia uma uUnica vez para cada traco

mnemaonico e, consequentemente, se assumia que apos consolidadas as
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memorias de longa duracdo se tornavam incapazes de serem
modificadas. Porém, nunca existiram provas conclusivas desta hipotese e
a muitos resultava Obvio que um processo de armazenamento de
informacéo que operasse dessa maneira ndo oferecia muitas vantagens
adaptativas. De fato, jA na década de 1960 Misanin e colaboradores
(Misanin et al., 1968) apresentaram evidéncia experimental sugerindo
gue, como consequéncia de serem reativadas durante a sua expressao,
as memorias de longa duracdo voltavam a serem susceptiveis a acao
amnésica de diversos tratamentos, incluindo o eletro choque e o trauma
craniano. Apesar de serem inicialmente descartadas pela ortodoxia
dominante, as observacdes de Misanin foram recentemente resgatadas.
Principalmente a partir do trabalho pioneiro de Susan Sara e seu grupo de
colaboradores (Przybyslawski e Sara, 1997; Przybyslawski et al., 1999;
Sara, 2000), uma consideravel quantidade de evidéncia experimental tem-
se acumulado indicando que, efetivamente, apds sua evocacdo na
auséncia de reforco, as memorias de longa duracéo voltam a serem labeis
outra vez e, para persistir, devem atravessar um processo dependente da
sintese protéica que recebe o nome de reconsolidacdo (Nader et al.,
2000; Nader, 2003; Eisenberg e Dudai, 2004).

A importancia conceitual desta proposicdo ndo pode ser subestimada. A
possibilidade de que a reativacdo de uma memoéria ponha a mesma em
posicdo de ser modificada ou até descartada apresenta importantes

implicancias tanto de indole filoséfica como terapéutica. De indole
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filosofica, ja que pde em duvida a possibilidade mesma de conhecimento,
ao sugerir que as memoarias mais confiaveis sdo aquelas pouco ou nunca
utilizadas. De indole terapéutica, jA que a existéncia de um processo
reconsolidatério permite especular acerca da possibilidade de eliminar
seletivamente uma memoria administrando agentes amnésicos no
momento da sua evocagao.

De particular importancia resultaram os achados reportados por Nader e
colaboradores (Nader et al., 2000a;b) demonstrando que, em ratos, a
infusdo intra-amigdala de um inibidor da sintese protéica imediatamente
apos a evocacado de uma resposta condicionada ao medo, induz amnésia
persistente. O fato de inibidores da sintese protéica ndo afetarem o traco
mnemonico em questao quando administrados na auséncia de expressao
sugere que, ao ser reativada, uma memoria ja consolidada entra outra vez
num estado labil e que, para persistir, requer passar novamente por um
processo dependente da sintese protéica. Apos sua publicacdo, o0s
resultados de Nader e colaboradores foram replicados utilizando
diferentes agentes amnésicos, diversos paradigmas de aprendizado e
distintas espécies animais (Debiec et al., 2002; Kida et al., 2002; Sangha
et al., 2003; Pedreira et al., 2002; Lee et al., 2004; Eisenberg et al, 2003;
Stollhoff et al., 2005; Inda et al., 2005; Gainutdinova et al., 2005; Merlo et
al., 2005). Apesar de tudo isto, a hipotese da reconsolidacdo ndo é
unanimemente aceita, e varios laboratérios falharam em detectar este

processo em paradigmas comportamentais bem conhecidos (Dawson e
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McGaugh, 1969; Squire et al., 1976; Biedenkapp e Rudy, 2004,
Cammarota et al., 2004; Hernandez e Kelley, 2004; Lattal e Abel, 2004;
Mileusnic et al., 2005; Power et al., 2006). Em particular trés pontos sao
ainda objetos de intenso debate. Primeiro, o efeito inibitério de agentes
exdgenos ndo é suficiente para asseverar a existéncia de um processo
reconsolidatério. A inibicdo comportamental pode dever-se a um efeito
inespecifico mais ou menos duradouro. Da mesma forma que a hipotese
tradicional da consolidacdo s6 foi aceita apdés a comprovacdo da
existéncia de drogas promnésicas, a corroboracdo conclusiva da
existéncia de um processo reconsolidatério requer a demonstracao de
qgue o mesmo pode ser modulado positivamente por agentes
farmacoldgicos. Segundo, desde os estudos pioneiros de Pavlov (1927)
sabe-se que a expressao repetida da memdria na auséncia de reforco
conduz a sua extincdo, processo este caracterizado pelo declinio na
intensidade ou frequiéncia da resposta aprendida e que € bloqueado por
inibidores da sintese protéica administrados no momento da evocacéo
(Berman e Dudai, 2001; Bahar et al., 2004; Cammarota et al., 2003;
Cammarota et al., 2004; Santini et al., 2004; Inda et al., 2005). Ja que o
objetivo da reconsolidacdo seria o de manter comportamentalmente
disponivel uma memoria desvalorizada pela experiéncia (quer dizer, o
contrario da extin¢éo), resulta necessario explicar como ambos processos
poderiam ser desencadeados pelo mesmo evento e utlizando vias

metabolicas semelhantes nas mesmas regides do cérebro. Terceiro,
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muitos grupos de pesquisa reportaram que a amnésia induzida por
agentes administrados apds a reativacdo € reversivel, e que a memdéria
original pode se recuperar espontaneamente horas ou dias apos o
tratamento amnésico (Lattal e Abel, 2004; Hernandez e Kelley, 2004;
Power et al., 2006). A menos que se possa corroborar que a amnésia
induzida pelo bloqueio da reconsolidacdo € duradoura, ou que seja
demonstrado inequivocamente que a mesma se deve a um processo
dependente do tempo e de uma regido cerebral particular sera impossivel
afirmar conclusivamente que o bloqueio da reconsolidacdo produz o
desaparecimento efetivo do traco mnemaénico.

A versao espacial da tarefa do labirinto aquatico de Morris (LAM)
juntamente com a tarefa de reconhecimento de objetos, talvez sejam os
paradigmas comportamentais mais utilizados para analisar a participacéo
do lobo temporal na codificacdo, armazenamento e expressao de
memorias declarativas em roedores (Logothetis e Sheinberg, 1996; Bures
et al., 1997; Riesenhuber e Poggio, 2002; Redish e Touretzky, 1998; De
Hoz et al., 2004; Schimanski e Nguyen, 2004). Tem sido demonstrado que
a infusdo intra-cerebroventricular de anisomicina, um inibidor de sintese
protéica, blogueia a aquisicdo da memdria associada ao LAM (Meire e
Rosenblum, 1998) e que, em camundongos a injecdo intraperitoneal
(Suzuki et al., 2004), mas ndo subcutanea (Lattal e Abel, 2001; Lattal et
al., 2004) deste farmaco, prejudica a reconsolidacdo e a extingdo deste

traco.
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A memoria de reconhecimento caracteriza-se principalmente por conferir
a habilidade de discriminar entre uma caracteristica familiar e uma nova,
uma capacidade obviamente significativa no que diz respeito a
probabilidade de sobrevivéncia. No entanto, apesar da importancia
adaptativa da aquisicao e retencao deste tipo de memoria, ainda ndo esta
claro quais estruturas cerebrais estdo diretamente envolvidas na
consolidacéo e evocacéao do traco de reconhecimento. Ainda que se saiba
que o lobo temporal esta envolvido, o papel do hipocampo nestes
processos € ainda controverso. Estudos tém mostrado que lesdes
hipocampais ndo afetam a memoria de reconhecimento de ratos na tarefa
denominada de delayed non-matching-to-sample (Mumby, 2001), embora
outros estudos utilizando paradigmas comportamentais que envolvem a
avaliacdo direta de uma novidade (Ennaceur e Delacour, 1988) indicam
que o dano na formac&do hipocampal pode sim prejudicar este tipo de
memoria. A causa destas discrepancias nao é clara, mas talvez a principal
desvantagem dos estudos mencionados acima € que eles resultaram do
uso de lesdes irreversiveis, induzidas antes ou apés o treino e, portanto
nao podem discriminar entre as diferentes fases do processamento da
memoria ou excluir facilmente a influencia de comportamentos e efeitos
fisiologicos ndo especificos (Izquierdo e Medina, 1998). Até o momento
nao existem estudos acerca das consequéncias da inibicdo da sintese
protéica hipocampal na consolidacdo e na persisténcia pos-evocacao da

memoria espacial e da memdéria de reconhecimento. Para suprir esta
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lacuna, utilizamos neste trabalho a tarefa do labirinto aquatico de Morris
(D’Hooge e De Deyn, 2001; Naghdi et al., 2001; Baldi et al., 2003; Hebert
e Dash, 2004) e a tarefa de reconhecimento de objetos (Ennaceur e
Delacour, 1988; Ennaceur e Aggleton, 1994; Ennaceur et al., 1996, 1997,
Mumby et al., 2002a,b; Gaskin et al., 2003), com o intuito de cumprir 0s

objetivos a sequir:
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II. Objetivos

[I.1 - Objetivo geral

Investigar o efeito da inibicdo da sintese protéica hipocampal na
persisténcia da memodria espacial e de reconhecimento apds sua

aquisicao e reativagao.

Il.2 - Objetivos especificos

Avaliar a importancia da sintese protéica no hipocampo para a
aquisicado e a retencdo da memoaria espacial no labirinto aquatico
de Morris (LAM).

Investigar se a inibicdo da sintese protéica hipocampal apés uma
sessdo de evocacdo (com ou sem a presenca da plataforma)
exerce algum efeito na persisténcia da memaoria do LAM.

Estudar qual a participacdo do hipocampo na extingdo do
aprendizado espacial no LAM utilizando um modelo tradicional de
extingdo, onde o reforco é inexistente.

Investigar se o aprendizado reverso no LAM é resultado da
extincdo ou se € consequéncia de um processo de reconsolidacao
do traco mnemaonico original.

Investigar a possibilidade de farmacos capazes de melhorar a

consolidacdo de memoadrias possam também atuar melhorando a
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retencdo destas quando administrados apdés uma sessdo de
evocacao nao reforcada.

e Analisar se a sintese protéica hipocampal € necesséaria para a
consolidagdo da memaria de reconhecimento.

e Avaliar se a sintese protéica hipocampal altera a retencdo da
memoria de reconhecimento quando o0s objetos apresentados
durante a reativacdo sdo iguais aqueles apresentados durante o
treino.

e Analisar se a inibicdo da sintese protéica hipocampal afeta a
persisténcia da memoéria de reconhecimento quando a reativacao

acontece conjuntamente com a incorporacdo de nova informacéao.



PARTE Il

15



Metodologia 16

I. Metodologia

[.1- Animais Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos de 2,5 a 3 meses de idade,
pesando em média 250 g. Os animais foram mantidos em caixas
moradias em numero de 5 por caixa, em ambiente -climatizado
(temperatura de 21-23° C) submetidos a um ciclo claro/escuro de 12 h,
com agua e comida ad libitum. Os animais foram obtidos do Biotério do
Departamento de Bioquimica da UFRGS e mantidos no mesmo, ou
adquiridos da FEPPS e mantidos no biotério do Centro de Memoéria do

Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS.

I.2 - Cirurgia Estereotaxica

Os animais utilizados foram submetidos a cirurgia estereotaxica para
implantacédo de céanulas guia de 0,2 mm de calibre posicionadas 1,0 mm
acima da regido CA1 do hipocampo dorsal, seguindo as coordenadas (A -

4.2,L 0.3,V +1.3) do Atlas de Paxinos e Watson (1986) (Figura 1).

Figura 1. Desenho esquemaético do cérebro de rato mostrando o local de implantagdo das céanulas de infusédo
naregido CA1l do hipocampo dorsal.
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Todo o procedimento foi realizado com o0s animais previamente
anestesiados com ketamina (“Francotar”; Virba, ou “Vetanarcol”; Konig)
juntamente com Xilazina, que é um sedativo/miorrelaxante/analgésico

(“Coopazine”; Coopers), administrados intra-peritonealmente (i.p.), nas

doses de 75mg/Kg e 10 mg/Kg, respectivamente (Figura 2).

Figura 2. Fotos do animal sendo submetido a cirurgia estereotaxica para a implantacdo de canulas de infuséo
naregido CA1 do hipocampo dorsal. No detalhe, vista geral do aparelho estereotaxico.

[.3 - Manipulacéao
Dois a quatro dias ap0s a cirurgia, 0s animais passaram por duas sessdes

de manipulagdo. Durante cada sessdo os animais foram levados do
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biotério até a sala onde os experimentos seriam conduzidos, retirados da

gaiola e manuseados durante 5 min.

.4 - Labirinto Aquético de Morris - LAM

O LAM foi desenvolvido ha quase 20 anos por Richard G. Morris (1986)
como um instrumento para investigar aprendizado espacial em roedores.
A relativa simplicidade do LAM ¢é indubitavelmente umas das razdes para
seu sucesso. Na sua versdo espacial (também denominada de
“plataforma oculta”), esta tarefa esta baseada em uma capacidade
universal, a utilizacdo de dicas ambientais para encontrar um alvo que, ao
permitir o escape de uma situacdo desprazerosa, atua como reforco
positivo. De fato, o LAM é o modelo comportamental mais amplamente
usado para analisar a participacdo do hipocampo no processamento de
informacé&o espacial. O paradigma é plastico o suficiente como para poder
ser adaptado com éxito a analise de diferentes fases e modalidades do
processamento do traco mnemonico espacial, onde um maior nimero de
sessOes de treino, ou bem a execucdo do mesmo durante varios dias
conduz ao estabelecimento de um mapa mnemonico perduravel,
claramente evidenciado pelo surgimento de uma marcada preferéncia
espacial. O fato de que a intensidade e a duracao do treinamento possam
ser alteradas com consequéncias previsiveis na magnitude da resposta
adquirida e da preferéncia espacial estabelecida, facilita a analise

correlativa entre os dados comportamentais e suas contrapartidas
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bioquimicas. Além disso, a possibilidade de modificar a localizacdo do
escape no labirinto apds sua posicao original ter sido aprendida permite
avaliar a transformacdo do traco mnemdénico produzida pela adicdo de
nova informacdo, uma situacdo na qual, acredita-se, 0 processo
reconsolidatério teria um papel fundamental.

Embora o LAM seja um dispositivo usado primordialmente para estudo de
aprendizagem espacial, varios protocolos de memodria ndo espacial
utilizando este labirinto foram desenvolvidos. A versao nao espacial deste
paradigma (também denominada de “LAM com plataforma visivel”) auxilia
particularmente no controle de tarefas que visam estudar a especificidade
de um tratamento sobre memoaria espacial.

O LAM utilizado em nossos experimentos encontra-se em uma sala
ampla, bem iluminada (iluminacdo indireta) e sem janelas, a qual foi
especialmente construida nas instalagbes do Centro de Memdéria do
Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS. O labirinto em si consiste
de uma piscina circular feita de concreto rebocado e impermeabilizado
pintada da cor preta (2 m de diametro e 0,6 m de altura). A piscina esta
conceitualmente dividida em 4 quadrantes imaginarios idénticos. Dois
centimetros abaixo da agua (mantida entre 21-23°C durante todo o
experimento) e oculta da vista do sujeito experimental encontra-se uma
plataforma de escape de 12 cm de diametro. A superficie da plataforma é
abrasiva para permitir que o animal suba nela assim que a detectar. O

LAM esta rodeado de numerosos elementos claramente visiveis e de
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cores e motivos contrastantes ainda que comportamentalmente neutros
(figuras, fotografias, desenhos geométricos e abstratos, etc.) pendurados
nas paredes da sala. Estes elementos servem como dicas de localizac&o
espacial e sua posicdo pode ser mudada a vontade do experimentador

(Figura 3).

Figura 3. Vista geral da sala do LAM do Centro de Memoéria do Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS.

I.4.1 - Aprendizado espacial no LAM

O treino na versao espacial do LAM consistiu de 1 sessdo diaria de 8
largadas durante 5 dias. A plataforma de escape foi mantida na mesma
posicdo durante os 5 dias de treino. Cada uma das 8 largadas diarias foi
iniciada de uma posicao distinta da piscina de acordo com um padréo
pseudo-aleatério gerado por um sistema computadorizado desenvolvido
em nosso laboratoério. A duracdo maxima da largada foi de 60 s e se o

animal ndo encontrasse a plataforma neste periodo de tempo era
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conduzido até ela pelo experimentador, permanecendo sobre a mesma
durante 30 s. A retengdo da memoria no LAM foi avaliada em um teste de
retencdo na auséncia da plataforma de escape de 60 s, realizado 24 h
apos o treino. O tempo que o animal permaneceu nadando no quadrante
alvo (QA, quadrante onde a plataforma de escape esteve localizada
durante o treino) foi utilizado como o principal indicador de retencdo da

memoria espacial (Figura 4).

Figura 4. Fotografia de um rato sobre a plataforma de escape no LAM.

1.4.2 - Aprendizado néo espacial no LAM
O treino para a versdo nado espacial do LAM foi realizado utilizando o

mesmo dispositivo. Porém, a sala experimental foi modificada para excluir
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as pistas de localizacdo espacial e a plataforma de escape foi alterada de
maneira a facilitar a sua localizacdo por parte do animal. Para este fim,
colocamos uma cortina da cor cinza ao redor do labirinto aquéatico e uma
bandeirinha flutuante da cor branca com listras pretas foi presa na
plataforma para indicar sua posi¢cao. O treino para a versdo nado espacial
do LAM consistiu de 8 largadas de diferentes posi¢coes do labirinto; a
posicdo da plataforma foi alterada a cada largada. Cada largada durou no
maximo 60 s e se 0 animal ndo encontrasse a plataforma neste periodo
era conduzido até ela, onde permanecia durante 30 s. O intervalo entre

largadas foi de 30 s.

1.4.3 - Aprendizado Reverso no LAM

Os animais foram treinados no LAM como descrito em 1.4.1, realizando-se
uma sessado diaria de oito largadas durante cinco dias. No sexto dia, a
plataforma de escape foi movida do quadrante original (ORI) para o
quadrante oposto/reverso (REV). O treino com a plataforma na
localizac&o reversa (aprendizado reverso) foi realizado em um unico dia e
consistiu de 8 largadas consecutivas. A retencdo da memoria foi avaliada
2, 24 ou 120 h apo6s a oitava largada de aprendizado reverso mediante
um teste na auséncia da plataforma de escape durante o qual se avaliou

o tempo que o animal passou nadando no quadrante ORI e no REV.
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I.4.4 - Extingdo da memoria espacial associada ao LAM

Os animais foram treinados no LAM como descrito em 1.4.1. Vinte e
quatro horas apo0s a Ultima sessédo de treino os animais foram submetidos
a 16, 8 ou 4 testes de retencdo consecutivos na auséncia da plataforma
de escape. O intervalo entre os testes foi de 30 s. Vinte quatro horas apo6s
o Ultimo teste ndo reforcado os animais foram submetidos a 8 testes
consecutivos adicionais durante os quais foi avaliado o tempo gasto

nadando no QA.

1.4.5 - Reativacdo da memoaria espacial associada ao LAM

O treino no LAM foi realizado como descrito em 1.4.1. Vinte quatro ou 120
horas ap0s a Ultima sessdo de treino os ratos foram submetidos a um
teste de reativacdo na auséncia ou na presenca da plataforma de escape
(PT ou RT, respectivamente). Duas, 24 ou 120 horas apos o teste (PT1 ou
RT) realizamos um novo teste na auséncia da plataforma de escape (PT2
ou PT).

Nos experimentos em que realizamos 2 dias de treino, oito largadas/dia,
outros parametros além dos mencionados acima foram analisados. Assim,
avaliamos a laténcia para o aro (circulo imaginario com 24 cm de diametro
centralizado na posicdo da plataforma), o niumero de cruzamentos e 0
tempo de permanéncia na area do mesmo em relacdo a éarea do

quadrante alvo.
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I.5 - Paradigma de reconhecimento de objetos

Quando roedores sdo apresentados a objetos familiares e novos, eles
despendem um tempo maior para explorar o objeto novo. Este
comportamento tipico tem sido utilizado no desenho de um paradigma
comportamental conhecido como tarefa de reconhecimento de objetos
(Ennaceur e Delacour, 1988), o qual vem sendo amplamente utilizado
para avaliar os mecanismos envolvidos na formacdo de memodrias
declarativas (Reed et al., 1999; Moses et al., 2005; Mandolesi et al.,
2003). O aparato para estudar reconhecimento de objetos consiste de um
campo aberto retangular com 60 cm de comprimento por 40 cm de
profundidade e 50 cm de altura o qual se encontra em uma sala com
baixa luminosidade e isolada acusticamente. A parede da frente do
campo aberto € construida de vidro, para a melhor observacdo do animal.
Antes de serem submetidos a tarefa de reconhecimento, os animais
passaram por um processo de habituacdo ao dispositivo experimental que
durou 4 dias e consistiu de uma sessdao comportamental diaria de 20 min
na qual os animais foram colocados individualmente no campo aberto
para que o explorassem livremente (Akirav e Maroun, 2006; Kelly et al.,
2003). Os objetos estimulo utilizados na tarefa de reconhecimento foram
confeccionados em metal, vidro ou ceramica. Nenhum dos objetos possui
significancia comportamental para os animais experimentais os quais nao
demonstraram preferéncia por algum deles durante estudos piloto

realizados oportunamente. Cada objeto foi preso ao assoalho do campo
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aberto pela base. A arena do campo aberto assim como o0s objetos
estimulo foram limpos com uma solu¢cdo de etanol a 30 % entre a
passagem de cada animal para garantir a auséncia de pistas olfativas. A
exploragdo foi definida como cheirar ou tocar os objetos de estimulo com
o focinho ou as patas dianteiras. Sentar-se no objeto ou permanecer ao
redor dele ndo foi considerado comportamento exploratdrio. O tempo
gasto explorando cada objeto foi medido por um observador e foi

expresso como percentagem do tempo total de exploragéo (Figura 5).

Figura 5. Fotografia de um animal sendo treinado na tarefa de reconhecimento de objetos.

[.5.1 - Treino no paradigma de reconhecimento de objetos
No dia 1 (Sesséao de treino), os ratos foram individualmente colocados no
campo aberto contendo 2 objetos diferentes sendo-lhes permitido explora-

los livremente durante 5 min.
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O teste de retencao foi realizado 180 min (para analisar a memoéria de
curta duracdo) ou 24 horas apds a sessao de treino (para analisar a
memoria de longa duracéo). Nestas sessfes de teste de 5 min de duracéo
os ratos foram individualmente re-introduzidos no campo aberto onde um
dos objetos apresentados durante o treino tinha sido aleatoriamente

substituido por um objeto novo.

I.5.2 - Protocolo de reativagcdo da memaria de reconhecimento

No dia 1 (Sessdo de treino), os animais foram expostos a dois objetos
diferentes por 5 min, como descrito em 1.5.1. Vinte quatro ou 120 horas
apos, os ratos foram expostos aos mesmos dois objetos por 2 ou 5 min
para reativar o traco mnemonico (Sessdo de reativacdo). Vinte quatro
horas apos (Sessédo de teste), os ratos foram colocados novamente no

campo aberto onde um dos objetos foi trocado por um objeto novo.

I.5.3 - Protocolo de atualizacdo da memaria de reconhecimento

No dia 1 (Sessédo de treino), os animais foram expostos a dois objetos
diferentes (A e B) por 5 min. Vinte quatro horas apods (Sessédo de
reativacao) os ratos foram novamente colocados no campo aberto por 5
min e um dos objetos foi randomicamente trocado por um novo (objeto C).
Vinte quatro horas depois (Sessdo de teste), os animais foram
randomicamente divididos em 3 grupos. Os animais do grupo 1 foram re-

introduzidos no campo aberto na presenca de um dos objetos que havia
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sido apresentado na sessdo de treino (objeto A) mais um objeto novo
(objeto D). Os animais do grupo 2 foram tratados como os do grupo 1
exceto que o objeto familiar que foi apresentado com o objeto novo D foi o
objeto B. Os animais do grupo 3 foram apresentados ao objeto D
juntamente com o objeto que havia sido introduzido durante a fase de

reativacao (objeto C).

1.6 - Esquiva Inibitéria

O aparelho utilizado para o treino na tarefa de esquiva inibitéria de uma
Unica sesséo consiste em uma caixa de madeira de 50,0 x 25,0 x 50,0 cm,
com a parte frontal feita de acrilico. O assoalho do aparelho é formado por
barras de bronze paralelas. No lado esquerdo da caixa, ha uma
plataforma de 5,0 cm de altura por 7,0 cm de largura (Figura 6).

Os animais foram inicialmente submetidos a uma sessao de treinamento
individual na qual eram cuidadosamente colocados sobre a plataforma
fixa na lateral esquerda da caixa de esquiva inibitéria para que
explorassem a mesma. Quando desciam da plataforma com as quatro
patas na grade de barras de bronze eletrificaveis, que constituem o
assoalho da caixa, recebiam um choque elétrico de 0,5 mA por 2
segundos (Cammarota et al., 2003). Posteriormente eram retirados e

retornavam para a caixa moradia.
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Figura 6. Fotografia da caixa de Esquiva Inibitoria. Note-se o animal sobre a plataforma.

Para avaliar a retencdo da memoéria de esquiva de longa duracdo os
animais foram submetidos a uma sessdo de teste comportamental 24
horas apds o treino. O procedimento utilizado na sessdo de teste foi
idéntico aquele empregado na sesséo de treino, exceto que ao descer da
plataforma o animal n&o recebia choque. Para ambas as sessdes foram
adotados tempos maximos de descida, sendo 20 s para a sessdo de
treino e 180 s para a sessdo de teste, ap0s 0s quais o animal era
devolvido a sua caixa moradia. Aqueles animais que durante a sesséao de
treino ndo desceram da plataforma antes de transcorridos 20 s foram

eliminados do estudo.
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[.7 - Campo Aberto

Para avaliar a atividade locomotora e o comportamento exploratério dos
animais, utilizou-se a tarefa denominada de campo aberto. O aparelho
utilizado nesta tarefa consiste em uma caixa de madeira com dimensdes
de 60 x 40 x 50 cm (comprimento x profundidade x altura) com a sua
parede frontal de vidro transparente. O assoalho da caixa € dividido em
12 quadrantes iguais. Durante o experimento, o animal € gentilmente
colocado na arena do campo aberto e deixado ali para explorar a caixa
livremente por 5 minutos. Registram-se o numero de linhas cruzadas e o
namero de elevagbes (em inglés rearings), comportamentos que nos
roedores denotam exploracdo (Bonini et al., 2006; da Silva et al., 2006)

(Figura 7).

Figura 7. Fotografia de um rato explorando o campo aberto. Observe-se o comportamento de elevacdo sobre
as patas traseiras (“rearing”).
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[.8 - Labirinto em Cruz Elevado

Para avaliar o estado de ansiedade dos animais, utilizou-se a tarefa do
labirinto em cruz elevado. Este labirinto consiste em uma plataforma em
cruz com 40 centimetros de comprimento em cada braco, posicionada a 1
metro de altura. Dois bracos contralaterais do labirinto possuem paredes
elevadas, sendo denominados fechados, e os outros dois ndo possuem
paredes, sendo denominados abertos. O animal é colocado no centro do
labirinto e deixado livre para explora-lo por 5 minutos. Registra-se entao o
tempo de permanéncia e o0 numero de entradas nos bracos abertos e
fechados. Quanto mais ansioso estiver o animal, maior o tempo de
permanéncia nos bracos fechados (menos ansiogénicos) e o numero de
entradas nestes bracos (Bevilaqua et al., 2003; Kerr et al., 2005; da Silva

et al., 2006) (Figura 8).

Figura 8. Fotografia de um rato sendo submetido ao Labirinto em Cruz Elevado.
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1.9 - Tratamentos farmacolégicos
Para a realizacdo dos diferentes tratamentos farmacoldgicos utilizamos
uma canula de infusdo (0,05 mm de didametro), conectada a uma micro-
seringa por meio de um tubo de polietilieno acoplado a uma agulha de
infuséo; o farmaco a ser administrado foi colocado dentro do tudo e a
agulha acoplada entdo a luz da céanula guia de infusdo na cabeca do
animal. A infuséo foi realizada a uma velocidade de 0,5 pl/min. Ao término
de cada infuséo, a canula foi deixada no local por 30-60 s adicionais para
evitar refluxo (Figura 9). Utilizamos neste trabalho os seguintes farmacos:
¢ Anisomicina (ANI; Sigma Co) inicialmente dissolvida em 1M de
HCI, o pH ajustado a 7.4 com NaOH. Esta solucdo foi levada a
concentracdo de trabalho (160 pg/ul) com salina. E importante
salientar aqui que a dose de ANI utilizada em nossos estudos
bloqueia cerca de 85% da sintese protéica (Quevedo et al., 1999;
Cammarota et al., 2004)
e D-cicloserina (cSER; Sigma Co) dissolvida em solug&o salina (10
mg/kg ou 10 pg/ul).
As doses utilizadas foram determinadas com base em experimentos-piloto
e estudos prévios mostrando o efeito destes compostos sobre
aprendizado e memdria e outras varidveis comportamentais e fisiolégicas.
Os animais do grupo controle receberam infuséo bilateral de 1 uL do

veiculo utilizado para a preparacao dos farmacos estudados.
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Figura 9: Fotografia ilustrando o procedimento de infusdo de farmacos através das canulas-guia
esterotaxicamente implantadas. A canula de infusdo é introduzida na luz da canula guia, atingindo a regiéo-
alvo onde se deseja que o farmaco seja infundido.

[.10 - Controle histolégico da regido estudada

Apés o término dos experimentos comportamentais 0s animais
previamente operados tiveram a colocacdo da suas canulas conferida
histologicamente, e a regido cerebral atingida pela infusdo avaliada;
visando garantir que apenas os dados comportamentais de animais que
efetivamente receberam a administracdo correta dos farmacos fossem
incluidos na andlise estatistica final.

Para isso, apés dos procedimentos comportamentais os animais foram
submetidos a infuséo bilateral de uma solucdo de azul de metileno a 0,1%
através das canulas como descrito acima. Quinze minutos depois desta,
foram sacrificados e seus cérebros removidos e colocados em uma
solucédo de formol 4% por um periodo de 4 a 7 dias, quando entdo se
procedeu a analise histologica, considerando-se somente 0s animais com

a localizacéo dentro de 2 mm? do local desejado.
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.11 - Analise Estatistica dos Dados

Para a andlise dos dados do LAM quanto para aqueles obtidos na tarefa
de reconhecimento de objetos, no campo aberto e no labirinto em cruz
utilizamos testes de estatistica paramétrica (ANOVA de uma ou duas vias
seguidas do contraste adequado ou teste t de Student para amostra Unica
ou amostras pareadas). Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Os dados obtidos na esquiva inibitéria
foram analisados mediante estatistica ndo paramétrica (teste de Mann-
Whitney ou de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn) ja que a variavel
em estudo (i.e. a laténcia de descida da plataforma) ndo segue uma
distribuicdo normal nem cumpre com o requerimento de homocedasia
(igualdade das variancias). A analise foi realizada num computador

Pentium IV 2.8 GHz utilizando o software Prism Graph-Pad 4.1.
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Il. Resultados

1.1 - A infus@o intra-hipocampal de ANI apés o treino no labirinto
aquatico de Morris blogueia a consolidagcdo da memoria espacial.

Em primeiro lugar, decidimos investigar se a sintese protéica hipocampal
€ requerida para a formacdo da memoéria espacial associada ao labirinto
aquatico de Morris (LAM). Para tal, infundimos bilateralmente anisomicina
(ANI; 160 ug/lado), um inibidor da sintese protéica, ou veiculo (VEH) na
regido CA1 do hipocampo dorsal, imediatamente ap0s cada sesséo de
treino (8 largadas/dia). Como se pode observar na Figura 10A a
administracdo de ANI na regido CA1l imediatamente pds-treino bloqueou a
diminuicdo na laténcia de escape produzida pelo treinamento nos animais
controle (F(1,20=83,21; p<0,001). Mais ainda, quando realizamos um teste
de retencdo na auséncia da plataforma de escape (PT) 24 horas ap0s a
Ultima sesséo de treino (ver Metodologia) observamos que o0s animais
controles passaram mais tempo nadando no quadrante alvo (QA) que
aqueles que receberam ANI, os quais ndo mostraram preferéncia por
nenhum quadrante (Figura 10B). Consequentemente, quando infundida
na regido CAl do hipocampo dorsal imediatamente apds o treino, ANI
blogueia a consolidacdo da memdéria espacial associada a aprendizagem
no LAM (tp0=11,61; p<0,001 vs VEH).

Alguns autores tém mostrado que certas memodrias dependentes do

hipocampo (Grecksch e Matthies, 1980; Freeman et al., 1995) apresentam
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duas fases de sensibilidade a acdo de inibidores da sintese protéica, uma

imediatamente em seguida do treino e outra entre 3 a 6 horas apos.

A B Figura 10. A sintese protéica é requerida no

hipocampo dorsal durante um breve periodo
60- 60- pos-treino para a consolidagdo da memoéria
x X = espacial no LAM. A) Média das laténcias de

escape durante os cinco dias de aquisi¢cdo da
40- memoria espacial associada ao treino no LAM
para ratos que receberam anisomicina (160
pg/lado; ANI) ou veiculo (VEH) na regido CAl
20+ do hipocampo dorsal imediatamente apés cada
sessdo de treino. Os dados estédo apresentados

) . como a média + SEM de cada sessdo.
T 2 3 4 & VEH ANI ***n<0,001 vs VEH no teste de Bonferroni alp('_)s
Sessdo Tratamento ANOVA de duas vias; n=11 por grupo. B) Média

do tempo gasto no quadrante alvo (QA) durante

C D um teste de 60 s na auséncia da plataforma de
60- 60- escape realizado 24 horas apdés o 5° dia de

o treino para ratos que receberam ANI (160
\ pg/lado) ou VEH na regido CA1 como indicado

-

4\

L= S
O

Laténcia de escape (s)
% Tempo no QA
i

40| 40| em A. Os dados estdo apresentados como a
\ média * SEM. ***p<0,001 vs VEH no teste t de
-\\t Student para amostras pareadas; n=11 por
20 20 grupo. C) Animais foram treinados como em A,
mas receberam ANI (160 pg/lado) ou VEH 3
—0— V& horas apés cada sessé@o de treino. Os dados
estdo apresentados como a média + SEM de
cada sessdo; n=8 por grupo. D) Média do
tempo gasto no QA durante um teste de 60 s na
E F auséncia da plataforma de escape realizado 24
60- 60- horas apds o 5° dia de treino para ratos que
receberam ANI (160 pg/lado) ou VEH na regido
;\ e CAl como indicado em C. Os dados estao
1\ 404 apresentados como a média + SEM; n=8 por
grupo. E) Animais foram treinados como
indicado em A, mas receberam ANI ou VEH 6
20+ -
=g
1 2 3 4 s VEH ANI
Sessao Tratamento

Laténcia de escape (s)
% Tempo no QA

1 2 3 4 5 VEH ANI
Sessdo Tratamento

horas apds a cada sessdo de treino. Os dados
estdo apresentados como a média + SEM de
cada sesséo; n=8 por grupo. F) Média do tempo
gasto no QA durante um teste de 60 s na
auséncia da plataforma de escape realizado 24
horas apds o 5° dia de treino para ratos que
G H receberam ANI (160 pg/lado) ou VEH na regido
CAl como indicado em E. Os dados estdo

20+

Laténcia de escape (s)
% Tempo no QA

o

_ 407 Sessfiod | Sessiio2 apresentados como a média + SEM; n=8 por
1;— 1 grupo. G) Média das laténcias de escape
a 309 durante 2 sessbes de treino na verséo né&o-
§ 1§ espacial do LAM para ratos que receberam ANI
8 209 | ) (160 pg/lado) ou VEH na regido CAl1 do
® 5315%* : hipocampo dorsal. A seta indica 0 momento da
2 10 = w infusdo. Os dados estdo apresentados como a
2 e média + SEM; n=8 por grupo. H) Foto-
Y et micrografia representativa e desenho

1 ek g > 8 esquematico retirado do Atlas de Paxinos e

Largada Watson, 1986 mostrando o local de infusdo na

regido CAL1 dorsal.

Devido a isto, apOs verificar que a sintese protéica hipocampal €

necessaria logo apdés o treino no LAM para que a memoria espacial
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associada a esta tarefa se consolide, decidimos investigar se também
seria requerida em tempos mais tardios. Para tanto, treinamos animais
conforme descrito acima e, 3 ou 6 horas apés cada sessdo de treino
infundimos ANI (160 pg/lado) na regido CA1 do hipocampo dorsal. Como
se pode observar nas Figuras 10C e 10E, as curvas de aprendizado dos
animais que receberam ANI ndo apresentam nenhuma diferenca em
relagdo as dos animais controle. Ainda mas, a infuséo intra-hipocampal de
ANI 3 ou 6 horas poés-treino ndo modificou a performance dos animais
num teste de retencédo na auséncia da plataforma de escape realizado 24
h apds a ultima sesséo de treino (Figuras 10D e 10F).

Tendo em vista que o desempenho no LAM depende da capacidade
exploratdria e da correta funcionalidade do sistema sensorio/visual dos
animais, decidimos avaliar se o0 efeito amnésico provocado pela
administracdo intra-hipocampal de ANI podia dever-se a uma acgao
inespecifica deste composto nos niveis de motricidade ou acuracia visual.
Para tanto, treinamos animais na versao nao-espacial da tarefa do LAM
(oito largadas por sessédo, dois dias de treino; ver Metodologia) e
imediatamente apos a Ultima largada do primeiro dia de treino os animais
foram infundidos bilateralmente na regido CA1 com veiculo ou ANI na
mesma dose usada nos experimentos descritos acima (160 ng/lado).
Como se pode observar na Figura 10G, a infusdo intra-hipocampal de ANI
imediatamente apds a ultima largada no primeiro dia de treino ndo causou

nenhuma alteracdo no aprendizado da versdo nao espacial do LAM. O
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resultado deste experimento sugere que a amnésia provocada pela
administracdo de ANI tem na memoria espacial deve-se, especificamente,
espurio no estado motivacional ou na capacidade visual e de orientagcéo
do animal (ver mais abaixo experimentos adicionais que confirmam esta

suposicao).

1.2 - A infus@o intra-hipocampal de anisomicina ap6s uma Unica
sessdo de evocacao nao reforcada no labirinto aquéatico de Morris
bloqueia a retencdo da memoaria espacial.

Apoés termos verificado que a ANI blogueia a consolidacdo da memoaria
espacial no LAM decidimos investigar se a inibicdo da sintese protéica
apos uma sessdo de evocacdo nao reforcada (sem a presenca da
plataforma) exerce algum efeito na persisténcia do traco mnemonico. Para
tal, ratos foram treinados durante cinco dias na versédo espacial do LAM,
conforme descrito acima, sendo submetidos a uma sessédo de teste na
auséncia da plataforma de escape (PT1) 24 ou 120 horas apoés o treino e,
a sequir, foram infundidos bilateralmente com ANI (160 ug/lado) ou VEH.
A retencdo da memoria foi avaliada em um segundo teste na auséncia da
plataforma de escape realizado 2, 24 ou 120 horas ap6s o PT1.

Os animais que receberam ANI apds um teste na auséncia da plataforma
de escape (PT1) 24 (Figura 11A) ou 120 h apés o treino (Figura 11B),

passaram menos tempo que 0S animais controles no quadrante alvo
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durante o segundo teste (PT2), independentemente se este foi realizado

24 ou 120 horas apds o primeiro.
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Figura 11. A inibicdo da sintese protéica
hipocampal ap6s uma sesséo de retengéo
ndo reforgada prejudica a perdurabilidade
da memoéria espacial. A) Ratos com
canulas implantadas na regido CAl do
hipocampo dorsal foram treinados durante 5
dias na versdo espacial do LAM. 24 h ap6s
foram divididos em 6 grupos experimentais e
submetidos a um teste de 60-s na auséncia
da plataforma de escape (PT1).
Imediatamente apés PT1 os animais
receberam anisomicina (160 pg/lado; ANI)
ou veiculo (VEH) na regido CAl. As setas
pretas indicam o momento da infusdo. A
retengdo da memoria foi avaliada em um
segundo teste na auséncia da plataforma de
escape (PT2) realizado 2, 24 ou 120 h ap6s
PT1. Os dados estdo apresentados como a
media (+x SEM) da percentagem do tempo
total gasto no quadrante alvo (QA). **p<0,01
vs VEH durante o PT2 realizado 24 (+24h;
t(12)23,80) ou 120 h (+120h; t(12)23,73) apés
PT1. Em todos os casos n=7 por grupo. B)
Animais foram tratados exatamente como
em A exceto que PT1 foi realizado 120 h
apo6s a Ultima sessdo de treino. **p<0,01 vs
VEH durante PT2 realizado 24 h ap6s PT1
(+24h; t12=3,38) e *p<0,05 vs VEH durante
PT2 realizado 120 h apés PT1 (+120 h;
ta2=2,51); n=7 por grupo. C) Animais com
canulas na regido CA1 do hipocampo dorsal
foram treinados no LAM. 24 h depois foram
divididos em 6 grupos experimentais e
receberam uma infusdo bilateral (INF) de
ANI (160 pg/lado) ou VEH na regidgo CA1. A
retengdo da memoria foi avaliada num PT
realizado 2, 24 ou 120 h apés INF. Os dados
estdo apresentados como a média (x SEM)
da percentagem do tempo total gasto no QA
n=7 por grupo. D) Animais foram tratados
exatamente como em C exceto que INF foi
realizada 120 h apds a Ultima sessdo de
treino; n=7 por grupo. E) Animais com
canulas na regido CA1 do hipocampo dorsal
foram treinados no LAM. 24 h ap6s foram
divididos em seis grupos experimentais e
submetidos a um teste de reativagdo (RT) na
presenca da plataforma de escape.
Imediatamente ap6s RT receberam ANI (160
ug/lado) ou VEH. A retengdo da memodria foi
avaliada em um PT realizado 2, 24 ou 120 h
apoés o RT. Os dados estdo apresentados
como a média (+ SEM) da percentagem do
tempo total gasto no QA; n=8 por grupo.

No entanto, quando o segundo teste (PT2) foi efetuado 2 horas apos o

primeiro (PT1) ndo se observou nenhuma diferenca entre os grupos
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experimentais, sem importar se o lapso transcorrido entre PT1 e PT2 foi
de 24 (Figura 11A) ou de 120 h (Figura 11B). Ao contrario, 0s animais que
foram infundidos bilateralmente com ANI (160 ng/lado) na regido CA1l
apos um teste de reativacdo na presenca da plataforma de escape (RT)
realizado 24 (Figura 11E) ou 120 h ap6s o treino (Figura 11F), passaram a
mesma quantidade de tempo que os animais controle no quadrante alvo
durante o segundo teste na auséncia da plataforma de escape (PT),
independentemente se este foi realizado 2, 24 ou 120 horas ap6s o RT.
Para descartar a possibilidade de que ANI estivesse provocando algum
prejuizo na funcionalidade hipocampal, e que este fosse a causa da
amnésia observada, treinamos animais durante cinco dias na verséo
espacial do LAM e, 24 ou 120 horas ap0s a Ultima sesséo de treino, 0os
ratos receberam uma infusao bilateral de ANI (160 pg/lado) ou de VEH na
regido CA1 do hipocampo dorsal. Duas, 24 ou 120 horas ap0s a infusdo
0os animais foram submetidos a uma sessdo de teste na auséncia da
plataforma de escape para avaliar a reten¢cdo da memoria espacial. Como
se pode observar nas Figuras 11C e 11D, por si sO, a infusao
intrahipocampal de ANI ndo produz qualquer alteragdo na retencao do
traco mnemonico independentemente do momento da infusdo ou do
periodo transcorrido entre esta e o teste.

Os resultados deste conjunto de experimentos demonstram que, quando
infundida no hipocampo apdés uma sessao de reativacdo na auséncia de

reforco (i.e. na auséncia da plataforma de escape), ANI afeta
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negativamente a subsequente retencdo da memoria espacial (Figuras
11A e 11B.).

O fato de que este inibidor da sintese protéica ndo tenha efeito na
retencdo do traco quando administrado na auséncia de um
comportamento relevante ou bem, quando infundido depois de uma
sessdo de reativacao realizada em presenca da plataforma de escape (i.e.
uma sessdo de treino extra) sugere que a expressdo ndo reforcada da
memoria de preferéncia espacial associada ao LAM inicia um processo
reconsolidatério dependente da sintese protéica hipocampal.

Com o intuito de determinar a extensdo da janela temporal de
sensibilidade do traco reativado para ANI, repetimos os experimentos
apresentados nas Figuras 11A e 11B, mas infundindo ANI (160 ug/lado)
na regido CA1l 3 ou 6 h apés uma sessao de reativacdo na auséncia da
plataforma de escape. Como se pode observar na Figura 12, quando
infundida na regido CAl, 3 ou 6 horas ap0s um teste de reativacdo na
auséncia de plataforma de escape, ANI (160 pg/lado) ndo afetou a
retencdo da memoria espacial do LAM independentemente da idade do
tragco mnemaonico e do tempo decorrido entre o primeiro e 0 segundo teste

de reativacgéo.
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Figura 12. A inibicdo da sintese protéica hipocampal 3 e 6 horas apds uma sesséo de evocagédo néo reforcada
ndo afeta a retengdo da memaria espacial. A) Animais com canulas implantadas na regidao CA1 do hipocampo dorsal
foram treinados durante 5 dias na versédo espacial do LAM. 24 h depois foram randomicamente divididos em quatro
grupos experimentais e submetidos a um teste de 60 s na auséncia da plataforma de escape (PT1). Trés horas apds
PT1 os animais receberam anisomicina (160 pg/lado; ANI) ou veiculo (VEH) na regido CAl. A seta preta indica o
momento da infusdo. A retencdo da memoria foi avaliada em um segundo teste de 60 s na auséncia da plataforma
(PT2) realizado 24 ou 120 h apés PT1. Os dados estdo apresentados como a media (+ SEM) da percentagem do
tempo total gasto no quadrante alvo (QA); n=9 por grupo. B) Animais foram tratados exatamente como em A exceto
que o PT1 foi realizado 120 h apéds a Ultima sessdo de treino; n=8 por grupo. C) Animais com canulas implantadas na
regido CA1 do hipocampo dorsal foram treinados durante 5 dias na versdo espacial do LAM. 24 h depois foram
divididos em quatro grupos experimentais e submetidos a um PT1. Seis horas apés PT1 os animais receberam ANI
(160 pg/lado) ou VEH. A retengdo da memdria foi avaliada em um segundo teste de 60 s (PT2) realizado 24 ou 120 h
apo6s PT1. Os dados estdo apresentados como a média (+ SEM) da percentagem do tempo total gasto no QA; n=9 por

grupo. D) Animais foram tratados exatamente como em C exceto que o PT1 foi realizado 120 h ap6s a Ultima sessdo de
treino; n=8 por grupo.

1.3 - A infusdo intra-hipocampal de anisomicina ap6s uma série de
testes consecutivos de evocacdo sem reforco, ndo afeta a extingao,
mas bloqueia a recuperacdo espontanea da memaoria espacial no
LAM.

Existem duas explicacdes factiveis para os resultados apresentados no

item 1.2: ou bem a reativacédo nao refor¢cada do traco induz reconsolidacéo
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da memoria espacial que é blogueada pela infusdo intra-hipocampal de
ANI ou, ANI dada apdés a evocacao nao reforcada acelera extingdo da
memoria do LAM. A bibliografia ndo nos ajuda a determinar qual destas
duas opcles € correta ja que, apesar de varios trabalhos demonstrarem
que blogueadores da sintese protéica inibem a extincdo da memdéria
associada a diferentes tarefas (Vianna et al, 2001; Myers e Davis, 2002;
Bahar et al., 2003; Santini et al., 2004) outros estudos indicam que, sob
certas condicdes, esses mesmos inibidores podem melhorar a extingao
(Fischer et al., 2004).

Com o intuito de resolver este dilema treinamos animais durante 5 dias no
LAM e 24 h apo6s o término do treinamento os dividimos em trés grupos
experimentais que foram submetidos a 4, 8 ou 16 testes de reativacao
consecutivos na auséncia da plataforma (ver Metodologia) antes de
receber infusdes bilaterais de ANI (160 pg/lado) ou de VEH na regido CAl
do hipocampo dorsal. Como se pode observar na Figura 13A, a realizacao
de 16 testes consecutivos (Dia 1) leva a completa extincdo da preferéncia
espacial que havia sido adquirida durante o treino (F(s,210=18,19; p<0,001
em ANOVA de medidas repetidas). Esta extingdo foi ainda claramente
evidente 24 h apos o 16° teste de retencéo e nao foi afetada pela infusao
intra-hipocampal de ANI (160 pg/lado). Quando realizamos 8 testes
consecutivos (Figura 13B - Dia 1) também observamos a ocorréncia de
extingédo (F(7,147y=25,40; p<0,001 em ANOVA de medidas repetidas), mas

no dia seguinte ocorreu uma recuperacao parcial do aprendizado original,
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a qual foi completamente bloqueada pela infuséo intra-hipocampal de ANI
apos o 8° teste de reativagao (t0=2,63; p<0,05 vs VEH no primeiro teste
do dia 2). Este efeito foi ainda mais evidente quando ANI foi infundida
apos 4 testes de reativagdo (tus=4,41; p<0,001 vs VEH no primeiro teste
do dia 2; Figura 13C). A realizacdo de 4 testes consecutivos na auséncia
da plataforma de escape também levou a reducdo do tempo gasto no
quadrante alvo (F357)=18,67; p<0,001 em ANOVA de medidas repetidas),
mas 0s amimais controle recobraram completamente a memdéria original
24 h apos. Porém, esta recuperacao espontanea ndo aconteceu naqueles

animais que receberam ANI na regido CAL apos o 4° teste de reativacao.
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Figura 13. A inibicdo da sintese protéica hipocampal ndo afeta a extingdo, mas bloqueia a recuperagdo
espontanea da memoria espacial. Animais com canulas implantadas na regido CA1 do hipocampo dorsal foram
treinados durante 5 dias na versdo especial do LAM e, 24 horas apés a Ultima sesséo de treino foram submetidos a 16
(A), 8 (B) ou 4 (C) testes consecutivos na auséncia da plataforma de escape (Dia 1). Imediatamente ap6s o Ultimo teste
0s animais receberam uma infusdo bilateral de anisomicina (160 pg/lado; ANI) ou veiculo na regido CALl. A seta preta
indica 0 momento de infusdo. A retencdo da memodria foi avaliada durante 8 testes consecutivos adicionais realizados
24 horas ap6s (DIA 2). Os dados estdo apresentados como a media (+ SEM) da percentagem do tempo total de
natacao gasto no quadrante alvo (QA). ***p<0,001 e *p<0,05 vs VEH no primeiro teste do Dia 2; n=8-11 por grupo.
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1.4 - A infusdo intra-hipocampal de anisomicina ap6s o aprendizado
reverso no LAM bloqueia tanto a retencé&o da preferéncia espacial
reversa como da original.

Se apobs o estabelecimento da memaria espacial no LAM, a localizacéo da
plataforma submersa € mudada para o quadrante oposto da piscina, 0s
animais precisam criar um novo mapa espacial para substituir aquele
formado durante o aprendizado original e assim serem ainda capazes de
escapar da agua. Este fenbmeno denomina-se aprendizado reverso e é
tido por alguns autores como uma forma especial de extin¢do, a qual, ao
invés de expressar-se como a desaparicdo da resposta original se
manifesta na forma de uma nova preferéncia espacial (Lattal et al., 2004).
Apesar disto, é claro que a aquisicao do aprendizado reverso se baseia
fortemente no conhecimento que o animal tem acerca da posicdo original
da plataforma de escape bem como em outros aspectos ndo espaciais e
procedimentais do LAM, incluindo a habilidade de nadar e a de subir a
plataforma assim como a ciéncia dessa possibilidade. De fato, o
aprendizado reverso € rapidamente adquirido, o qual sugere que parte do
traco mnemaonico original é preservado e fornece informacdes acerca da
nova posicao da plataforma de escape durante o aprendizado reverso,
representando assim, uma situacdo experimental na que novas
informacdes sdo adicionadas ao traco ja consolidado e, portanto, durante
a qual pode se esperar que ocorra reconsolidacado (Sara, 2000; Nader,

2003). Baseando-nos nestas idéias, resolvemos investigar se o0
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aprendizado reverso no LAM é resultado da extincdo do aprendizado
original ou se €& conseqUéncia de um processo de labilizacdo e
reconsolidacdo do traco original. NOs hipotetizamos que, se o0
aprendizado reverso envolvesse extincdo do traco original, entdo a
inibicdo da extincdo deveria prejudicar a aquisicdo da preferéncia reversa
mantendo inalterada a memdéria original, i.e. um tratamento capaz de
bloquear o aprendizado reverso deveria permitir a reinstalacdo da
memoria original. Ao contrario, se o0 aprendizado reverso fosse
consequUéncia da reconsolidacdo da memdéria original entdo, a inibicdo
desse processo deveria prejudicar tanto a retencéo da preferéncia reversa
como a persisténcia do traco original, i.e. um tratamento capaz de
bloquear o aprendizado reverso deveria também impedir a reinstalacao da
memoria original. Para responder esta questdo, treinamos animais por 5
dias na versao espacial do LAM. No sexto dia a plataforma de escape foi
movida para o quadrante oposto da piscina e os animais foram treinados
para encontrar a nova localizacédo (ver Metodologia). Imediatamente apos
o treino no aprendizado reverso o0s ratos receberam uma infuséao bilateral
de ANI (160 pg/lado) ou VEH na regido CA1 do hipocampo dorsal (Figura
14) e a retencdo da memodria para a nova localizacdo da plataforma foi
avaliada mediante um teste na auséncia da plataforma de escape
realizado 2, 24 ou 120 h ap6s. Como se pode observar na Figura 14B, os
animais controle adquiriram a preferéncia pela nova localizacdo enquanto

que os que tratados com ANI (160 pg/lado) fracassaram em adquiri-la,
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(PT 24 horas - t3e=3,54; p<0,01 vs VEH; e PT 120 horas - t30=2,49;
p<0,05 vs VEH). No entanto, o efeito amnésico da ANI ndo foi observado
gquando os animais foram testados 2 h ap6s o treino no aprendizado
reverso, sugerindo que a amnésia induzida pela infusdo intrahipocampal
de ANI ndo é imediata. Interessantemente, os animais que receberam ANI
imediatamente apds o treino no aprendizado reverso, além de néo
adquirirem a memodria da nova localizacdo nao retiveram a preferéncia
espacial pela localizacao inicial, indicando que a memoria original também

foi prejudicada (Figura 14B).
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Figura 14. A inibicdo de sintese protéica hipocampal bloqueia o aprendizado reverso e impede a reinstalagdo
da memoéria original. Animais com cénulas implantadas na regido CA1 do hipocampo dorsal foram treinados durante
5 dias na vers&o espacial do LAM e, 24 h ap6s a Ultima sesséo de treino foram submetidos a 8 treinos consecutivos de
aprendizado reverso. A) Média das laténcias de escape (+ SEM) para encontrar a plataforma durante o treino no
aprendizado reverso. Imediatamente apds a ultima largada do aprendizado reverso, os animais receberam uma
infus@o bilateral de anisomicina (160 pg/lado; ANI) ou veiculo na regido CAl. A seta preta indica 0 momento da
infuséo. A retengdo da meméria foi avaliada em um teste realizado 2, 24 ou 120 h apds o aprendizado reverso. B)
Preferéncia espacial durante o teste de 60 s, para 0os animais que receberam infusdo bilateral de ANI (160 pg/lado) ou
VEH na regido CAl como indicado em A. Os dados estdo apresentados como a média (+ SEM) da percentagem do
tempo de natagdo no quadrante original (ORI) e oposto/reverso (REV) em relagdo ao tempo total. **p<0,01 e *p<0,05
vs VEH; n=11-19 por grupo.



Resultados 47

[1.5 - A administrac&o de D-cicloserina ap6s uma sesséo de evocagao
ndo reforgada no labirinto aquéatico de Morris melhora a retencéo da
memoaria espacial.

Da mesma forma que a hipotese tradicional da consolidacdo so6 foi aceita
apés a comprovacdo da existéncia de drogas promnésicas, a
corroboracdo conclusiva da existéncia de um processo reconsolidatério
requer a demonstracdo de que 0 mesmo possa ser modulado
positivamente por agentes farmacolégicos. Alguns estudos sugerem que 0
processo de reconsolidacéo requer da ocorréncia de alguns dos eventos
moleculares necessarios para a consolidacdo original do traco (Akirav e
Maroun, 2006; Boccia et al., 2005; Inda et al., 2005; von Hertzen e Giese,
2005), o qual permite acreditar na possibilidade de que farmacos capazes
de melhorar a consolidacdo de memadrias possam também melhorar sua
reconsolidacdo quando dados apés uma sessdo de evocacdo nao
reforcada. Por isso, e com o intuito de determinar se a retencdo da
memoria espacial associada ao LAM podia ser melhorada
farmacologicamente apos sua reativacdo nao-reforcada, decidimos avaliar
o efeito da D-cicloserina (cCSER) na perdurabilidade do traco. A cSER é
um agonista do sitio da glicina no receptor NMDA e diversos estudos tém
demonstrado que é capaz de acelerar o aprendizado de distintas tarefas
(Akirav, 2006; Richardson et al., 2004; Andersen et al., 2002; Lelong et
al., 2001). Primeiramente determinamos se a CSER era capaz de

melhorar a aquisicdo da memoria espacial no LAM. Para isso, 0s animais



Resultados 48

foram treinados no LAM somente por dois dias, utilizando um protocolo
que envolvia oito largadas/dia (ver Metodologia). Imediatamente apoés
cada sessao de treino os ratos receberam uma injecao intraperitoneal de
cSER (10 mg/kg) ou veiculo e a retencdo da memdria foi avaliada 24 h
apos.

Como se pode observar na Figura 15A, os animais tratados com cSER
acharam a plataforma de escape mais rapidamente que 0sS animais
controles durante o segundo dia de treino (tz0=2,87; p<0,01) e passaram
mais tempo nadando no quadrante alvo durante uma sessao de teste na
auséncia da plataforma de escape realizado 24 h apoés a finalizacdo da
fase de treinamento (t0=3,18; p<0,01).

Apoés termos demonstrado que a administracdo i.p. de cSER aumenta a
consolidacdo da memodria espacial no LAM avaliamos se a cSER também
poderia atuar na melhoria da reconsolidacdo. Para isso, treinamos
animais na versao espacial do LAM durante dois dias e 24 horas apos a
tltima largada do segundo dia de treino realizamos um teste de retencéo
na auséncia da plataforma de escape. Imediatamente depois
administramos VEH ou cSER (10 mg/kg; i.p.). Os animais que receberam
cSER logo apés a reativacdo na auséncia da plataforma de escape
(Figura 15B) mostraram um aumento na retencdo da memoria durante um
segundo teste de evocacéo nao reforcado (t16=2,65; p<0,05).

Para averiguar se a administracéo i.p. de cSER (10 mg/kg) poderia estar

influenciando per se a retencdo da memdria espacial, treinamos animais



Resultados 49

no LAM durante dois dias e, 24 horas apds a Ultima sessao de treino,
administramos cSER (10 mg/kg; i.p.) realizando um teste de retencéo 24
horas depois. Como se pode observar na Figura 15C tanto os animais
tratados com cSER como o0s controles passaram 0 mesmo tempo no
quadrante alvo durante o teste de retencao, indicando que a cSER néo
modifica a forca do traco quando administrada na auséncia de um

estimulo comportamental relevante.
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Figura 15. A D-cicloserina melhora a retengdo da memoria espacial quando administrada i.p. ap6s um teste na
auséncia de plataforma de escape. A) (Acima) Média das laténcias de escape durante 2 dias de aquisicdo do
aprendizado espacial para ratos que receberam D-cicloserina (10 mg/kg; cSER; circulos pretos) ou veiculo (VEH;
circulos brancos) i.p. imediatamente apds a Ultima largada de cada sessdo de treino. Os dados estdo apresentados
como médias + SEM em blocos de 8 largadas. **p<0,01 vs VEH; n=11 por grupo. A) (Abaixo) Média do tempo gasto
no quadrante alvo (QA) durante um teste realizado 24 h apds o Ultimo dia de treino para animais que receberam D-
cicloserina (10 mg/kg; cSER; barra preta) ou veiculo (VEH; barra branca). Os dados estédo apresentados como a média
+ SEM. **p<0,01 vs VEH; n=11 por grupo. B) Animais foram treinados durante 2 dias na versdo espacial do LAM e, 24
horas ap6s a Ultima sessdo de treino foram submetidos a um teste na auséncia da plataforma de escape.
Imediatamente apds o teste os animais receberam uma infuséo de D-cicloserina (10 mg/kg; cSER) ou veiculo (VEH) i.
p. A seta preta indica 0 momento da infusdo. A retengdo da memoéria foi avaliada em um segundo teste de 60 s (PT2)
realizado 24 h ap6s o primeiro. Os dados estdo apresentados como a media (+ SEM) da percentagem do tempo total
de natacéo gasto no quadrante alvo (QA). **p<0,05 vs VEH durante o PT2; n=9 por grupo. C) Animais foram tratados
exatamente como em B exceto que eles ndo foram submetidos a um teste um dia apés a Ultima sessédo de treino.
cSER (10 mg/kg) ou VEH foram administrados i.p. 24 h po6s treino (INF) e a retengdo da memodria foi avaliada em um
teste (PT) realizado 24 h ap6s a infusédo; n=8-9 por grupo.
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Uma vez que a administracao i.p. de cSER ap6s um teste de reativacéo
na auséncia da plataforma de escape € capaz de produzir um incremento
na retencdo da memdria espacial em questdo, decidimos investigar se
este efeito poderia ser mimetizado pela infuséo intrahipocampal de cSER.
Para tal, submetemos animais aos mesmos experimentos descritos
acima, com a diferenca de que a administracdo de cSER (10 pg/lado) foi
realizada através de canulas de infusdo localizadas estereotaxicamente
na regido CA1 do hipocampo dorsal. Os animais infundidos bilateralmente
na regido CA1 com cSER (10 ug/lado) acharam a plataforma de escape
mais rapidamente que os animais controles durante a segundo dia de
treino (Figura 16A, t(14)=2,38; p<0,05) e passaram mais tempo nadando no
quadrante alvo durante uma sessdo de teste na auséncia da plataforma
de escape realizado 24 h apds a finalizacdo da fase de treinamento
(ta4=3,58; p<0,01). Igualmente, os animais que receberam cSER logo
apos o teste de reativacdo na auséncia da plataforma de escape (Figura
16) mostraram durante o segundo teste: a) um aumento ha memoria em
um segundo teste de retengdo (t14=3,29; p<0,01); b) uma diminui¢cdo na
laténcia de entrada em um aro virtual de 24 cm de didmetro centralizado
na posigao original da plataforma (t14=2,17; p<0,05); ¢) um aumento no
tempo de natacdo dentro do aro (t14=2.20; p<0.05) bem como no nimero

de cruzamentos atraves deste (t14=2,29; p<0,05).
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Figura 16. A D-cicloserina melhora a retencdo da meméria espacial quando dada na regido CA1 do hipocampo
dorsal apés um teste na auséncia de plataforma de escape. A) (Acima) Média das laténcias de escape durante 2
dias de aquisigdo do aprendizado espacial para ratos que receberam D-cicloserina (10 pg/lado; cSER) ou veiculo
(VEH) na regido CAl imediatamente apds a Ultima largada de cada sessdo de treino. Os dados estdo apresentados
como médias + SEM em blocos de 8 largadas. **p<0,05 vs VEH; n=8 por grupo. A) (Abaixo) Média do tempo gasto no
quadrante alvo (QA) durante um teste realizado 24 h apés o Ultimo dia de treino para animais que receberam cSER (10
pg/lado) ou VEH. Os dados estdo apresentados como a média + SEM. **p<0,01 vs VEH; n=8 por grupo. B) Animais
foram treinados durante 2 dias na versdo espacial do LAM e, 24 horas ap6s a Ultima sessdo de treino foram
submetidos a um teste na auséncia da plataforma de escape. Imediatamente ap6s o teste os animais receberam cSER
(10 pg/lado) ou VEH na regido CAL. A seta preta indica 0 momento da infusdo. A retencdo da memoria foi avaliada em
um segundo teste de 60 s (PT2) realizado 24 h ap6s o primeiro. Os dados estdo apresentados como a média (+ SEM)
da percentagem do tempo total de natagdo gasto no QA. **p<0,01 vs VEH durante o PT2; n=8 por grupo. C) Percurso
representativo durante o PT2 para animais que receberam VEH ou cSER na regido CAl imediatamente apds PT1. D)
Laténcia para a entrada no aro (ver Metodologia) para os animais mostrados em B; *p<0,05 vs VEH durante PT2. E)
Relacdo entre o tempo no aro/tempo no QA para os animais mostrados em B; *p<0,05 vs VEH durante PT2. F)
Ndmero de cruzamentos pelo aro para os animais mostrados em B; *p<0,05 vs VEH durante PT2. G) Animais foram
tratados exatamente como em B exceto que ndo foram submetidos a um teste um dia apds a Ultima sesséo de treino.
CcSER (10 pg/lado) ou VEH foram infundidos na regido CA1 24 h pds treino (INF) e a retengdo da meméria foi avaliada
em PT realizado 24 h apés a infuséo; n=8 por grupo.

Estes dados confirmaram que a administracdo de cSER imediatamente

apos o teste de reativacdo na auséncia da plataforma de escape
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aumentou a retencdo da memoria espacial no LAM. A infusdo intra-
hipocampal de cSER 24 h apés o treino no LAM na auséncia de um
evento comportamental relevante ndo induziu qualquer alteracdo na

retencdo da memdaria espacial previamente adquirida (Figura 16G).

I1.6 - A infusdo intra-hipocampal de anisomicina bloqueia a memaoria
de longa duracao para o reconhecimento de objetos, mas nédo afeta a
memoaria de curta duragéo.

Visando analisar se a sintese protéica hipocampal é necessaria para a
formacdo da memodria de reconhecimento, treinamos ratos na tarefa de
reconhecimento de objetos (ver Metodologia) e, em diferentes tempos
apos a sessao de treino, eles foram infundidos bilateralmente com VEH
ou ANI (160 pg/lado) na regido CA1l do hipocampo dorsal. A retencédo da
memoria foi avaliada 24 h apds o treino. Durante esta sessao de teste, 0s
animais foram expostos durante 5 minutos a um dos objetos que tinha
sido apresentado durante o treino juntamente com um objeto novo.

Como se pode observar na Figura 17, os animais que receberam VEH
apos o treino mostraram uma exploracdo muito maior do objeto novo do
que do objeto familiar, independentemente do tempo transcorrido entre a
finalizacdo da sessdo de treino e o momento da infusdo (p<0,0005 no
teste t de Student para amostra Unica, valor de referéncia=50; t(13=5,54;
t©=8,97 e t=9,77 para animais infundidos 0, 180 e 360 min pos-treino,

respectivamente).
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Figura 17. A sintese protéica hipocampal é
requerida durante uma restrita janela de
tempo ap6s o treino para a consolidagdo da
memoéria de reconhecimento de objetos. No
dia 1 (Sesséo de treino) os ratos (n=74) foram
expostos por 5 min a 2 objetos diferentes (A e B)
e diferentes tempos apds isto (0, 180 ou 360 min)
receberam uma infuséo bilateral de veiculo (VEH)
ou anisomicina (ANI; 160 pg/lado) na regido CA1
do hipocampo dorsal. No dia 2 (Sesséo de teste)
o0s animais foram expostos a um objeto familiar
(A) e um objeto novo (C) por 5 min. Os dados
estdo apresentados como a média (+ SEM) da
percentagem de tempo de exploragdo de um
objeto em particular em relagéo ao tempo total de
exploragéo. ***p<0,0005 e **p<0.005 no teste t de
Student; n=10-15 por grupo. Note-se que o0s
animais que receberam ANI imediatamente ap6s
o treino passam a mesma quantidade de tempo
explorando os objetos A e C durante a sesséo de
teste (Dia 2; 0 min — ANI), indicando que a
memoéria de reconhecimento foi prejudicada. Na
parte direita da figura, observa-se um desenho
retirado do Atlas de Paxinos e Watson, 1986
mostrando a localizagdo das canulas de infusdo
na regido CAl dorsal para aqueles animais que
receberam ANI.
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No entanto, os animais que receberam infusdo intra-hipocampal de ANI
(160 pg/lado) imediatamente (0 min) ou 180, mas ndo 360 min apos o
treino passam a mesma quantidade de tempo explorando o objeto novo e
o familiar durante a sesséo de teste (Figura 17).

Isto sugere que a inibicdo da sintese protéica hipocampal imediatamente
e 180 min apdés o treino bloqueia a consolidacdo da memoria de
reconhecimento de objetos de longa duracao.

Sabido é que uma das diferencas mais notaveis entre as memorias de
longa (LTM) e de curta duracdo (STM) é sua sensibilidade a acao de
inibidores da sintese protéica (Quevedo et al., 2004; Izquierdo et al.,
2002; Schafe e LeDoux, 2000). Portanto nos valemos desta diferencga
entre LTM e STM para avaliar se o efeito amnésico da ANI devia-se
efetivamente a inibicdo da consolidagdo da LTM de reconhecimento ou,
pelo contrario, devia-se simplesmente a um efeito inibitério sobre a
capacidade de expressdao do trago. Assim, treinamos e infundimos o0s
animais com ANI (160 pg/lado) ou VEH como indicado acima mas 0s
mesmos foram testados 3 horas apds para determinar a retencédo da
memoria de curta duracao.

Como se pode observar na Figura 18, tanto os animais controle como o0s
tratados com ANI mostraram preferéncia pelo novo objeto durante a
sessdo de teste (p<0,0005 no teste t de Student; t7=11,30 e t7=8,62,
respectivamente), indicando que a inibicho da sintese protéica

hipocampal logo apds o treino ndo afeta a retencdo da STM para a tarefa
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de reconhecimento de objetos e sugerindo entdo que o efeito amnésico
demonstrado para a LTM se deve efetivamente ao bloqueio do processo
de consolidacéo.

Treino Teste
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Figura 18. A inibicdo da sintese protéica hipocampal ndo afeta a memoria de reconhecimento de curta
duracdo. Ratos (n=16) foram expostos por 5 min a 2 objetos diferentes (A e B) e imediatamente ap6s receberam a
infuséo bilateral de veiculo (VEH) ou anisomicina (ANI; 160 pg/lado) na regido CA1 do hipocampo dorsal. Trés horas
apos (Sessdo de teste/Teste STM), os animais foram expostos por 5 minutos a um objeto familiar (A) e um objeto novo
(C). Os dados estdo apresentados como a média (+ SEM) da percentagem de tempo de explora¢édo de um objeto em
particular em relagéo ao tempo total de exploragdo. ***p<0,0005 no teste t de Student; n=8 por grupo.

II.7 - A infus@o intra-hipocampal de anisomicina 24 horas antes do
treino néo altera o estado de ansiedade, a atividade exploratéria nem
a formacédo de memadrias dependentes do hipocampo.

Para averiguar se a infusdo intrahipocampal de ANI exerceria alguma
acdo tardia no estado de ansiedade ou na atividade exploratoria dos
animais que pudesse mascarar a evocagdo da LTM de reconhecimento

de objetos, infundimos bilateralmente VEH ou ANI e submetemos os
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animais, os mesmos foram submetidos a uma sessdo comportamental no
campo aberto ou no labirinto em cruz elevado 24 horas apos a infuséo.
Como se pode observar na Tabela 3 ANI ndo afetou o numero de
entradas totais, o nimero de entradas nos bracos abertos nem o tempo
total gasto nos bracos abertos durante uma sessao de 5 min no labirinto
em cruz elevado. Similarmente, a ANI ndo alterou nem o numero de
cruzamentos nem o0 numero de elevacfes durante uma sessao
comportamental de 5 min de duracdo num campo aberto. Em conjunto
estes resultados indicam que quando infundida no hipocampo 24 h antes
da avaliacdo comportamental ANI ndo modifica nem o estado de

ansiedade nem a atividade motora dos animais.

VEH ANI
Total de entradas 20.3+1.9 182+15
Entradas nos bracos abertos 8.2+0.9 9.0+£0.7
% Tempo nos bracgos abertos 25.6+4.1 28.5+4.38
Cruzamentos 773 +6.8 746 8.1
Elevacbes 18.8+2.0 23.6+£3.9

Tabela 3. A infuséo de anisomicina na regido CAl do hipocampo dorsal ndo afeta a atividade exploratéria e
locomotora ou o estado de ansiedade. ANI (160 pg/lado) foi infundida bilateralmente na regido CA1 do hipocampo
dorsal 24 horas antes de uma sess@o comportamental no campo aberto ou no labirinto em cruz elevado. Os dados
estdo expressos como a média (+ SEM) do numero total de entradas, do nimero de entradas nos bragos abertos e da
percentagem de tempo gasto nos bragos abertos (Labirinto em cruz elevado; n= 10 por grupo) e do nimero de
cruzamentos e elevacdes (Campo aberto; n= 10 por grupo). VEH= veiculo. Grupos diferentes de animais foram
utilizados em cada teste comportamental.

Além disso, ratos infundidos bilateralmente na regido CA1 com ANI (160

ug/lado) nao mostraram nenhum déficit remanescente na sua capacidade
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de aprendizado apés 24 horas. De fato, como se pode observar nas Figs
19A e 19B os animais treinados na versdo espacial do LAM 24 horas
apos a infusdo de ANI adquiriram e retiveram a preferéncia espacial tao
bem como o grupo controle. Similarmente, quando infundidos
bilateralmente na regido CA1 do hipocampo dorsal com ANI (160 ug/lado)
24 h antes do treino na tarefa da esquiva inibitéria de sesséo Unica, 0s
ratos aprenderam normalmente a resposta condicionada aversiva (Figura

19C).
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Figura 19. A inibicdo da sintese protéica hipocampal 24 horas antes do treino ndo afeta a aquisicdo nem a
retencdo de memdrias dependentes do hipocampo. A) Média das laténcias de escape durante os cinco dias de
aquisicdo do aprendizado espacial para ratos (n=16) que receberam anisomicina (160 pg/lado; ANI) ou veiculo (VEH)
na regido CA1 do hipocampo dorsal 24 horas antes da primeira sessdo de treino. Os dados estdo apresentados como
a média = SEM por bloco de 8 largadas. B) Percentagem do tempo total gasto no quadrante alvo (QA) durante um
teste de 60 s realizado 24 horas ap6és o 5° dia de treino para os animais mostrados em A. Os dados estédo
apresentados como a média + SEM. **p<0,005 no teste t de Student para uma amostra (valor de referéncia=25%). C)
Ratos com canulas implantadas na regiao CA1 do hipocampo dorsal (n=18) receberam uma infusdo bilateral de ANI
(160 pg/lado) ou VEH na regido CAl do hipocampo dorsal e, 24 horas mais tarde, foram treinados na tarefa da
esquiva inibitéria de sessdo Unica. Os dados estédo apresentados como a mediana # intervalo interquartil da laténcia de
descida durante a sesséo de treino (TR) ou a sesséo de teste da meméria de longa duragdo (LTM) realizada 24 horas
apos o treino. **p<0,005 vs o respectivo valor de TR no teste U de Mann-Whitney.
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[1.8 - A infusdo intra-hipocampal de anisomicina ndo afeta a retencao
da meméria para o reconhecimento de objetos quando a sessao de
reativacao é igual a de treino.

Apoés termos realizado experimentos onde verificamos que a sintese
protéica hipocampal se faz necessaria para a formacdo da memdria de
reconhecimento de longa duracdo decidimos investigar que papel ela
desempenha na manutencdo das memorias reativadas. Como
mencionado, muitos estudos sugerem que apOs a evocacdo, memaorias
consolidadas tornam-se novamente vulneraveis e para persistir
necessitam passar por um processo de re-estabilizacdo dependente da
sintese protéica denominado reconsolidacdo (Nader et al., 2000b;
Eisenberg e Dudai, 2004). Alguns estudos indicam que a reconsolidacao
pode empregar as mesmas regides cerebrais necessarias a consolidacéo
(ver acima; Przybyslawski e Sara 1997; Przybyslawski et al. 1999; Sara,
2000; Kida et al. 2002; Pedreira et al. 2002; Bozon et al. 2003).
Consequentemente, a inibicdo da sintese protéica hipocampal apos a
evocacdo da memoria de reconhecimento poderia anular a estabilidade
do traco reativado. Para testar esta hipétese, no dia 1 (Sessao de treino)
0s animais foram expostos a dois objetos diferentes. No dia 2 (Sesséao de
reativacdo) os animais foram re-expostos por 5 min aos mesmos dois
objetos com o intuito de reativar o traco da memoéria de reconhecimento e

imediatamente (0 min) 180, ou 360 min apos eles foram infundidos
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bilateralmente na regido CA1 do hipocampo dorsal com VEH ou ANI (160
ug/lado).

Se a sintese protéica se fizesse necessaria para a reconsolidacao da
memodria de reconhecimento poderia se esperar que, quando combinamos
um objeto familiar com um objeto novo um dia apés a reativacdo (Sesséo
de teste), os animais que recebem ANI (160 pg/lado) ao final da sessao
de reativacdo ndo mostrem nenhuma preferéncia por qualquer objeto e
explorem ambos igualmente. No entanto, como se pode observar na
Figura 20, ambos 0s grupos de animais tratados quanto controles quando
confrontados com o objeto familiar e com o objeto novo no dia 3 (Sessao
de teste) mostram preferéncia de exploragcédo ao objeto novo (p<0,0005 no
teste t de Student; t9=7,90 e t12=6,18, respectivamente), indicando que a
memoria do objeto familiar ndo foi anulada pela inibicdo hipocampal de
sintese protéica logo ap6s a sessdo de reativacdo. Como se pode
observar na Figura 20 uma completa falta de efeito na persisténcia da
memoria também foi obtida quando administramos ANI 180 (p<0,0005;
t)=7,14 e t=12,55 para os animais infundidos com VEH e ANI) ou 360
min apos a reativagao (p<0,0005; t©)=5,26 and tg=7,98 para os animais

infundidos com VEH e ANI).
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Figura 20. A inibicdo da sintese protéica
hipocampal apés uma sesséo de reativagao
envolvendo exposi¢do a objetos familiares
ndo afeta a posterior retencdo da meméria
de reconhecimento. Ratos com canulas
implantadas na regido CAl1 do hipocampo
dorsal (n=64) foram expostos por 5 min a dois
objetos distintos (A e B; Sesséo de treino; Dia
1). Vinte quatro horas apds, os animais foram
re-expostos por 5 minutos aos mesmos dois
objetos para reativacdo do traco mnemonico
(Sessdo de reativacdo; Dia 2) e, diferentes
tempos apoés (0, 180 ou 360 min), receberam
uma infusdo bilateral de anisomicina (160
ug/lado; ANI) ou veiculo (VEH) na regido CA1l
do hipocampo dorsal. A retengdo da memoria
foi avaliada 24 horas depois mediante
exposi¢do dos animais a um objeto familiar A e
um objeto novo C (Sessdo de teste, Dia 3).
Note-se que 0s animais passam mais tempo
explorando o objeto novo que o familiar sem
importar o tratamento recebido, indicando que a
meméria  foi preservada. ***p<0,0005 e
**n<0,005 no teste t de Student; n=10-13 por
grupo.
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Uma vez que nenhum efeito foi observado na administracdo intra-
hipocampal de ANI (160 ng/lado) na reconsolidagéo do tragco mnemonico
quando este € reativado na presenca dos mesmos objetos e ja que muitos
estudos sugerem que os efeitos pos-evocacdo de alguns agentes
amnésicos dependem da duracao da sessao de reativacdo e da idade do
traco mnemaonico.

Decidimos analisar se uma sesséao de reativacdo mais curta seria capaz
de dar inicio a reconsolidacao da memdéria de reconhecimento. Para tanto,
animais foram treinados como indicado acima e 24 h apos foram
submetidos a uma sessao de reativacdo de 2 min, logo ap0s esta sessao
0S animais receberam uma infusdo bilateral de VEH ou
ANI (160 pg/lado) na regidao CALl e a retencgéo foi avaliada 24 h depois.
Como se pode observar na Figura 21, tanto os animais controle como 0s
tratados com ANI passam mais tempo explorando o objeto novo que o
objeto familiar durante uma sesséo de teste (p<0,05; t9=3,12; p<0,005;
t=5,23, respectivamente). Isto sugere que a duragdo da sessdo de
reativacdo nao influencia na auséncia de efeitos da ANI, dada pos-

evocacao, na persisténcia da memoria.
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Treino Reativacao Teste
(Dia 1) (2 min/ Dia 2) (Dia 3)
I I LI | L LI | L 1
— 100- — 100 < 100
S S =
— — o
[=] [=]
S 75 € 754 S 75 -
S S g
$ - s LM
& g x 90
@ Q ot
E K S o
P 2 SR A L c|
VEH ANI

Figura 21. A inibicdo da sintese protéica hipocampal apés uma sessdo de reativagdo breve envolvendo
exposicdo a objetos familiares ndo afeta a posterior retencdo da meméria de reconhecimento Ratos com
canulas implantadas na regido CA1 do hipocampo dorsal (n=20) foram expostos por 5 min a dois objetos distintos (A e
B; Sesséo de treino; Dia 1). Vinte quatro horas apés, os animais foram submetidos a uma sesséo de reativagéo foi de
2 min de duragéo, e receberam VEH ou ANI (160 pg/lado) imediatamente apds esta. **p<0,005 e *p<0,05 no teste t de
Student; n=10 por grupo.

Ainda, com o objetivo de investigar se a ocorréncia de reconsolidagao foi
dependente da idade do traco da memoria de reconhecimento, treinamos
animais na tarefa de reconhecimento de objetos e os submetemos a uma
sessdo de reativacdo 5 dias apO0s o treino. Imediatamente apos a
reativacdo os animais foram infundidos bilateralmente na regido CA1 com
VEH ou ANI (160 ng/lado) e a retencdo foi mensurada 24 horas apos.
Como se pode ver na Figura 22, a idade do tragco mnemaonico nao tem
efeito na falta de acdo da ANl na retencdo da memoria de
reconhecimento (p<0,0005; t10=7,99 e p<0,005; t10=3,28 para o0s

animais tratados com veiculo e anisomicina respectivamente).
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Figura 22. A inibicdo da sintese protéica hipocampal ap6s uma sessédo de reativacao envolvendo exposi¢ado a
objetos familiares realizada cinco dias apds o treino ndo afeta a posterior retengdo da memoria de
reconhecimento Ratos com canulas implantadas na regido CA1 do hipocampo dorsal (n=22) foram expostos por 5
min a dois objetos distintos (A e B; Sessao de treino; Dia 1). Cinco dias ap6s o treino foram submetidos a uma sessao
de reativagao, e receberam VEH ou ANI (160 pg/lado) imediatamente ap6s esta. Em todos os casos os dados estdo
apresentados como a média (+ SEM) da percentagem do tempo de exploragdo de um objeto em particular com relagado
ao tempo total de exploragéo. ***p<0,0005 e **p<0,005 no teste t de Student; n=11 por grupo.

O efeito negativo da inibicdo da sintese protéica na persisténcia das
memodrias reativadas é muito observado ap6s sessGes de evocacdo ndo
reforgcadas, mas ndo quando a sesséo de reativacdo foi novamente uma
sessdo de evocacgdo inalterada (isto €, uma sessdo na qual a memoaria foi
expressa, mas a possibilidade de extincdo foi prevenida; Cammarota et
al., 2004), ou quando uma sessao de reativagao ocorre na presenca exata
das mesmas pistas e estimulos daqueles da sessao de treino (isto €, uma
segunda sesséo de treino; Cammarota et al., 2003; Gainutdinova et al.,
2005; Eisenberg e Dudai, 2004). Note que este ultimo exemplo se aplica

perfeitamente ao desenho experimental apresentado na Figura 20.
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1.9 - A infusdo intra-hipocampal de anisomicina bloqueia a
reconsolidacdo da memdéria de reconhecimento de objetos quando
durante a fase de reativacao se apresenta um objeto novo.

A inibicdo da sintese protéica ap0s a reativacdo da memoaria prejudica a
posterior retencdo quando o reforco, se presente durante a reativacao,
ndo equivale exatamente as expectativas derivadas do aprendizado
original. Esta observacdo sugere que a reconsolidacdo pode atuar nao
somente por salvar o traco mnemonico da desestabilizacdo induzida pela
evocacdo nao reforgcada, mas, pode também ajudar a incorporar novas
informacBes as memoarias ja consolidadas (Rodriguez-Ortiz et al., 2005).
Por esta razdo, nés decidimos analisar se a inibicdo da sintese protéica
hipocampal afeta a persisténcia da memaria de reconhecimento quando a
reativacdo acontece ao longo da incorporacdo de nova informacdo. Para
isto, no dia 1 expusemos os ratos a dois objetos diferentes (A e B) por 5
min (Sesséo de treino). No dia 2 os animais foram novamente expostos
por 5 min a um dos objetos que havia sido apresentado durante a sesséo
de treino (objeto A) e outro objeto novo (objeto C) e, logo apds, os
animais foram infundidos bilateralmente com ANI (160 pg/lado) ou VEH
na regido CAl. Os animais foram randomicamente divididos em trés
grupos experimentais e, a retencdo da memoria foi avaliada 24 h apos
(Sesséao de teste). Durante a sessao de teste o grupo 1 foi exposto ao
objeto A e o objeto novo D; o grupo 2 foi exposto aos objetos Be D e 0

grupo 3 aos objetos C e D (veja Figura 23). Como esperado, 0s animais
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que recebem VEH apdés a reativacdo da memdéria passam mais tempo na
sessdo de teste explorando o objeto novo (objeto D) que o0s outros
objetos, mostrando que eles lembram do objeto A (Figura 23; Sessao de
teste - Grupo 1, VEH; p<0,0005, t10=6,82) e do objeto B (Figura 23;
Sessdo de teste - Grupo 2, VEH; p<0,005, t10=3,76) que foram
apresentados no dia 1, e também adquirem a memoria do objeto C
apresentado durante a sesséo de reativacdo no dia 2 (Figura 23; Sessao
de teste - Grupo 3, VEH; p<0,0005, t;1)=7,04). No entanto, como
podemos observar na Figura 23 os animais que receberam ANI logo apos
a sessdo de reativacdo passam a mesma quantidade de tempo
explorando os objetos A e D (Figura 23; Sesséo de teste - Grupo 1; ANI) e
os objetos C e D (Figura 23; Sessao de teste - Grupo 2; ANI) indicando
que a ANI prejudica a retencdo da memodria do objeto A e bloqueia a
formacdo da memoaria do objeto C. Interessantemente, a memdria para o
objeto B (que néo foi apresentado durante a sessao de reativacao) nao foi
afetada pela infusdo de ANI (Figura 23; Sesséo de teste - Grupo 3; ANI;

p<0,0005, t=6,47).
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Figura 23. A inibicdo da sintese protéica
hipocampal ap6s uma sessdo de reativagdo
envolvendo exposi¢do a um objeto novo e um
familiar prejudica a meméria desses objetos
sem afetar a memoria de outro objeto familiar
ndo apresentado durante a sessdo de
reativacdo. Ratos com canulas implantadas na
regido CAl do hipocampo dorsal (n=63) foram
expostos a dois objetos distintos (A e B) por 5
min (Sessao de treino; Dia 1). Vinte quatro horas
apbs, os animais foram novamente expostos ao
objeto A junto com um objeto novo C (Sesséo de
reativacéo; Dia 2). Apds a fase de reativacéo os
ratos foram randomicamente divididos em trés
grupos recebendo imediatamente apdés uma
infusdo bilateral de veiculo (VEH) ou anisomicina
(160 pg/lado; ANI) na regido CAL. Vinte quatro
horas apés os animais foram submetidos a um
teste de 5 min de duracéo (Sesséo de teste; Dia
3) na presenga de diferentes combinacdes de
objetos como descrito a seguir: Grupo 1= Objeto
A + Objeto D; Grupo 2= Objeto B + Objeto D;
Grupo 3= Objeto C + Objeto D, onde o objeto D é
o novo. Note-se que ANI prejudica a retengdo da
memoria para o objeto novo C e também para o
objeto familiar A (que foi apresentado durante a
sessdéo de reativagdo), mas poupa a memoria
para o objeto familiar B, ao qual néo foi
apresentado aos animais durante a fase de
reativagdo. Os dados estdo apresentados como
a média (+ SEM) da percentagem do tempo de
exploracdo de um objeto em particular com
relagdo ao tempo total de exploragéo.
***p<0,0005 e **p<0,005 no teste t de Student;
n=9-12 por grupo. No topo da figura observa-se
uma representacdo esguematica do protocolo
comportamental utilizado.
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Para analisar se a amnésia induzida pela ANI foi temporéria, animais
foram treinados e testados como explicado acima, exceto que a sessao
de teste foi realizada 120 ao invés de 24 horas apdés a reativacdo. Como
mostra na Figura 24, o tempo passado entre a sessao de reativacdo e a
de teste ndo tem efeito na amnésia provocada pela administracdo poés-
reativacdo de ANI, sugerindo que este efeito ndo foi reversivel.
Importantemente, a ANI ndo tem efeito na retencdo da memodria quando

dada 24 h apds a sesséao de treino na auséncia da reativacdo da memoria

Tempo de exploragao (%)

(Figura 25).
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Figura 24. O tempo transcorrido entre a sessdo de reativacdo e a sessdo de teste ndo tem efeito sobre a
amnésia causada pela infusdo de ANI na regido CA1l do hipocampo apés a reativagdo do traco mnemaénico.
Ratos com canulas implantadas na regido CA1 do hipocampo dorsal (n=59) foram expostos por 5 min a dois objetos
diferentes (A e B; Sesséo de treino; Dial). Cinco dias apds os animais foram expostos a um objeto familiar A e a um
objeto novo C (Sesséo de reativagdo; Dia 6). Apds a sessdo de reativacdo os ratos foram randomicamente divididos
em trés grupos e a seguir receberam uma infusdo bilateral de veiculo (VEH) ou anisomicina (160 pg/lado; ANI) na
regido CA1 do hipocampo dorsal. Vinte quatro horas mais tarde os animais foram submetidos a uma sessao de teste
de 5 min de duracdo (Sessdo de teste; Dia 7) na presenca de diferentes combinagdes de objetos como descrito a
seguir. Grupo 1= Objeto A + Objeto D; Grupo 2= Objeto B + Objeto D; Grupo 3= Objeto C + Objeto D, onde o objeto D
€ o novo. Note-se que ANI prejudica a retengdo da memoria para o objeto novo C e também para o objeto familiar A
(que foi apresentado durante a sesséo de reativagéo), mas poupa a memoria do objeto familiar B, ao qual os animais
ndo foram expostos durante a sessdo de reativacdo. Os dados estdo apresentados como a média (+ SEM) da
percentagem do tempo de exploracdo de um objeto em particular com relacdo ao tempo total de exploragéo.
***n<0,0005 e **p<0,005 no teste t de Student; n=9-10 por grupo. No topo da figura observa-se uma representagéo
esquematica do protocolo comportamental utilizado.
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Sabe-se que pistas contextuais apresentadas durante o treino podem
atuar como lembretes para promover a evocacdo da experiéncia
aprendida (Spear, 1973; Sara, 2000). Isto sugere que somente a
informacdo contextual, se salientada suficientemente, pode reativar o
traco consolidado. Para determinar se a reconsolidacdo do traco de
reconhecimento de objetos dependente de sintese protéica hipocampal
pode ocorrer qguando a informacdo contextual € dada sozinha, no dia 1
animais foram expostos por 5 min aos objetos A e B (Sessao de treino) e
24 h apo6s foram submetidos a uma sesséo de reativacdo contextual na
auséncia de objetos. Imediatamente apds esta reativacdo 0Ss animais
foram infundidos bilateralmente com VEH ou ANI (160 pg/lado) na regiao
CAl e, foram testados para a avaliacdo da retencdo 24 horas apos.
Durante a sessdo de teste ambos os grupos de animais controles ou
tratados passam mais tempo explorando o objeto novo (objeto D) que o
objeto familiar A (p<0,005; t(11)=3,91 e p<0,0005; t=7,17 para 0s animais
tratados com VEH e ANI, respectivamente) ou B (p<0,005; t=4,18 e
p<0,0005; t9=6,18 para 0s animais tratados com VEH e ANI,
respectivamente) sugerindo que somente o contexto ndo é suficiente para
reativar o traco e induzir reconsolidacdo da memoria de reconhecimento
de objetos (Figura 26A). De fato, n0s encontramos que a amnésia
induzida pela infusdo de ANI na regido CA1 foi dependente da presenca

de ambos os objetos, familiar e novo durante a sesséo de reativagao.
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Tempo de exploragao (%)
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Figura 25. A inibicdo da sintese protéica hipocampal 24 horas apd6s o treino na auséncia de eventos
comportamentalmente relevantes ndo afeta a retencdo da meméria de reconhecimento de objetos. Ratos com
canulas implantadas na regido CA1 do hipocampo dorsal (n=60) foram expostos a dois objetos distintos (A e B) por 5
min (Sessé&o de treino; Dia 1). Vinte quatro horas ap6s a sesséo de treino os animais foram randomicamente divididos
em trés grupos diferentes que receberam uma infuséo bilateral de veiculo (VEH) ou anisomicina (160 pg/lado; ANI) na
regido CA1 retornando as suas caixas moradia sem receber nenhum estimulo especifico. Vinte quatro horas mais
tarde os animais foram submetidos a uma sesséo de teste de 5 min de duracéo (Sesséo de teste; Dia 3) na presenca
de diferentes combinagdes de objetos como descrito a seguir. Grupo 1= Objeto A + Objeto D; Grupo 2= Objeto B +
Objeto D; Grupo 3= Objeto C + Objeto D, onde os objetos C e D sé@o os objetos novos. Os dados estédo apresentados
como a média (£ SEM) da percentagem do tempo de exploragdo de um objeto particular em relagao ao tempo total de
exploragéo. ***p<0,0005 e **p<0,005 no teste t de Student; n=10 por grupo. No topo da figura hd uma representagéo
esquematica do protocolo comportamental utilizado.

Quando a ANI foi dada na regido CAl do hipocampo dorsal
imediatamente ap0s uma sessdo de pseudoreativacdo de 5 min (isto é,
sessdo comportamental durante a qual os animais devem explorar dois
objetos diferentes daqueles apresentados na sessao de treino) ela nao
tem efeito na persisténcia da memoria original (Figura 26B; Sessao de
teste; Grupos 1 e 2), mas bloqueia a retencdo da memadria para os objetos
introduzidos durante aquela sesséao (Figura 26B; Sessao de teste; Grupos

3ed).
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Figura 26. A inibicdo da sintese protéica hipocampal apds exposi¢cdo ao contexto da caixa de treino ou uma
sessdo de pseudoreativacdo envolvendo exposicdo a dois objetos novos ndo afeta a memoéria de
reconhecimento original. A) Ratos com canulas implantadas na regido CA1 (n=64) foram expostos por 5 min a dois
objetos distintos (A e B; Dia 1). Vinte quatro horas depois os animais foram colocados na arena do campo aberto para
gue a explorassem livremente, na auséncia dos objetos (Sessao de reativagdo contextual; Dia 2). Apds a sessdo de
reativagdo os animais foram randomicamente divididos em trés grupos e em seguida receberam uma infuséo bilateral
de veiculo (VEH) ou anisomicina (160 pg/lado; ANI) na regido CAL. Vinte quatro horas depois os animais foram
submetidos a uma sessdo de teste de 5 min de duracdo (Sessdo de teste; Dia3) na presenca de diferentes
combinacdes de objetos como descrito a seguir: Grupo 1= Objeto A + Objeto D; Grupo 2= Objeto B + Objeto D; Grupo
3= Objeto C + Objeto D, onde os objetos C e D eram novos. ***p<0,0005 e **p<0,005 no teste t de Student; n=10-12
por grupo. No topo da figura observa-se uma representacéo esquematica do protocolo comportamental utilizado. B)
Ratos com cénulas implantadas na regido CA1 (n=77) foram expostos a dois objetos distintos (A e B) por 5 min
(Sesséo de treino; Dia 1). Vinte quatro horas depois os animais foram expostos a dois objetos novos (C e D; Sessao
de reativacdo; Dia 2). Apés a sessdo de reativagdo os animais foram randomicamente divididos em quatro grupos
diferentes recebendo imediatamente depois uma infuséo bilateral de VEH ou ANI (160 pg/lado) na regido CA1. Vinte
quatro horas depois os animais foram submetidos a uma sesséo de teste de 5 min de duracéo (Sesséo de teste; Dia 3)
na presenca de diferentes combinacdes de objetos como descrito a seguir: Grupo 1= Objeto A + Objeto F; Grupo 2=
Objeto B + Objeto F; Grupo 3= Objeto D + Objeto F; Grupo 4= Objeto E + Objeto F, onde F era o objeto novo. Note-se
que a ANI prejudica a retengdo da memodria dos objetos D e E (que foram apresentados durante a sessdo de
pseudoreativacao), mas poupa a memoria dos objetos familiares A e B, aos quais os animais foram expostos durante a
fase de treino. Os dados esté@o apresentados como a média (+ SEM) da percentagem do tempo de exploragéo de um
objeto particular em relacéo ao tempo total de exploragdo. ***p<0,0005 e **p<0,005 no teste t de Student; n=8-10 por
grupo. No topo da figura observa-se uma representagdo esquematica dos protocolos comportamentais utilizados.
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|. Discussao

Nossos resultados relacionados a memdria espacial associada ao LAM

mostram que:

1) A ANI quando injetada na regido CAl1 do hipocampo dorsal
imediatamente, mas ndo 3 ou 6 horas apés o treino no LAM bloqueia a

retencdo da memoria espacial.

2) A ANI dada na regido CA1 do hipocampo dorsal apds um unico teste
de retencdo, realizado 24 ou 120 horas ap6és o treino prejudica a memoéria
durante um segundo teste feito 24 ou 120 horas, mas ndo 2 horas apos; o
efeito foi dependente do tempo e condicionado a evocacédo nao reforcada

do traco mnemaonico.

3) A ANI quando dada na regido CA1l do hipocampo dorsal ndo afeta a
extingdo, mas bloqueia a recuperacdo espontanea da memoria espacial

apds uma série de testes de evocagdo consecutivos e ndo refor¢cados.

4) A ANI quando infundida na regido CA1l do hipocampo dorsal apés o
aprendizado reverso bloqueia a retencdo da preferéncia reversa, mas

este bloqueio nado resulta na reinstalagcdo da memoria espacial original.

5) A cSER melhora a retencdo da memoéria quando dada sistemicamente
ou na regidao CA1 do hipocampo dorsal, apds o treino ou imediatamente

apds um teste de evocacao nédo reforgado.
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Muitos estudos mostraram que a inibicAo da sintese protéica em
diferentes areas cerebrais prejudica a consolidacdo da memdria para
distintas tarefas e em diferentes espécies, que vao desde os moluscos e
artropodes até passaros e mamiferos (Crow e Forrester, 1990; Ramirez et
al., 1998; Ezzeddine e Glanzman, 2003; Epstein et al., 2003; Barraco et
al., 1981; Pedreira et al., 1996; Wustemberg et al., 1998; Igaz et al., 2002;
Grunbaum e Muller, 1998; Menzel et al., 2001; Gibbs e Ng, 1978; Staubli
et al., 1985). Além disso, muitos achados indicam a existéncia de uma
janela de tempo critica para a sintese protéica imediatamente apds o
treino, embora alguns estudos também apontem para uma segunda fase
de sensibilidade da memaria a inibicdo da sintese protéica, cerca de 3 a 6
horas apds o treino (Grecksch e Matthies, 1980; Freeman et al., 1995).
Totalmente de acordo com achados prévios que mostram que a ANI
bloqueia completamente a memadria espacial no LAM quando dada no
ventriculo lateral logo apos o treino, mas ndo em periodos mais tardios
(Meiri e Rosenblum, 1998), nossos experimentos indicam que a retencéo
deste tipo de memoria requer sintese protéica no hipocampo dorsal
durante um breve periodo de tempo que inicia logo apds o treino e vai até
menos de 3 horas depois do mesmo (Figura 10).

O fato de que a infusdo de ANI na regido CALl nédo afete a retencdo da
memoria para a versao ndo espacial do LAM e que o efeito desta droga
na memoria espacial foi tanto dependente do tempo como reversivel,

indica claramente que a amnésia observada nédo foi devida a uma leséo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Ezzeddine+Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Glanzman+DL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Grecksch+G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Matthies+H%22%5BAuthor%5D
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permanente na funcionalidade hipocampal ou a prejuizos no
desempenho, mas sim a um efeito inibitério genuino da ANI no processo
de consolidacéo.

A teoria da consolidacdo comumente aceita postula que as memaorias uma
vez adquiridas passam por um processo de estabilizacdo que envolve
modificacdes plasticas na eficacia sinaptica e na conectividade tornando o
traco resistente a interferéncias (McGaugh, 1966). E obvio que as
memorias consolidadas ndo sdo imutaveis: mudancas podem ser
induzidas por falsas lembrancas, aprendizados adicionais e influéncias
neurohumorais durante a evocacdo (Loftus e Palmer, 1974; Izquierdo,
1989; Schacter e Dodson, 2001). No entanto, a teoria da consolidagcéo por
si sO ndo prediz a existéncia de um mecanismo especifico para explicar
estas observacdes. Baseando-se em descobertas feitas décadas atras
(Misanin et al, 1968; Mactutus et al, 1979; Judge e Quartermain, 1982)
uma consideravel quantidade de evidéncias mostra que, quando
evocadas sem reforco, as memorias ja consolidadas entram em um
estado vulneravel durante o qual se tornam novamente sensiveis a
interferéncia de agentes amnésicos e, para persistir, necessitam passar
por um processo de estabilizacdo conhecido como reconsolidagcédo (Sara,
2000; Nader, 2003; Eisenberg e Dudai, 2004; Lee et al., 2004).

Tem-se sugerido que extingdo e reconsolidacdo sao processos opostos e
competitivos e que a susceptibilidade de um ou do outro a acédo de

inibidores da sintese protéica depende de qual deles sobressai para
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direcionar o comportamento futuro (Nader, 2003; Dudai, 2004). O
resultado da concorréncia entre extingdo e reconsolidacdo parece
depender da duracdo e/ou do numero de sessfes de reativacdo da
memoria (Pedreira e Maldonado, 2003). Uma re-exposicdo breve, tal
como a provocada por uma curta sessao de evocacdo, pode induzir
reconsolidacdo, no entanto, sessfées mais longas ou repetidas resultam
na extincdo do traco mnemonico (Debiec et al., 2002; Eisenberg et al.,
2003).

Nossos resultados indicam que uma Unica sessdo de reativacdo nao
reforcada no LAM, incapaz per se de iniciar extincdo, pode levar o traco
da memodria espacial a um estagio onde fica novamente vulneravel a
inibicdo de sintese protéica hipocampal (Figura 11). A acdo amnésica da
administracdo intra-hipocampal de ANI é dependente do tempo de
infusdo, requer mais de duas horas para exercer seu efeito, € duradoura,
independente da idade da memodria que estava sendo reativada e foi
observada somente apos uma sessao de reativacao nao reforcada (Figura
11A e Figura 11B). Estes dados sugerem que o efeito amnésico de ANI
na memoria reativada ndo foi causado por uma acao tardia na evocacéao,
traco evocado.

No6s também encontramos que, a repeticdo dos testes de reativacdo na
auséncia de reforco, possibilita a extingdo da memoria espacial. Quatro ou

8 testes consecutivos induziram extingdo incompleta, como demonstrado
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pelo fato de que a preferéncia espacial aprendida re-aparece
espontaneamente 1 dia apds a ultima sesséo de reativacédo (Figuras 13B
e 13C). Dezesseis testes induziram uma extingdo profunda, da qual a
memoria original ndo se recuperou espontaneamente 1 dia depois (Figura
13A). No entanto, embora tenha sido reportado que a injecéo sistémica de
ANI antes da reativacdo da memoédria do LAM bloqueia tanto a
reconsolidacdo como a extincdo dependendo do numero de testes néo
reforcados (Suzuki et al., 2004), n6s encontramos que a infusdo intra-
hipocampal de ANI ndo afetou a extingdo da memadria espacial apds 16
testes. Entretanto, a ANI blogqueou a recuperacao espontanea da memoaria
inicial que ocorreu apds 4 ou 8 testes de reativacdo consecutivos (Figura
13B e 13C).

Estes resultados tém multiplas implicacGes. Eles sustentam a hip6tese da
reconsolidacdo como proposto por Sara (2000) e Nader (2000a,b). Eles
ndo necessariamente endossam a nocdo de que extincdo e
reconsolidacdo sdo processos que competem (Nader, 2003; Dudai e
Eisenberg, 2004; Dudai, 2004), pelo menos ndo no que diz respeito a
necessidade da sintese protéica hipocampal. A diferenca do que acontece
em outras tarefas, no caso da memdria espacial associada ao LAM, é a
reconsolidacdo, mas nao a extingdo o processo que depende da sintese
protéica hipocampal (Cammarota et al., 2003). Ainda mais, Nnossos
resultados também sugerem que a recuperacao espontanea nao € um

fendbmeno desestruturado que reflete o reaparecimento da memoria
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original simplesmente porque esta pode recuperar seu vigor em
determinado contexto. NOs encontramos que a inibicdo da sintese
protéica bloqueou a ocorréncia da recuperacdo espontanea, e que esta
dependeu do numero prévio de sessbes de teste. Estudos prévios
mostraram que ela também & dependente do intervalo entre a aquisicao e
a extincdo (Sandoz e Pham-Delégue, 2004). De fato, ndés temos
demonstrado recentemente que a extingdo pode ser levada até um ponto
no qual ndo ocorra recuperacdo espontanea e, o reaprendizado da tarefa
original ap0s o retreino requer de sintese protéica como se o animal
tivesse que aprender a tarefa novamente (Cammarota et al., 2003). Isto
sugere que, sob certas circunstancias, a reativacdo repetida do traco
mnemonico na auséncia de reforco pode induzir extincdo debilitando
alguns aspectos da associacdo original (Robbins, 1990). Desde esta
perspectiva, os resultados apresentados nesta Tese Doutoral podem ser
interpretados como uma indicacdo de que o destino das memoarias
espaciais expressadas na auséncia de reforco depende do numero de
reativacdes. Se este numero nao for suficiente para induzir extincéo, parte
do traco é preservado e pode ser reconstruido através de um processo de
reconsolidacdo dependente de sintese protéica hipocampal que resulta na
recuperacdo da memoaria original. Por outro lado, quando o numero de
sessbes de reativacdo ndo reforcadas ultrapassa certo limiar, a
preferéncia espacial original ndo pode mais ser reconsolidada e entdo se

extingue.
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Em total concordancia com esta hipétese, um estudo recente sobre
recuperacao espontanea do aprendizado apetitivo de abelhas, Stollhoff e
colaboradores (2005) mostraram que a emetina, um inibidor de sintese
protéica, ndo afeta a extincdo, mas inibe a recuperacdo espontanea da
memoria extinta, concluindo que esta recuperacdo espontanea resulta da
reconsolidacao da resposta original.

Nossos resultados contradizem aqueles de Abel e Lattal (2001) que
mostram que a injecdo subcutanea de ANI em camundongos logo apos a
re-exposicdo ao LAM nédo tem efeito na ulterior retencdo da memoria
espacial. Este resultado negativo foi previamente atribuido a duracdo da
sessdo de re-exposicao usada (Suzuki et al., 2004) e, pode também estar
relacionado ao fato de que o efeito dos inibidores da sintese protéica no
processamento mnemaonico € altamente dependente de distintas variaveis
experimentais, incluindo tempo e via de administracdo bem como a tarefa
e a espécie animal estudada. Esta observacdo pode ser importante para
entender a diferenca entre nossos resultados e aqueles de Abel e Lattal
(2001) ja que os camundongos apresentam um comportamento distinto
aos ratos no LAM. Em particular, o comportamento de boiar e de
tigmotaxia (nadar na borda do tanque) tende a ser mais pronunciado em
camundongos que em ratos, podendo complicar a interpretacdo dos
dados experimentais (D"Hooge e De Deyn, 2001).

Embora a implicacdo de nossos resultados possa parecer clara e direta, €

necessario notar que eles foram obtidos usando um protocolo
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comportamental, que se repetido suficientemente, induz o
desaparecimento comportamental da resposta aprendida. Entdo, existe
algum paradigma comportamental capaz de induzir a reconsolidacado da
memoria espacial como um produto primario ou este € simplesmente um
processo secundario a extincdo incompleta da preferéncia espacial
original? Durante o aprendizado espacial reverso os animais redirecionam
a reposta original e aprendem a nadar para um quadrante diferente. Tem
se sugerido que este comportamento envolve uma forma especial de
extincdo que € expressa como uma nova preferéncia espacial (Lattal et
al., 2004), porém esta interpretacdo nao exclui outras possibilidades. De
fato, a aquisicdo da resposta reversa e muito mais rapida do que a original
(Figura 14A) sugerindo que, provavelmente, muitos dos componentes nédo
espaciais do traco original ndo sao extintos durante o aprendizado
reverso, mas, usados como uma base onde o traco espacial original é
primeiro enfraquecido e depois mudado e estabilizado sob a forma de
uma preferéncia reversa. Visto por este angulo, o aprendizado reverso
pode ser considerado por envolver reconsolidacdo da resposta original,
um processo que no caso de uma situacdo de vida real pode ser
extremamente adaptativo. Nos encontramos que a infusdo de anisomicina
imediatamente apds o aprendizado reverso nao sé bloqueou a preferéncia
reversa, mas também prejudicou a persisténcia da memoria original
(Figura 14B). Se o efeito amnésico da ANI no aprendizado reverso tivesse

sido somente devido a inibicAo da extincdo da memoria original, a
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preferéncia espacial inicial deveria ter reaparecido apos o tratamento com
ANI. Isto também deveria ter acontecido se a duracéo e a estabilidade do
traco original forem independentes de um processo dependente de
sintese protéica hipocampal iniciado pelo aprendizado reverso. Como
mostra a Figura 14B, este ndo foi o caso. Ainda mais, 1 ou 5 dias apoés 8
sessfes consecutivas do aprendizado reverso ndo ha a mais minima
evidéncia de recuperacao espontanea da preferéncia espacial original nos
animais controle (Figura 14B), diferente do observado apo6s 8 sessfes de
extincdo (Figura 13B), o qual sugere que o aprendizado espacial reverso
ndo é simplesmente o produto da extincdo da memdaria original. Nossos
achados sustentam a hipétese de que o aprendizado reverso envolve
reconsolidacao da resposta original com uma nova dica espacial mais do
gue extingdo e sugerem que, talvez, a reconsolidacdo ndo seja somente
induzida quando a evocacdo nao reforcada € inefetiva para induzir
extincdo, mas também quando o refor¢co, ainda se presente, nao
equivalha exatamente a expectativa derivada do aprendizado prévio.
Relacionado a isto, Rodriguez-Ortiz e colaboradores (2005), tem proposto
que o processo de reconsolidacdo poderia ser parte de um mecanismo
capaz de incorporar novas informagcdes aquelas memorias previamente
consolidadas.

Um argumento muito utilizado para contestar a hipotese da
reconsolidacdo é que quase todas as conclusbes a respeito deste

processo resultaram de experimentos usando drogas conhecidas por
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bloquear a consolidacdo e/ou a evocacgdo. Entretanto, algumas tentativas
foram feitas no intuito de analisar os efeitos da administracdo de drogas
pré-mnésicas apos a reativacdo. Em muitos casos, no entanto (Horne et
al., 1997; Rodriguez et al., 1993, 1999), o protocolo usado para reativacao
envolveu re-exposicdo a um estimulo igual ou muito similar aquele usado
durante o treino e, portanto, o efeito facilitatério observado pode bem ser
atribuido a acdo destas drogas no que € aprendido durante esta nova
sessdo treino do que a reconsolidagéo do traco original.

Nos experimentos que formam parte desta Tese Doutoral nés
confirmamos e ampliamos achados prévios indicando que o agonista do
sitio de wunido para glicina do receptor NMDA, cSER, acelera a
consolidacéo e a retencdo da memoaria espacial associada ao LAM. Mais
importante ainda, nosso trabalho indica que a cSER administrada
sistemicamente ou na regido CAl do hipocampo dorsal logo ap6s um
teste de evocacao nao reforcado, incapaz de induzir extincdo, melhora a
retencdo da memoria durante um segundo teste realizado 24 horas apos
(Figura 15 e Figura 16). O fato de que a cSER nao afetou a retencéo na
auséncia de reativacdo da memoéria demonstra que esta droga nao age
per se, e indica que o efeito promnesico da administracdo de cSER apos
a evocacao € dependente da reativacdo da memoéria espacial. Nossos
resultados estdo de acordo com um trabalho muito recente que mostra
que a ativacdo da PKA (proteina cinase dependente de AMPc) na

amidala basolateral ap0s a evocacdo aumenta a retencdo da memoria de
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medo (Tronson et al., 2006). O processo mais plausivel para descrever
estes resultados é a reconsolidagao.

A evocacao nao reforcada pode enfraquecer o traco reativado, mas, se a
memoria original persiste como acontece no trabalho de Tronson e
colaboradores (2006) e em outros experimentos, entdo este
enfraquecimento pode ser desfeito e permitir a re-estabilizacdo do traco
original. A ativacdo farmacoldgica da maquinaria molecular envolvida
neste processo pode melhorar e levar a producdo de uma memoria
reconsolidada mais forte do que a inicial. A possibilidade de um fenémeno
semelhante a este esta extensivamente documentada em mais de cem
trabalhos que mostram drogas que induzem melhora da consolidacdo da
memoria (Lynch, 2002; Izquierdo et al., 2006; Izquierdo e McGaugh,
2000). Nossos resultados indicam que a consolidacdo da memoéria
espacial associada ao LAM requer sintese protéica hipocampal ap0s o
treino durante uma janela temporal restrita. Também sugerem que a
evocacao labiliza a memdria espacial, mas quando a expressdo nao
reforcada é insuficiente para induzir extincdo o traco desestabilizado
recupera-se através de um processo de reconsolidacdo dependente do
hipocampo, que é bloqueado pela infusdo intra-hipocampal de ANI e
melhorado por cSER, dada sistemicamente ou na regido CA1 logo apés a
reativacdo da memoaria. Mais ainda, nossos dados indicam que a inibicéo

da sintese protéica hipocampal ndo afeta a extingcdo da memoria espacial,
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mas prejudica o aprendizado reverso, provavelmente devido ao bloqueio

da reconsolidacdo da memdaria original.

Em relacéo aos resultados relacionados a memoéria de reconhecimento de

objetos observamos que:

1) A ANI quando infundida na regido CAl do hipocampo dorsal
imediatamente ou 180 min, mas ndo 6 horas ap0s o treino na tarefa do

reconhecimento de objetos bloqueia a retencdo da memoria.

2) A inibicdo da sintese protéica hipocampal ndo afeta a memoadria de

reconhecimento de curta duracao.

3) A inibicdo da sintese protéica hipocampal apdés uma sessdo de
reativacdo envolvendo exposicdo a dois objetos familiares ndo afeta a

retencdo da memoria de reconhecimento.

4) A inibicdo da sintese protéica hipocampal apdés uma sessdo de
reativacdo envolvendo exposicdo a um objeto familiar e um objeto novo
prejudica a memoria destes dois objetos, mas ndo afeta a memoria do

objeto familiar ndo apresentado durante a sesséo de reativacao.

5) A inibicdo hipocampal da sintese protéica ap0s a exposicdo a arena do
campo aberto ou a dois objetos novos ndo afeta a memodria de

reconhecimento.
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Neste trabalho, n6s mostramos que a infusdo bilateral de ANI na regiao
CA1 do hipocampo dorsal imediatamente e 180 min apés a sessao de
treino prejudicou significativamente a memodria de reconhecimento de
objetos se comparada aos animais que receberam veiculo nos mesmos
tempos. Importantemente, o efeito da ANI ndo foi observado quando a
droga foi infundida na regido CA1 360 min apds o treino indicando que a
amnésia induzida foi devido ao blogueio do processo de consolidacdo e
ndo a um dano permanente a funcionalidade do hipocampo ou causada
por um prejuizo no desempenho (Figura 17). Isto foi confirmado por
experimentos que mostraram que a infusdo pds-treino de ANI ndo afetou
a retencdo da memoéria de reconhecimento de curta duracéo (Figura 18) e
por outros que demonstraram que: a) a infusdo desta droga 24 horas
antes do teste correspondente ndo modificou a exploracdo da arena do
campo aberto ou o comportamento do animal no labirinto em cruz elevado
(Tabela 1); b) os animais que receberam uma infuséo bilateral de ANI na
regido CA1l do hipocampo dorsal 24 horas antes de comecar a serem
treinados na versdo espacial do LAM ou na esquiva inibitoria, dois
paradigmas que envolvem diferentes tipos de memdrias e requerem a
integridade fisiologica da formacao hipocampal (Cammarota et al., 2000;
Martin e Morris, 2002), adquiriram a preferéncia espacial e a resposta
condicionada aversiva respectivas (Figura 19) tdo eficazmente como 0s
animais controle. Acredita-se que algumas regides corticais podem ter

uma participagcdo mais proeminente que o hipocampo no processamento
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da memodria de reconhecimento de objetos (Mumby et al.,, 2001). No
entanto, estudos recentes mostraram que a exposicdo a dois objetos
novos bem como a re-exposicdo a estes mesmos objetos 24 horas mais
tarde aumenta a fosforilacdo de membros da familia ERK (proteina cinase
regulada por sinais extracelulares) de MAPKSs (proteinas cinases ativadas
por mitdgenos) na regido CAl e no giro denteado, sugerindo que a
consolidacdo e talvez também a evocacdo da memoéria de
reconhecimento de objetos envolva a ativacdo da formacédo hipocampal
(Kelly et al., 2003). O hipocampo exerce um papel central na
reconsolidacao de varios tipos de memdrias (Sara, 2000; Myers e Dauvis,
2002; Dudai, 2006; ver acima). Porém, e apesar de que a teoria da
reconsolidacao postula que alguns dos eventos moleculares necessarios
para a consolidacédo inicial da memoria sdo novamente requeridos para a
reconsolidacao do traco apos sua reativacao (Debiec et al., 2002, Myers e
Davis, 2002), nés ndo detectamos nenhum efeito da ANI na persisténcia
da memodria do reconhecimento de objetos quando esta droga foi
infundida na regido CA1 apds uma sessao de reativacdo envolvendo re-
exposicao a dois objetos familiares (Figura 20). A falta de efeito da ANI foi
independente da duracdo da sessao de reativacéo (Figura 21) e da idade
do traco da memoria de reconhecimento (Figura 22), dois fatores que
podem afetar a ocorréncia de reconsolidacdo (Milekic e Alberini, 2002;
Pedreira e Maldonado, 2003; Suzuki et al., 2004; Boccia et al., 2006).

Este resultado negativo deveu-se, provavelmente, ao fato de que o
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procedimento que empregamos para reativar o traco de reconhecimento
atuou ndo s6 como uma sessao de evocacdao, mas também como uma
segunda sessdo de treino durante a qual nenhuma informacédo nova foi
disponibilizada. Em relacdo a isto, andalises comportamentais e
bioquimicas recentes indicaram que o papel desempenhado pelo
hipocampo durante o reconhecimento € limitado a deteccdo de novidade
e a identificacdo de mudancas na configuracao espacial (Wan et al., 1999;
Hammond et al., 2004; Viola et al.,, 2000; Winograd e Viola, 2004;
Aggleton e Brown, 2005; Moncada e Viola, 2006). De fato, tem sido
mostrado que a lesdo do hipocampo prejudica a formacdo da memoria
para aspectos conceituais e espaciais de uma experiéncia, mas deixa
intacta aquela referida aos objetos que foram parte da mesma (Mumby et
al., 2002). Outras regides cerebrais, particularmente o cortex pré-frontal,
parecem ser requeridas para discriminar os estimulos recentes dos
previamente encontrados, ordena-los temporalmente e modular sua
evocacao (Rainer e Miller, 2000; Xiang et al., 2004; Hannesson et al.,
2004a,b). Relacionado a isto, usando um protocolo de reativacdo que
envolveu re-exposicao a objetos familiares, recentemente demonstrou-se
que a infusdo de ANI no cortex pré-frontal bloqueia a reconsolidacédo da
memoria de reconhecimento de objetos (Akirav e Maroun, 2006).

Como mencionado anteriormente, as memarias tornam-se labeis apos a
evocacao e varios estudos sugerem que, para serem mantidas, requerem

da ocorréncia um processo dependente de sintese protéica (Dudai, 2006
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para uma revisao recente). Porém, ndo ha consenso acerca de se a
reconsolidacdo € s6 uma repeticdo da consolidacdo ou um processo
distinto (Alberini, 2005).

Embora algumas das conclusbes derivadas da teoria da reconsolidacao
se ajustem perfeitamente ao modelo de memoéria ativa-inativa proposto
por Lewis (Lewis, 1979) para explicar a amnésia dependente de dicas
(Lewis et al., 1972; Bregman et al., 1976), varios estudos sugerem que
muitos dos eventos moleculares envolvidos na consolidacdo ndo séo
recapitulados toda vez que a memodria é evocada. De fato, tem-se
proposto que o propdsito da reconsolidacdo ndo é meramente reconstruir
um traco que se tornou vulneravel apds a reconsolidacdo, mas também
integrar novas experiéncias as memorias previamente consolidadas
(Nader et al., 2000; Sara, 2000; Rodriguez-Ortiz et al., 2005; ver acima).
Se este fosse 0 propoésito da reconsolidacao, e considerando que durante
0 reconhecimento de objetos o hipocampo atua principalmente como um
detector de novidade, entdo pode ser factivel supor que o hipocampo
seria necessario para modificar o traco de reconhecimento previamente
consolidado apdés o animal detectar uma diferenca entre o que ele
esperava e 0 que realmente ocorreu. Para testar esta hipotese nos
avaliamos se a inibicdo da sintese protéica hipocampal apdés uma sessao
de reativacdo envolvendo a apresentacdo de um objeto familiar e um
novo, teria algum efeito na ulterior retencédo do traco. Pensando que, se 0

hipocampo estivesse realmente envolvido na reconsolidacdo da memaria
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de reconhecimento entdo, a infusdo de ANI apos a reativacdo da mesma
prejudicaria o reconhecimento daqueles objetos que foram apresentados
durante a sessdo de reativacdo e de treino, mas manteria intacta a
memoria do objeto familiar que foi apresentado somente durante a sesséo
de treino. Como pode ser visto na Figura 23 isto foi exatamente o que
aconteceu. Ainda mais, ANI bloqueou a retencdo da memoria para o
objeto novo apresentado durante a sessdo de reativacdo. O efeito
amneésico da ANI foi independente do tempo transcorrido entre a sessao
de reativacdo e a de teste (Figura 24) e nao foi observado na auséncia da
reativacao (Figura 25) ou quando os objetos apresentados durante esta
foram ambos novos (Figura 26B). Mais ainda, ANI ndo teve efeito na
persisténcia da memodria quando foi dada na regido CAl apos uma
sessdo de reativacdo contextual na auséncia de qualquer objeto (Figura
26A). Estes experimentos controles tém importantes implicacoes.
Primeiro, eles indicam que o efeito da ANl pés-evocacdo €
inquestionavelmente devido a amnésia da memoaria de reconhecimento e
nado consequéncia de um prejuizo no desempenho. Segundo, eles
demonstram que a participacdo do hipocampo na reconsolidacdo da
memoria de reconhecimento de objetos esta associada com a reativacao
do traco na presenca de uma situacao particular de pistas de evocacao
envolvendo os elementos familiares e novos. Terceiro, eles sugerem que
a exposicao ao contexto por si s6 nao reativa o traco de reconhecimento

efetivamente; pelo menos ndo a ponto de induzir reconsolidacao
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dependente do hipocampo. Esta falta de efeito pode ser atribuida ao fato
de que os animais empregados em nossos experimentos foram preé-
habituados a arena do campo aberto antes de serem treinados, por esta
razdo, a importancia relativa do contexto como um preditor da ocorréncia
de um set especifico de objetos e sua habilidade para desencadear a
evocacao foi seguramente grandemente diminuida.

Nossos resultados sustentam a hipétese de que a sintese protéica
hipocampal € requerida para a consolidacdo da memoéria de
reconhecimento de objetos e fortalece a nocdo de que o traco de
reconhecimento torna-se labil ap6s a evocacdo, necessitando de uma
fase reconsolidatéria dependente do hipocampo para ser mantido. Outros
estudos mostraram que diferentes regides corticais sdo requeridas para a
reconsolidacdo da memodria de reconhecimento de objetos quando a
evocacao foi provocada por objetos familiares. Especificamente Kelly e
colaboradores (Kelly et al., 2003) mostraram que a infuséo intra-cérebro-
ventricular de um inibidor da via de sinalizagcdo da ERK1/2, bloqueia a
persisténcia do traco de reconhecimento e, Akirav e Maroun (2006)
reportaram a participacdo do cortex pré-frontal ventro-medial neste
processo. Mais ainda, Bonzon e colaboradores (2003) apontaram que
camundongos mutantes para zif286 sdo incapazes de evocar novamente
o traco de reconhecimento ap0s sua reativacao.

Nossos resultados indicam que o hipocampo s60 é engajado na

reconsolidacdo da memoria de reconhecimento de objetos quando a
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evocacdo ocorre concomitantemente com a aquisicdo de nova
informac&o, mas ndo quando o traco € reativado completamente durante
uma segunda sessdo de treino. Se considerados em conjunto com 0s
estudos mencionados acima (Kelly et al., 2004; Bonzon et al., 2003;
Akirav e Maroun, 2006), nossos experimentos sugerem que, COMO
acontece durante a consolidacéo (lzquierdo et al., 2006) diferentes areas
do cérebro estdo também envolvidas na reconsolidacdo, talvez em
aspectos diferentes do processamento do traco mnemonico ou permitindo
a incorporacao de informacdes novas ao conjunto ja existente.

Nossos resultados ndo excluem a possibilidade de que uma nova
memoria esteja sendo formada durante a reativacdo parcial do traco
original em presenca de um objeto novo, e de que, portanto, o efeito
amnésico da ANI seja devido ao blogueio da consolidacdo deste novo
traco e ndo a reconsolidacdo da memoria original. No presente é
impossivel discriminar conclusivamente estas duas possibilidades.

E importante destacar que muitos dos experimentos apresentados aqui,
como a maior parte dos resultados apéiam a hipotese da reconsolidacéo,
foram obtidos usando o antibiotico ANI. Assim como muitos outros
agentes farmacologicos ANI tem efeitos colaterais. Consequentemente,
uma outra acdo, além da inibicdo da sintese protéica, poderia ser
responsavel pelo efeito amnésico sobre o traco reativado produzido por
este composto. Esta possibilidade foi recentemente sugerida por Rudy e

colaboradores (2006) e previamente por Routtemberg e Rekart (2005).
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Porém, € importante destacar que na dose utilizada em nossos estudos
ANI bloqueia especificamente a sintese protéica hipocampal (Quevedo et
al., 1999; Cammarota et al., 2004) e que a possibilidade de que a
amnésia observada fosse devida a algum efeito deletério desta droga
sobre a funcionalidade do hipocampo foi descartada com os experimentos

controles apropriados.
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Il. Conclusdes

Os resultados desta Tese Doutoral indicam que:

A inibicdo da sintese protéica hipocampal durante um breve
periodo pos-treino bloqueia a consolidagdo da memaria espacial.

A inibicdo da sintese protéica hipocampal apés um unico teste
realizado 24 ou 120 horas apoOs o treino prejudica a retencao
durante um segundo teste feito 24 ou 120, mas nao 2 horas apos o
primeiro teste. O efeito é dependente do tempo e condicionado a
evocacao nao reforgcada do tragco mnemaonico.

A inibicdo da sintese protéica hipocampal ndo afeta a extin¢cao,
mas bloqueia a recuperacdo espontanea da memoria espacial apos
uma série de testes de evocacao consecutivos e ndo reforcados.

A inibicdo da sintese protéica hipocampal ndo afeta a extingao,
mas bloqueia a recuperacao espontanea da memoaria espacial apés
uma série de testes de evocagdo consecutivos e ndo refor¢cados.

A D-cicloserina melhora a retencdo da memaria espacial quando
dada sistemicamente ou na regido CA1 do hipocampo dorsal, apos
o treino ou imediatamente ap0s um teste de evocagdo nao
reforcado.

A inibicdo da sintese protéica hipocampal apds o treino na tarefa
do reconhecimento de objetos bloqueia a consolidacdo da memoaria

de reconhecimento.
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e A inibicdo da sintese protéica hipocampal ndo afeta a meméria de
reconhecimento de curta duracao.

e A inibicdo da sintese protéica hipocampal ap6s uma sessdo de
reativacdo envolvendo exposicdo a dois objetos familiares nao
afeta a retencdo da memoria de reconhecimento.

e A inibicdo da sintese protéica hipocampal apdés uma sessdo de
reativacdo envolvendo exposi¢cdo a um objeto familiar e um objeto
novo prejudica a memoaria desses dois objetos, mas ndo afeta a
memoria do objeto familiar ndo apresentado durante a fase de
reativacao.

e A inibicdo da sintese protéica hipocampal apds a exposicao a
arena do campo aberto ou a dois objetos novos ndo afeta a

memoria de reconhecimento.

Em sintese, os experimentos apresentados neste trabalho indicam que,
apos serem evocadas, as memorias ja consolidadas podem tornam-se
novamente vulneraveis a acdo de inibidores de sintese protéica. Isto
sustenta a hipétese de que, sob certas circunstancias, as memdérias sao
reconsolidadas apds sua evocagdo, e que este processo é dependente de
sintese protéica. Muitas evidéncias indicam que o hipocampo tem um
papel chave na consolidacdo e na reconsolidacdo de diferentes

memoérias. A evocagdo ndo reforcada pode causar extingdo e/ou

reconsolidacdo, dois processos que afetam a retencdo da memoria de
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maneiras opostas. Nossos resultados no LAM sugerem a existéncia de
um processo reconsolidatorio dependente de sintese protéica hipocampal
gue opera recuperando e atualizando o traco enfraquecido pela evocacgao
e sugerem que, semelhante ao processo de consolidacdo, o de
reconsolidacdo ndo s6 pode ser bloqueado, mas também melhorado por
tratamentos farmacoldgicos apropriados.

Os resultados obtidos a partir da analise da tarefa de reconhecimento de
objetos indicam que o hipocampo é engajado tanto durante a
consolidacdo como durante a reativacdo do traco mneménico original, é
gue quando este Ultimo processo acontece concomitantemente com a
apresentacao de nova informacéao, ocorre um processo de reconsolidacao
dependente da sintese protéica hipocampal que permite a atualizacdo da

memoria de reconhecimento.
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