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RESUMO

As memorias ndo sdo geradas instantaneamente. A consolidacdo é um processo de
estabilizagdo, necessario para que as memorias de longa duracdo sejam formadas e armazenadas.
Através da consolidacdo sinaptica, modificacGes na rede neural ocorrem durante algumas horas,
levando a retencdo das informacdes adquiridas. Com base na literatura sobre a neurobiologia da
memo©ria, a hipotese deste trabalho é que existem fatores que podem modular a janela temporal da
consolidacdo sinaptica. Nossos resultados sugerem que, em protocolos de condicionamento
aversivo contextual, intensidades fortes de treino e exposi¢do prévia ao contexto aceleram a
consolidacdo sinaptica. Na contramao da visao geral de que a consolidacdo € um mecanismo que
ocorre em um espaco de tempo fixo, apresentamos a perspectiva de um mecanismo temporal
dindmico. N6s demonstramos, ainda, que a sintese de glicocorticoides durante a aquisicdo da
memoria medeia 0 tempo requerido para a consolidagdo sinaptica. Esses mecanismos parecem
estar relacionados com a forca da memdria que serd formada, e podem ser compreendidos a luz da
funcdo adaptativa da consolidacdo. Um aprendizado mais fraco e menos significativo esta
relacionado com a consolidagdo mais lenta, que pode permitir a modulacgdo seletiva das conexdes
sinapticas durante uma janela temporal maior. Por outro lado, a consolidagdo de um evento
fortemente aversivo ocorre de forma rapida e robusta, possivelmente com o recrutamento de
diversas estruturas corticais e subcorticais, 0 que pode garantir o armazenamento adequado de tal

experiéncia.



ABSTRACT

Memories are not instantly created. Consolidation is a stabilization process, necessary for
long-lasting memories to be formed and stored. Through the synaptic consolidation, modifications
in neural networks are stabilized in a few hours, leading to the retention of acquired information.
Based on the literature of memory neurobiology, the hypothesis of paper is there are factors that
can modulate the temporal window of synaptic consolidation. Our results suggest that, in
contextual aversive conditioning protocols, strong training intensities and prior exposure to context
accelerate synaptic consolidation. Contrary to the common sense that consolidation is a
mechanism that occurs in a fixed time frame, we present the perspective of a dynamic temporal
mechanism. We also demonstrate that the synthesis of glucocorticoids during memory acquisition
mediate the required time for the synaptic consolidation. These mechanisms seem to be related
to athe strength of the memory to be formed, and they can be understood in light of the adaptive
function of consolidation. A Weaker and less significant learning is related to slower
consolidation, which may allow selective modulation of synaptic connections during a longer time
window. On the other hand, consolidation of a strongly aversive event occurs rapidly and is
expressed robustly, possibly recruiting various cortical and subcortical structures, which may

ensure adequate storage of such experience.
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1 INTRODUCAO

Os debates acerca da natureza da mente humana remetem a um interesse em compreender
a memoria desde a Antiguidade. Tentativas de definicdo sobre sua composicéao, inicialmente,
consideravam-na a manutencdo de um tragco daquilo que ndo mais existe, mas fora impresso na
alma, e entdo pode ser acessado pela lembranca (Platdo, 1991). Dessa forma, a alma era o lugar
onde estariam guardados os registros daquilo que queremos recordar, das coisas que vimos,
ouvimos ou sentimos. Os primeiros escritos médicos dos quais se tem relato (Hipdcrates, 460 a.C.;
Galeno, 129 a.C.) ja inferiam uma associacdo entre as faculdades mentais e o funcionamento
encefalico (Ballester, 1972; Platdo, 2011). Predominavam, porém, as teorias dualistas, de acordo
com as quais 0s esses processos (mentais) ndo estariam relacionados com o corpo fisico.

Filésofos medievais também se debrucaram sobre o fenébmeno da memadria, considerada,
em geral, em um contexto religioso, com um fim de transcendéncia. A partir do conhecimento,
possibilitado pela capacidade de percepc¢do, preservacdo e recordacdo dos fatos, ocorreria a
integracdo de todas as coisas, culminando na elevacdo do ser humano em direcdo ao desconhecido
(Yates, 1966). Nesse contexto, a memdria também confere ao ser humano a capacidade de medida
do tempo, o que seria fundamental para situa-lo em um plano de vida finita, em oposto a imagem
divina, cuja existéncia seria eterna e atemporal (Agostinho, 2007).

A partir do periodo da modernidade ocorreu um profundo desenvolvimento do método
cientifico, juntamente com o avanco tecnolégico e a gradual dissociacdo do campo da filosofia
classica para uma reflexdo racionalista (Suassuna et al., 2005). Dessa forma, os estudos sobre
memoria e demais propriedades da mente foram evoluindo, ao longo do tempo, para uma
abordagem bioldgica, que tém se desenvolvido amplamente no campo das neurociéncias.

Sabe-se, hoje, que a formacdo das memorias refere-se a capacidade de aprender. A partir
de um aprendizado, uma informacao pode ser codificada, armazenada e, posteriormente, evocada
(Izquierdo, 2011; Kandel, 2012). Sua importancia esta relacionada, do ponto de vista da psicologia,
com a formacdo da personalidade e o desenvolvimento da identidade prépria de cada individuo e,
de um ponto de vista biologico, com aspectos evolucionistas, como sobrevivéncia e preservacao
das espécies, pois 0 aprendizado permite uma mudanca de comportamento adaptativa ao ambiente,

quando necessario (Kandel, 2012).
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Nenhuma memodria é formada como que escrita em quadro em branco. O que ficou
registrado de nossas experiéncias passadas serve de base para os novos aprendizados. Uma mesma
historia pode ser relatada de forma diferente por duas pessoas que a vivenciaram, pois seu registro
foi formado a partir da percepc¢do daquilo que ocorreu, e ndo do evento em si. A informacéo que
serd evocada ¢ chamada, no campo da neurobiologia da memoria, de “trago de memoria”, o que
consiste na representacdo fisica da memoria no encéfalo, envolvendo diversas regifes. Existem
vérios tipos fundamentalmente diferentes de memoria, e certas regides encefalicas sdo mais
importantes para alguns tipos de armazenamento do que para outros (Kandel, 2012). Além disso,
ha diferentes mecanismos envolvidos nos diferentes tipos de memoria. Por isso, uma classificacdo
é importante, e a mais usual classifica as memorias de acordo com o contetido e o tempo de duracao
em que esta disponivel para ser evocada (Squire, 1986).

As memorias também possuem distintos mecanismos para sua formacdo, que sdo
organizados em processos denominados “fases” da memoria. Memorias explicitas, aquelas
relacionados a fatos e eventos, tém o hipocampo como estrutura central (Kandel, 2012; Squire,
1986). Por esse motivo, o hipocampo é alvo de intensiva pesquisa visando elucidar os mecanismos
da memoria (Lee et al., 2016).

Um principio fundamental do entendimento da neurobiologia da memdria é o de que ela
ndo se forma instantaneamente apds uma experiéncia. Para ser formada, é necessario um processo
gradual de estabilizacdo, cunhado de consolidacdo (Miller & Pilzecker, 1900). Este processo é
passivel de diversas modulagdes, entre as quais a valéncia emocional tem um papel de destaque.
Com base nisso, levantamos a hip6tese de que o curso temporal da consolidacao € em sua natureza
dindmico, sendo sensivel a mudanca de acordo com diferentes experiéncias de aprendizagem e
demandas cognitivas. Para um melhor entendimento do trabalho, as proximas sessdes descrevem

conceitos basicos da area de pesquisa em memoria.
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2 CONCEITOS BASICOS

2.1  Tipos de Memoria

2.1.1 Memoria declarativa e ndo-declarativa

Essa defini¢do é importante por fazer uma distingdo entre as memorias que séo evocadas
conscientemente, as quais se pode acessar detalhadamente em contetido, e as memdrias que nao
sdo evocadas através de esfor¢co consciente.

A memodria ndo-declarativa, também chamada de implicita, abrange formas heterogéneas
de aprendizado, como do tipo associativo e ndo-associativo, além de habilidades, habitos e
representacdes perceptuais (priming) (lzquierdo, 2011). Exemplos de memorias pertencentes a
essa categoria sao tocar um instrumento, praticar um esporte e ter medo de dirigir apés ter sofrido
um acidente de transito. Mesmo sendo dificil assimila-las ou descrevé-las conscientemente, seus
mecanismos celulares e moleculares sdo acessiveis através de pesquisas experimentais. Sabe-se
gue seu processamento ocorre em estruturas encefalicas distintas, como o0s nucleos da base, a
amigdala, o cerebelo e 0 neocdrtex, de acordo com a natureza da memoria (figura 1).

A memoria declarativa, também conhecida como memodria explicita, € aquela que se refere
a fatos e eventos - 0 que aprendemos sobre 0 mundo e as coisas, assim como o registro das
experiéncias que vivenciamos no decurso das nossas vidas (Riedel & Blokland, 2015). Seu acesso
ocorre livremente através da consciéncia, o que explica sua nomenclatura, pois abrange o que
podemos evocar por meio de palavras. Sua importancia € ampla, para a formacdo e o
reconhecimento da propria identidade, bem como situar-se no mundo adequadamente, em um
contexto social e histdrico. Elas podem ser subdivididas em memorias declarativas de curta

duragéo e de longa duracdo.

2.1.2 Memoria de curta e de longa duracéo

Algumas memorias duram mais do que outras. Memorias de longo prazo podem ser
evocadas dias, meses ou anos apos sua aquisicao, e algumas perduram pela vida inteira, enquanto

as memorias de curta duracdo tém um registro de apenas alguns minutos a horas. Ainda mais
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efémera é a memoria de trabalho, que nem chega a formar um registro e desaparece completamente
apos alguns segundos (lzquierdo, 2011).

Existem debates polémicos sobre as classificagdes da memoria por sua duragdo, como por
exemplo, se amemoria é inicialmente formada para durar poucas horas e depois se torna mais forte
e permanente. Apesar de ndo haver consenso, ha fortes evidéncias de que oS mecanismos
moleculares e as estruturas envolvidas diferem desde o inicio, e 0 momento da aquisi¢do possui
fatores determinantes para o armazenamento da memoria (Izquierdo et al., 1998; Izquierdo et al.,
1999). As memorias de longa duracdo s&o o foco do presente estudo. A informacédo adquirida passa
por fases, até formar um traco consistente e duradouro. As fases da memaria de longa duracao sao

descritas na proxima sessao.

Duas formas de memdéria
de longa duragao

/’/\

Implicita Explicita
(ndo declarativa) (declarativa)
Priming De procedimentos Aprendizado associativo: Aprendizado nao Fatos Eventos
(habilidades e classico e condiciona- associativo: habituagao {seméantica) (epistdica)
habitos) mento operante e sensibilizagdo

Respostas  Musculatura
emocionais esquelética

Neocortex Estriado Amigdala Cerebelo Vias reflexas Lobo temporal medial

Figura 1. Subdivisdes da memdria de longa duracdo e regides encefalicas correspondentes.
Imagem retirada de Bear, Connors, & Paradiso (2016).

2.2 Fases da Memoéria

A memoria ndo € um processo unico, sendo dividida em fases distintas, cada uma com uma

dindmica e mecanismos proprios.



14

2.2.1 Aquisicao

E 0 momento em que a experiéncia é vivenciada, no qual ocorre o aprendizado. A aquisicio
¢ também chamada de “treino”, referindo-se a0 momento da pesquisa experimental em que os
animais devem aprender uma tarefa para, a partir desse aprendizado, formar uma memdria. A
aquisicao ocorre com a percepc¢do do estimulo e uma consequente atividade neural que codifica

essas informacodes (Redondo & Morris, 2011).

2.2.2 Consolidacao

A consolidacdo se refere ao periodo imediatamente ap6s a aquisicdo onde as informagdes
sdo gradualmente armazenadas via modificagdes plasticas em circuitos neuronais especificos. Para
gue uma memoria de longa duracao seja formada e armazenada, ap6s a aquisicao, deve ocorrer a
consolidagdo, na qual o traco € mais suscetivel e pode ser modulado antes de ser armazenado de
forma mais estavel e resistente a interferéncias (McGaugh, 1966; Miiller & Pilzecker, 1900). Na
consolidacdo sinéptica, os mecanismos de plasticidade envolvidos tém duracdo de minutos a
algumas horas e sdo bem estudadas no hipocampo (lzquierdo et al., 2006; Kandel, 2001)

Existe ainda outra fase de formacdo da memdria, chamada de consolidacdo sistémica, na
qual o traco da memoria passa a ser gradualmente independente do hipocampo e reorganizado em
regibes corticais (Haubrich et al., 2016; Pedraza et al., 2015; Winocur, Moscovitch, & Bontempi,
2010). Essa etapa pode levar de dias a semanas e envolve diversas estruturas (Frankland &
Bontempi, 2005; Winocur & Moscovitch, 2011). Neste trabalho, investigamos especificamente 0s

mecanismos referentes a consolidacéo sinaptica.

2.2.3 Evocacao - reconsolidacdo e extingdo

Depois de consolidada, a memdria podera futuramente ser evocada. Quando reativada, a
mem@ria original retorna a um estado instavel e passivel de sofrer interferéncias (Nader, Schafe,
& Le Doux, 2000), e entdo dois processos antagénicos podem ocorrer: reconsolidacdo ou extingao.

Se a informacdo for considerada importante para o individuo, a memdria podera ser

atualizada e fortalecida. A reconsolidagdo tem, portanto, um papel adaptativo, permitindo que
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novas informacOes apresentadas durante a reativacdo sejam incorporadas ao traco da memoria
original, atualizando-o (De Oliveira Alvares et al., 2013; Nader et al., 2000).

Se uma memoria for pouco expressiva, sem relevancia, tenderd a ser enfraquecida e
sobreposta por uma nova, em um processo chamado de extingdo (Bouton, 1993). E importante
destacar que o sentido bioldgico da reconsolidacdo € manter ou acrescentar novas informacdes a
mem©ria original, enquanto o papel da extin¢éo é de formar uma nova memdria com significado

distinto da memoria original, suprimindo-a (Lee, Milton, & Everitt, 2006).

2.2.4 Esquecimento

Durante algum tempo, a visdo prevalecente acerca do esquecimento era de um simples
processo passivo de decaimento do traco de memoria. Pesquisas recentes indicam, porém, que o
esquecimento é um mecanismo neuronal bem organizado, que remove sistematicamente memorias
do hipocampo, e que isso é essencial para manter a funcionalidade geral do sistema (Hardt, Nader,
& Nadel, 2013). A capacidade de esquecer € importante, pois além de ndo sobrecarregar o sistema
com memorias que deixaram de ser relevantes, permite fazer generalizacbes e abstracdes
(Izquierdo, 2011).

Aquisicao

- Consolidacao

Evocacao

Reconsolidacao L Extincao

Figura 2. As fases da meméria de longa duracdo. Diagrama elaborado pela autora.

2.3  Aconsolidagdo da memoria ao longo do tempo

A formagdo da memoria como um processo gradual, e ndo imediato, foi primeiramente

relatada por estudos do final do século X1X e inicio do século XX, a partir de observacdes clinicas
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e estudos experimentais que foram realizados principalmente no campo da psicologia
experimental.

Era sabido que a memdria divide-se em diferentes fases, com caracteristicas distintas
(Ebbinghaus, 2013). Em um trabalho pioneiro, Miiller & Pilzecker (1900) estudaram o efeito de
interferéncias realizadas apos um aprendizado sobre a retencdo da memdria. Eles observaram que
guando conduzidas logo apds a aquisicdo, essas interferéncias prejudicavam a retencdo da
memoria em um teste posterior. Porém, a mesma interferéncia, quando feita apds um intervalo
maior de tempo, ndo produzia efeito. Isso mostrou que inicialmente a memoria é suscetivel a
interferéncias, mas devido a algum processo dependente do tempo, ela se torna resistente. Os
autores interpretaram que isso se deve ao fato de que, apds o aprendizado, processos bioldgicos
tornam a memoria, de um estado inicialmente instavel e 1abil, em fixa e estavel, processo que
cunharam de consolidag&o.

Esses achados incitaram muito interesse, porque davam uma explicacao fisioldgica inédita
para a formacdo das memdorias. Diversos trabalhos foram realizados posteriormente, investigando
diferentes situacfes em que a consolidagdo da memoria poderia sofrer interferéncia. Entre eles,
Skaggs (1925) demonstrou que um aprendizado verbal poderia ser modificado de maneira
retroativa. Em seus estudos, observou que apresentar uma tarefa com palavras semelhantes as
apresentadas em uma tarefa anterior facilitava a consolidacdo da memdria, se ambas fossem
realizadas em sequéncia, separadas por um curto periodo de tempo. Porém, palavras com contetdo
diferente prejudicavam a consolidacéo do primeiro aprendizado. McGeoch e colaboradores (1931;
1933) obtiveram resultados convergentes, em estudos da mesma natureza. Nessa mesma €época,
alguns trabalhos surgiram a partir da observacdo de pacientes tratados com choque
eletroconvulsivo, que apresentavam perda seletiva de memoria retrograda dos eventos ocorridos
pouco tempo antes do tratamento (Meyer-Gross, 1943).

A utilizacdo de modelos experimentais animais contribuiu para a ampliacdo dos
conhecimentos na area e, a partir da metade do século XX, foram publicados muitos trabalhos
originados de investigagfes em laboratorio. Com um grande nimero de publicages, as linhas de
evidéncia que sustentaram a teoria da consolidagdo, em sua maioria, utilizavam agentes
interferentes aplicados em distintos intervalos de tempo ap6s o treino, induzindo amnésia
retrograda. Apds um intervalo de tempo maior, o efeito das interferéncias ndo mais ocorria
(Flexner, Flexner, & Roberts, 1965; Gordon & Spear 1973).
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Dos trabalhos iniciais de maior relevancia, destacam-se os estudos de Duncan (1949), como
primeiro modelo animal de amnésia retrégrada. Trabalhando com a técnica de eletrochoque apos
a aquisicdo de uma tarefa comportamental, ele verificou um efeito amnéstico graduado em
roedores, com interferéncia tanto retrégrada como anterograda. Ou seja, tanto a memoria do
primeiro aprendizado como a do eletrochoque eram prejudicadas. Com base em seus resultados,
concluiu que apos a sessdo de aprendizado é necessaria uma persisténcia da atividade neural
promovida pelo estimulo inicial de aprendizado, interrompida se um eletrochoque for administrado
em um curto intervalo de tempo.

Estudos posteriores j& comecavam a identificar fatores intracelulares que influenciam a
consolidacédo e, entre eles, Flexner e colaboradores (1965) tiveram destaque em investigacdes
sobre a importancia da sintese proteica. Nessa época, também surgiram pesquisas sobre a diferenca
entre mecanismos de memdria de curta e de longa duracdo (Barondes & Cohen, 1968). J4 se sabia
gue, assim como certos tratamentos prejudicam a formagdo da memoria se administrados apos o
treino, de forma oposta, algumas substancias e fatores como estimulacdo elétrica podem
fortalecer/facilitar a memoria. Esses resultados eram observados em uma janela temporal limitada,
e apenas sobre a memoria de longa duracgdo, enquanto a memoria de curta duracao ndo seria afetada
(McGaugh & Petrinovich, 1965).

A nivel estrutural, o complexo sistema envolvendo o hipocampo e outras areas do lobo
temporal medial para os mecanismos de formag&o de memdrias foi inicialmente observado em
seres humanos através de casos clinicos envolvendo leses provocadas por acidentes, doencgas ou
remocdes cirurgicas. Um desses casos ganhou repercussao a partir de 1953, tornando-se um marco
para os estudos de memdria. Os procedimentos de lobectomia ndo eram incomuns e Henry Gustav
Molaison, o “paciente H.M.”, teve parte dos dois lobos temporais mediais removido
cirurgicamente, incluindo estruturas como amigdala e hipocampo. A intervencdo cirurgica foi um
tratamento para um quadro grave de epilepsia apresentado pelo paciente, porém, a partir de entéo,
H.M. tornou-se incapaz de formar novas memdrias declarativas, além de apresentar severa amnésia
retrograda (Scoville & Milner, 1957; Sweatt, 2016).

Nas décadas seguintes, estudos em laboratorio sustentaram a descoberta do hipocampo
como regido central dos processos mnemonicos, motivo pelo qual essa estrutura é foco principal
das pesquisas na area (Kandel, 2001; Malenka & Nicoll, 1999). Nessa época, o condicionamento

classico ja havia sido proposto (Pavlov, 1927) e os trabalhos pioneiros de neurobiologia da
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memoaria empregavam métodos de aprendizado com tarefas simples, como o aprendizado
associativo do condicionamento de medo, modelos de estudo até os dias atuais. O foco das
pesquisas se voltou, entdo, para a busca dos correlatos neurobioldgicos da memoria (Malenka &
Nicoll, 1999; McGaugh, 2000).

A nivel molecular, Hebb (1949) postulou que a formacdo das memdrias envolve a
propagacao de impulsos em um padréo espaco-temporal especifico. A aquisi¢do corresponde a
ativacdo de circuitos neurais, que se mantém por um tempo, em uma atividade de reverberagéo
capaz de manter a memoria de curta duracdo, porém para haver memoria de longa duracdo, deve
haver fortalecimento das sinapses. As ideias propostas por Hebb deram uma explicacao fisioldgica
para a formacdo da memoria, incentivando pesquisas nesse ambito de investigacdo. Suas
proposicBes foram posteriormente legitimadas através de estudos que demonstraram padrdes de
plasticidade sinéptica que ocorrem na formacdo de memarias (Bear et al., 2016).

A partir do momento da aquisi¢do da memaria (momento do treino ou do aprendizado), as
informacdes que estdo sendo recebidas estimulam processos de plasticidade a nivel das sinapses,
que tém duragé@o de minutos a algumas horas (Dudai, 2012; Kandel, 2001). Essa fase inicial foi
chamada de consolidacdo sindptica (McGaugh, 1966), que corresponde a0 momento em que a
mem©aria é mais suscetivel a interferéncias e pode ser facilmente modulada. Desde a identificacao
da existéncia dessa fase da memdria, correlatos neurobiolégicos a nivel celular foram descritos.

Uma descoberta extremamente relevante e influente foi realizada por Bliss & Lomo (1973),
acerca de um mecanismo que promove modificaches nas conexfes sinapticas hipocampais,
produzida por estimulacdo eletrofisioldgica. Esse tipo de plasticidade é chamado de LTP (do inglés
Long Term Potentiation ou potenciacdo de longa duracdo) (Kandel, 2001; Malenka & Bear, 2004).
Desde que foi primeiramente relatada em mamiferos (Bliss & Lomo, 1973), tem sido amplamente
estudada em modelos vertebrados e invertebrados, e seus mecanismos moleculares que promovem
alteracdes funcionais e estruturais convergem com os mecanismos de formacdo da memoria.

A LTP ocorre em diferentes regies encefalicas, sendo que no hipocampo € mais conhecida
e estudada por sua relacdo direta com a consolidacdo sindptica. Hoje sabe-se que memorias
aversivas, por exemplo, utilizam esse mecanismo (Whitlock et al., 2006), que ocorre, entre outras
estruturas, nas sinapses glutamatérgicas dependentes de receptores NMDA, entre as regifes
hipocampais CA3 e CAL1 (Bliss & Collingridge, 1993; Morris, Davis, & Butcher, 1990). Essas

conexdes constituem a via colateral de Schaffer (Szirmai, Buzsaki, & Kamondi, 2012).
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Figura 3. O hipocampo esta situado no lobo temporal do cértex cerebral e est4d associado
principalmente com a orientacgdo espacial e a formacéo e armazenamento da memoria de longa
duracdo (Frankland & Bontempi, 2005; Hartley et al., 2003; Morris et al., 1982). A imagem
representa a ciruitaria trissiniptica hipocampal de um rato. As informagdes chegam ao
hipocampo através das fibras do cértex entorrinal, chamadas em conjunto de “via perforante”.
Seguem o circuito interno constituido inicialmente por fibras musgosas partindo das células
granulares do giro denteado (1), em direcéo a area CA3 (2), onde ocorrem sinapses com as células
piramidais. As conexdes entre CA3 e CAl (3) constituem a “via colateral de Schaffer”, onde
ocorrem 0s principais mecanismos moleculares adjacentes a formacdo e consolidacdo da
memdria. As informagdes processadas no hipocampo retornam ao cortex entorrinal e seguem
para outras areas corticias. Adaptado de Katherine Harmon, 2011. Em roxo: neur6nios do cortex
entorrinal. Em rosa: células granulares do giro denteado. Em azul: células piramidais de CA3 e CAL.
Em laranja na porgéo superior: neurdnios das regifes neocorticais associadas.

Na via colateral de Schaffer, os receptores ionotrépicos responsaveis pela despolarizacdo
em resposta a ligacdo ao neurotransmissor sdo os receptores AMPA. Apds a membrana da célula
poOs-sinaptica estar despolarizada pela acdo de um estimulo, ocorre ativacdo de receptores do tipo
NMDA, que além da ligacdo ao seu substrato, precisa dessa despolarizacdo prévia para que o ion
Mg** que bloqueia seu canal seja desacoplado. Os eventos que se seguem apos a ativacdo dos
receptores NMDA sdo o influxo de ions Na* e Ca*™. O influxo de Ca** determina a direcdo das
mudancgas na potenciagdo sinaptica: maior influxo e consequente aumento na concentragdo no
meio intracelular, leva a LTP; pequenos aumentos na concentracdo intracelular desse ion
promovem LTD (Malenka & Bear, 2004).

De forma semelhante as memorias, apos a inducgéo, a LTP pode ser expressa como uma

forma transitéria de LTP, conhecida como fase precoce da LTP (E-LTP), que esta relacionada com
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0 traco instavel ou memoria de curto prazo (STM). A LTP pode também ser expressa como uma
forma persistente, conhecida como fase tardia de LTP (L-LTP) ou manutencéo da potenciacdo, um
analogo celular de memoria de longo prazo (LTM) (Malenka & Nicoll, 1999).

Assim como ap6s um treino de condicionamento de medo, a alta concentracéo intracelular
de Ca*™ promovida por estimulos de alta frequéncia na colateral de Schaffer promove ativacéo das
proteinas quinases  (Whitlock et al., 2006), como a proteina quinase dependente de
calcio/calmodulina (CaMKII) e a proteina quinase dependente de AMPc (PKA), que tém funcéo
de ativar diversos fatores no ambiente intracelular (Lisman, Yasuda, & Raghavachari, 2012). No
hipocampo, ha picos de ativacdo molecular para a manutencao da LTP e a formacdo das memarias
de longa duracéo (Abel et al., 1998; Bekinschtein et al., 2007; Izquierdo, Furini, & Myskiw, 2016;
Sweatt, 2016), que vao culminar em alteragdes duradouras na estrutura e composicao das sinapses,
a nivel pré e pos-sinaptico (Bosch et al., 2014; Johansen et al., 2011). Essas alterages incluem
sintese e degradacdo de proteinas, remodelamento de espinhos dendriticos, expressdo génica,
incorporacdo e internalizacdo de receptores na membrana (Bosch et al., 2014; Dudai, 2004;
Flexner, Flexner, & Stellar, 1963; Giese & Mizuno, 2013), entre outras modificacdes que em
ultima instancia, promovem o fortalecimento sinéptico.

Apbs a inducdo de LTP ou de uma tarefa de condicionamento de medo, ocorre ativacdo
imediata da proteina dependente de Ca**-calmodulina CaMKII, seguida por outro pico de
fosforilagdo tardio (Cammarota et al., 1998). Esses aumentos em sua expressdo facilitam a
formacdo da memoria e a inducdo de LTP, assim como seu bloqueio é prejudicial (Lucchesi,
Mizuno, & Giese, 2011; Malinow, Schulman, & Tsien, 1989). Estimulos de alta frequéncia na
colateral de Schaffer mimetizam a potenciacdo de longa duracdo que ocorre em tarefas de
condicionamento de medo e promovem alteragdes morfoldgicas a nivel de receptores em cerca de
30 min. (Whitlock et al., 2006). Mudangas estruturais como essa ocorrem através do rapido
remodelamento do citoesqueleto dos espinhos dendriticos, que é fundamental para a manutencéo
da LTP e a consolidacdo da memoria de longa duragdo (Bosch et al., 2014). A isoforma a-CaMKI|
participa desses processos, atuando sobre os filamentos de actina, que formam o citoesqueleto dos
espinhos (Kim et al., 2015).

Outra proteina que participa da consolidacdo da memoria de longa duragdo é a PKA,
ativada tardiamente na LTP (cerca de 3h apds) e rapidamente na formagdo da memoria (Bernabeu

etal., 1997). A fase tardia da LTP no hipocampo requer a atividade da PKA, concomitante com a
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sintese de proteinas e de RNA (Nguyen, Abel, & Kandel, 1994). Quando os niveis de AMPc
aumentam no hipocampo, ocorre a ativacdo da PKA, que entre outras fungdes fosforila CREB (do
inglés, CAMP response element binding), levando a transcrigdo de um conjunto de genes de
resposta imediata e promovendo assim o crescimento de novos sitios sinapticos (Alberini, 2009;
Bollen et al., 2014). A ativacdo concomitante de PKA na amigdala também é requerida para a
consolidacdo da memoria (Parsons & Davis, 2012; Wallenstein, Vago & Walberer, 2002).

Na década de 90 se estudava a influéncia da sintese de novas proteinas sobre a manuten¢édo
da LTP e consolidacdo da memoria de longa duragdo. Nos anos 2000 comegou-se a investigar
também o papel da degradacdo de proteinas, e ambos processos parecem ser dependentes. As
primeiras evidéncias de que a degradacdo de proteinas pelo sistema ubiquitina-proteassoma
também é necessaria para a manutencdo da LTP e a consolidagdo da memdria em estudos com
roedores (Lopez-Salon et al., 2001). Sua importancia tem sido demonstrada na consolidacdo, em
experimentos com vertebrados e invertebrados, em modelos de condicionamento contextual e
estudos in vitro (Fonseca et al.,, 2006; Jarome & Helmstetter, 2013; Lyons et al., 2016; Merlo &
Romano, 2007; Fustifiana et al., 2014). Um estudo em cultura de células hipocampais indica que
a sintese e a degradacdo de proteinas ocorre rapidamente em CA1, desde os primeiros minutos
apos a inducdo de LTP, com pico entre 15 e 30 min, e a fase precoce e tardia dependem do sistema

ubiquitina-proteassoma (Karpova, 2006).

2.4 A modulacdo da consolidacéo sinaptica

Por que ¢ interessante para um individuo/organismo que a consolidacdo da meméria ocorra
de forma lenta e gradual, e ndo instantaneamente? Tem sido proposto que a fase da consolidacéo
proporciona ao organismo uma melhor oportunidade para avaliar, classificar e organizar as
informagdes antes da memoria de longa duragdo ser armazenada (Gerber, 2000; McGaugh, 2000).
Se pensarmos em como isso ocorre no dia a dia, estimulos continuos séo captados pelos nossos
sentidos, por isso € interessante uma forma de filtrar aquilo que é relevante reter como memoria.
A consolidacdo ocorrendo lentamente pode ter, entdo, uma funcdo adaptativa, possibilitando a
modulacéo seletiva da forgca das memdrias, através de processos enddgenos que podem fortalecer
ou enfraquecer as conexdes sinapticas (Mclntyre, McGaugh, & Williams, 2012; Gold e McGaugh,

1975). Uma das evidéncias que sustenta essa hipotese é a de que as memdrias aversivas, que tém
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um componente emocional mais forte, sdo lembradas mais facilmente, enquanto memarias neutras
tendem a ser esquecidas (Cahill & McGaugh, 1998; Christianson, 1992).

Os processos envolvidos na potenciagdo de longa duragdo, bem como na consolidacdo
sinaptica da memoria de longo prazo, possuem uma dependéncia temporal e sequencial. Se houver
qualquer interferéncia, o resultado sera uma modificacdo no desfecho do aprendizado e da
mem©ria. Percebe-se, entdo, que 0s mecanismos adjacentes a formacéo da memaria ndo ocorrem
sempre da mesma maneira. Algumas substancias endogenas podem modulé-los, levando a uma
facilitagdo ou prejuizo na consolidacdo. Entre elas, o estresse tem um papel central, através da
sintese e liberacdo de substancias como os glicocorticoides. Ja estad bem estabelecido que o estresse
e glicocorticoides modulam a aquisicdo e a consolidacdo da memoria (Mcgaugh, 2015), e estudos
recentes tém buscado compreender os mecanismos que medeiam esse efeito (Aubry, Serrano &
Burghardt, 2016; de Quervain, Schwabe & Roozendaal, 2016).

A formacdo da memoria requer a coordenacao temporal de eventos celulares e moleculares.
Durante o condicionamento pavloviano e a consolidacdo sinaptica, elementos neuromoduladores
atuam em convergéncia com os processos moleculares adjacentes. Neur6nios de distintos nucleos
da amigdala participam ativamente dos processos de consolidacéo, através da ativacao de cascatas
de sinalizacdo intracelulares que promovem eventos de plasticidade similares aos que ocorrem no
hipocampo (Schiff et al., 2016). Entre eles, a acdo de neurotransmissores como a noradrenalina
(NA), liberada em situagcdes emocionais, sdo cada vez mais conhecidos como reguladores da
transmissao glutamatérgica, da plasticidade Hebbiana e dos efeitos fisiol6gicos e comportamentais
produzidos pelo estresse. (Johansen et al., 2011). Um estudo recente demonstrou gque a ativacao
dos receptores B-adrenérgicos (BARs) pela NA, no momento da aquisi¢do, ¢ determinante para a
consolidacdo de memoria de medo, com alvo na fosforilacdo de receptores AMPA e das proteinas
quinases reguladas extracelularmente (ERK) (Schiff et al., 2016). Além da amigdala, também tém
sido relacionados nessa modulacdo da consolidacdo pela noradrenalina outras regiées como o
cortex pré-frontal (Gibbs, Hutchinson, & Summers, 2010).

Pouco depois de um evento indutor de estresse, neurénios do hipocampo e da amigdala,
além de outras regides do sistema limbico, sdo expostos a altos niveis de noradrenalina e
glicocorticoides. Esses hormonios sdo necessarios para a adaptacdo comportamental e seus efeitos
sdo fortemente modulados pela corticosterona, indicando interac@es entre os dois hormoénios. Um

estudo com cultura de células hipocampais (Zhou et al., 2012) mostrou que a acdo combinada de
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corticosterona e um agonista de receptores B-adrenérgicos originam uma resposta aumentada de
fosforilacdo de receptores AMPA, que podem participar dos efeitos de melhoria sobre a memoria.
Estudos com seres humanos confirmam a importancia dos glicocorticoides nos processos de
consolidacdo (Lonergan et al., 2013; Wolf et al., 2016).

Os estudos sobre a memdria utilizam paradigmas comportamentais para a investigacdo dos
processos moleculares da consolidacao sinaptica, que tiveram origem no seculo final do século
XIX, quando comecaram a ser desenvolvidos estudos sobre os processos mentais em condi¢des
laboratoriais controladas (Pavlov, 1849; Duncan, 1949). Entre os paradigmas mais amplamente
utilizados para o estudo da memdria de medo, estd o Condicionamento Aversivo ao Contexto
(CAC), que é um método de condicionamento classico que se baseia na associacao entre estimulos,
com consequente alteracbes comportamentais. De acordo com essa abordagem, um estimulo
incondicionado, como a exposi¢do a um choque, pode provocar uma resposta incondicionada,
como o medo. Se um estimulo assim for pareado com um estimulo neutro (condicionado), como
um determinado local, ocorrera a associacdo entre os dois estimulos. Dessa forma, o estimulo
condicionado, por si s, provocara uma reacdo comportamental, que antes ndo seria observada.

Para estudos com esses modelos de pesquisa, a utilizagdo de animais experimentais como
os roedores possibilita investigacbes mais complexas do que com seres humanos. Muitos animais
possuem um sistema de memdaria semelhante ao humano em nivel estrutural e molecular, pois 0s
mecanismos sdo bem preservados ao longo da evolucdo. Estudos com ratos utilizam medidas
comportamentais como o congelamento (freezing), uma expressdo natural de medo desses animais,
gue consiste em uma posicdo de imobilizacdo, durante a qual sdo perceptiveis apenas movimentos
respiratorios (Bindra & Anchel, 1963; Bolles & Riley, 1973). Através desse comportamento, pode-
se saber que o animal associou um estimulo aversivo a um determinado contexto anteriormente
neutro, por exemplo, pois passou a expressar medo ao ser exposto em tal local que fora pareado.
Sabe-se, assim, que o aprendizado ocorreu e uma memoria foi formada a partir desse evento. Com
esse paradigma, o0 medo pode ser quantificavel, correspondendo ao tempo de imobilizacdo do
animal. Existem ainda outras medidas comportamentais de medo, que podem ser vocalizagdes,
avaliacdo de risco, entre outras.

Ja foi descrito anteriormente que durante a consolidacdo sindptica ocorre uma série de
eventos celulares e moleculares e que interferir nessa etapa importante modifica a formacdo de

uma memoria de longo prazo. No entanto, dada a complexidade do fenémeno da consolidagéo,
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mesmo hoje em dia, grande parte da sua natureza ainda é evasiva. Particularmente, embora seja
bem reconhecida como um processo dependente do tempo, sua dindmica temporal € pouco
conhecida. A determinacdo precisa dos limites da consolidacdo da memoria relacionados ao tempo
e aos fatores que o afetam é de suma importancia para intervencdes terapéuticas bem-sucedidas
em caso de transtornos relacionados com memorias aversivas, e esse foi o elemento motivacional

para a realizacao deste trabalho.

3 OBIJETIVOS

3.1  Objetivo Geral

Investigar os efeitos de diferentes protocolos de treino sobre a janela temporal da

consolidacdo sindptica da memoria de medo contextual.

3.2  Objetivos Especificos

1. Investigar se a intensidade do treino influencia no tempo necessario para que a consolidacdo
sinaptica da memdria seja concluida, com protocolos de condicionamento cversivo ao
contexto (CAC) de alta (0,7mA) e baixa intensidade (0,4mA).

2. Realizar uma curva de diferentes tempos de inibi¢do hipocampal ap6s o treino no CAC com
choque de alta (0,7mA) e baixa intensidade (0,4mA) para delimitar com precisao a janela
temporal a consolidacdo sinaptica.

3. Avaliar se uma exposicdo prévia ao contexto do treino do CAC modifica a dindmica
temporal da consolidacéo sinaptica.

4. Investigar o efeito da inibicdo da sintese de glicocorticoides sobre a janela da consolidagéo

sinaptica da memoria de medo contextual.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 Animais e acondicionamento

Foram utilizados ratos Wistar machos, com idades entre 2 e 3 meses, pesando entre 2509
e 350g, provenientes do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratorio
(CREAL), 6rgéo auxiliar do Instituto de Ciéncia Basicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul. Os animais foram mantidos no ratario de nosso laboratorio (Laboratério de
Neurobiologia da Memoria), no Departamento de Biofisica, e acondicionados em caixas pléasticas
cobertas com grades metélicas, na quantidade de cinco animais por caixa. O assoalho das caixas
era coberto com maravalha seca e autoclavada, trocada duas vezes pos semana. O ciclo de
iluminacdo do ratario é de 12h de com luzes acesas (7h as 19h) e 12h com as luzes apagadas. A
temperatura € mantida constantemente em 19°C. Todos os experimentos foram conduzidos de
acordo com as diretrizes nacionais de cuidado com os animais (Lei Federal 11.794 / 2008) e as
diretrizes do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal). O projeto
de pesquisa foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais Experimentais da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA, Projeto UFRGS n° 27.143).

4.2  Procedimentos Cirurgicos

4.2.1 Anestesia

Os animais foram anestesiados com uma associa¢do de cetamina e xilazina (75 e 10 mg/kg,
respectivamente), com efeito sedativo miorrelaxante e analgésico, administrados

intraperitonealmente (i.p.), nas doses de 75mg/kg e 10mg/kg, respectivamente.

4.2.2 Coordenadas da estrutura e colocacgdo das canulas

As coordenadas foram adaptadas a partir do Atlas “The Rat Brain”, de Paxinos e Watson
(1998) e confirmadas em cirurgias-piloto prévias. Os procedimentos foram realizados com um

aparelho estereotaxico para implantacédo bilateral de uma canula-guia de aco inoxidavel calibre 22
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nas coordenadas antero-posterior de - 4,0 mm, latero-lateral de +/-3,0 mm, e dorso-ventral de -1,6
mm, a partir do Bregma, posicionada apenas 1,0 mm acima da area CA1 do hipocampo dorsal. As
canulas foram fixadas com acrilico dentario e um parafuso posicionado imediatamente acima do

cerebelo, formando um capacete sobre o crénio.

4.2.3 Pos-operatorio

Ap0ds a cirurgia, 0s animais eram mantidos aquecidos sob uma lampada vermelha de 40W,
durante 2h, colocada acima da gaiola. Os ratos ndo enxergam o comprimento de onda vermelho,
evitando assim interferéncia no ciclo claro/escuro. Apds uma recuperacao da cirurgiade 5 a 7 dias,

0s procedimentos comportamentais eram iniciados.

4.3  Procedimentos Comportamentais

4.3.1 Condicionamento Aversivo ao Contexto

4.3.1.1 Contexto de condicionamento

O contexto de condicionamento consiste em uma caixa de madeira, com medidas de 20 x
25 x 22cm (comprimento X largura x altura), contendo um piso de barras paralelas de aco
inoxidavel com calibre 0,1cm espacadas a 1cm. A parede frontal tem um vidro transparente, para
observacdo dos animais durante as tarefas. O ambiente possui um som de fundo constante (ruido

branco).
4.3.1.2 Sessdo de treino

Na sessdo de treino, os animais eram colocados individualmente na caixa de
condicionamento. Ap6s 3min de habituacdo, recebiam dois choques nas patas, através das barras
de metal. Aos 3min30s, mais dois chogues eram administrados. Quando completavam-se 4min de
sessdo, 0s animais eram retirados da caixa.

A intensidade de choque para o protocolo de condicionamento fraco foi 0,4mA e para o
protocolo de condicionamento forte foi 0,7mA. Apenas um experimento foi realizado com



27

intensidade de choque de 1mA e somente na sessdo de treino deste experimento foram

administrados 4 choques de cada vez, em vez de 2, totalizando 8 choques de 1mA.
4.3.1.3 Sessdo de teste

Passadas 48h da sessdo de treino, os animais foram reexpostos ao mesmo contexto, durante

4min, e o tempo de congelamento foi cronometrado.

4.4 Farmacos

441 Muscimol

Agonista de canais GABAA. Os animais foram divididos em dois grupos, um que recebeu
infusdo bilateral (0,5ul/lado) de muscimol 1% no hipocampo e um grupo que recebeu seu veiculo,
solucgéo salina com pH ajustado para 7,4.

4.4.2 Lidocaina

Antagonista de canais de sddio dependentes de voltagem. Os animais foram divididos em
dois grupos, um que recebeu infusdo bilateral (0,5ul/lado) de lidocaina 2% no hipocampo e um

grupo que recebeu seu veiculo, solugdo salina com pH ajustado para 7,4.

4.4.3 Metirapona

Inibidor seletivo da sintese de glicocorticoides. No experimento em que essa droga foi

utilizada, todos os animais receberam a dose em relacdo ao peso individual (50mg/kg).

4.4.4 Administracdo dos farmacos

Muscimol e lidocaina foram infundidos ap6s o treino, nos tempos de 0, 3, 6 ou 9 horas,
para avaliar a consolidacdo da memoria. Grupos controle e grupos droga foram infundidos da

mesma forma, com uso de um sistema propulsor automatico, em fluxo de 20ul/hora
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(0,5ul/90segundos). Microsseringas Hamilton foram acopladas em mangueiras com uma agulha
odontologica de calibre 30 na ponta, posicionadas 1mm abaixo do local onde foram fixadas as
canulas, para atingirem a regido CALl hipocampal. Cada animal teve ambos os hipocampos
infundidos simultaneamente.

Metirapona foi administrada individualmente, de forma intraperitoneal (i.p.), 50 minutos
antes do condicionamento de medo contextual. Uma seringa foi acoplada a uma agulha descartavel

de calibre 269 para a realizagdo das injegoes.

45  Eutanasia e controle do posicionamento das canulas

Apdbs o término de cada experimento, os animais foram sacrificados com guilhotina, sob
efeito de anestesia, que consistiu em uma solucéo de tiopental associado com lidocaina (dose de
60mg/kg), aplicada intraperitonealmente. Apos o sacrificio, imediatamente foram administrados
0,5ul/lado de corante azul de metileno, em cada uma das canulas, visando aumentar o contraste
das marcas das canulas no tecido encefalico. Em seguida, os encéfalos foram dissecados e fixados
em uma solucédo de paraformaldeido com sacarose 4%.

Os encéfalos foram posteriormente fatiados com a utilizacdo de um criostato, para
verificagdo do posicionamento das canulas. Os animais com erro de coordenadas cirdrgicas ou

lesdes teciduais foram excluidos da analise estatistica.

4.6 Andlises Estatisticas

Os tempos de respostas de congelamento dos diferentes grupos foram comparados com
Teste t de Student para amostras independentes ou ANOVA de duas vias seguido por teste post

hoc de Tukey. O limiar de significancia adotado foi p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Aintensidade do estimulo determina a janela temporal da consolidacgéo sinaptica da

memoéria

Considerando os dados robustos da literatura sobre a importéancia do hipocampo dorsal para
0 processamento da memoria, primeiramente, nds investigamos se a inativacdo dessa estrutura
prejudica a consolidagdo da memoria de medo contextual, quando realizada imediatamente apos
um condicionamento de alta intensidade.

Os ratos foram operados para colocacgéo de canulas na regido hipocampal CA1l e, no dia do
treino, submetidos ao protocolo forte (0,7mA) ou fraco (0,4mA) de condicionamento aversivo ao
contexto (figura 4a). Imediatamente apds serem retirados do aparato de condicionamento,
receberam infusédo bilateral no hipocampo dorsal, do agonista GABAA muscimol ou de solucdo
salina. O teste de memdria ocorreu ap06s 48 horas, com contabilizacdo do tempo que os animais se
mantiveram em posic¢do de congelamento. Como esperado, 0s resultados analisados com ANOVA
de duas vias indicou efeitos significativos tanto nos fatores choque (F (1, 31) = 12,66; p = 0,0012)
como tratamento (F (1, 31) = 41,71; p = 0,0001). A andlise post hoc com teste de Tukey mostrou
que, em ambos os protocolos, 0 muscimol reduziu a memoria de medo em comparagdo com 0s
grupos controle (p <0,05) (figura 4b).

A literatura relata que a memdria seria consolidada em até 6 horas no hipocampo (lzquierdo
& Medina, 1997). No6s entdo testamos se a inativagdo hipocampal realizada 6h ap6s o
condicionamento aversivo ao contexto ainda poderia exercer efeito sobre a consolidagdo. Os
animais foram condicionados da mesma forma que descrito acima e receberam infusdo de
muscimol ou solucdo salina 6 horas apds o treino (figura 4c). A analise de ANOVA de duas vias
apresentou efeitos significativos de ambos os fatores, choque (F (1, 24) = 31,88; p = 0,0001) e
tratamento (F (1, 24) = 8,856; p = 0,0066). O teste post hoc de Tukey confirmou que o grupo
tratado com muscimol ap0s o treino fraco expressou menor congelamento do que grupo do veiculo
(p <0,05). Essa diferenca ndo ocorreu entre os grupos no protocolo forte (p>0,05) (figura 4d).

Esses resultados indicam que os processos de consolidacdo de uma memoria de medo fraca
ainda estdo ocorrendo 6h apds o evento aversivo. Para a consolidacdo de uma memoria forte,

porém, menos tempo é requerido. Concluimos, entdo, que a janela temporal da consolidacéo
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sinaptica da memoria varia de acordo com a intensidade do aprendizado, e que quanto mais intenso

for um estimulo, mais rapida a memoria € consolidada no hipocampo.
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Figura 4. Todos os graficos apresentam o percentual do tempo de congelamento dos animais na
sessdo de teste. O desenho experimental é apresentado no topo de cada painel. a) os animais foram
treinados com o protocolo de condicionamento forte (0,7mA) ou fraco (0,4mA) e receberam
infus@o de muscimol ou solucéo salina na regido CA1 do hipocampo dorsal, imediatamente apds
o treino. b) a inativacdo hipocampal reduziu a taxa de congelamento em ambas intensidades de
condicionamento. c) os animais foram treinados no protocolo de condicionamento forte (0,7mA)
ou fraco (0,4mA) e receberam infusdo de muscimol na regidao CA1 do hipocampo dorsal, 6 horas
apos. d) a inativagdo hipocampal reduziu a taxa de congelamento apenas no grupo que foi
submetido ao condicionamento forte. *p<0,05. **p<0,005. ***p <0,0005. n = 7-8 animais por
grupo. ANOVA de duas vias e teste post hoc de Tukey.

5.2 A consolidacao sinaptica da memdria é completada em até 3 horas com um estimulo

forte e necessita de mais de 6 horas com um estimulo fraco

Os resultados acima demonstraram que a intensidade do treino modula a janela temporal
da consolidacdo sindptica. Uma vez que a consolidacdo leva menos de 6h para ocorrer com um
protocolo de treino forte e mais de 6h com um protocolo fraco, nos propomos investigar mais
precisamente essas diferencas temporais. Ao mesmo tempo, utilizamos outro farmaco, para testar
a possiblidade de generalizar os resultados para qualquer substancia que provoque inativacao
estrutural, independentemente do seu mecanismo de agao.

Primeiramente, os animais foram condicionados com o protocolo forte e receberam infuséo
de lidocaina ou solucdo salina em diferentes tempos (figura 5a). Uma ANOVA de duas vias
revelou efeitos significativos do tratamento (F (1, 33) = 8,391; p = 0,0066), mas nédo no fator tempo
(F (2, 33) = 0,3434; p = 0,7118). A analise post hoc de Tukey mostrou que apenas 0s animais
tratados com lidocaina imediatamente apds o treinamento expressaram menos congelamento em
relacdo ao veiculo durante o teste (p <0,05), enquanto 0 mesmo tratamento néo teve efeito 3h e 6h

apos o treino (figura 5b).
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Os dados encontrados mostraram-se independentes do mecanismo de inativacdo da
estrutura, sendo semelhantes para os dois farmacos. Mais importante, esses resultados indicam que
a consolidacdo sinéptica da memoria do medo contextual em um condicionamento forte é
completada em até 3 horas no hipocampo dorsal.

O experimento com intensidade de treino fraca e inativacdo hipocampal ap6s 6 horas
também foi replicado com lidocaina. NOs nos perguntamos quanto tempo levaria para a
consolidacdo sinaptica ser concluida com esse protocolo, uma vez que em 6 horas a memaria ainda
é passivel de modulacéo, e investigamos entdo o intervalo de 9 horas (figura 5¢). A ANOVA de
duas vias indicou interacdo significativa entre os fatores droga x tempo (F (1, 34) = 4,655; p =
0,0381). O teste post hoc de Tukey revelou que a inativacdo do hipocampo com lidocaina 6h apds
o0 treinamento prejudicou a consolidacdo da memoria (p <0,05), mas ndo 9h mais tarde (p> 0,05)
(figura 5d).

Em conjunto, os resultados demonstram que a janela temporal da consolidacédo sinaptica
da memoria com um protocolo forte é concluida em até 3 horas, enquanto com um protocolo fraco,
a consolidacdo é concluida entre 6 e 9 horas. Podemos entdo propor que estimulos com intensidade
maior aceleram a consolidacdo da memoria, tornando o trago mnemonico insensivel a

interferéncias, o que por outro lado ocorre lentamente ao longo do tempo a partir de um estimulo

fraco.
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Figura 5. Todos os gréaficos apresentam o percentual do tempo de congelamento dos animais
na sessdo de teste. O desenho experimental é apresentado no topo de cada painel. a) o protocolo
de condicionamento forte foi realizado (0,7mA), com infusdo dos farmacos na regido CA1l do
hipocampo dorsal em diferentes tempos pés-condicionamento. b) a infusdo de lidocaina em
CAl reduziu a porcentagem de congelamento dos animais se realizada imediatamente apds o
treino, mas ndo 3 ou 6 horas depois. ¢) o protocolo fraco foi realizado (0,4mA) com infusdo dos
farmacos em diferentes tempos pos-condicionamento, na regido CA1 do hipocampo dorsal. d)
a porcentagem de congelamento foi reduzida com infuséo de lidocaina em CA1 6 horas apds o
treino e o efeito ndo foi observado 9h depois. *p<0,05. **p<0,005. n = 6-8 animais por grupo.
ANOVA de duas vias e teste post hoc de Tukey.
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5.3  Uma pré-exposicdo ao contexto acelera a janela temporal da consolidagdo sinaptica

da memaria de medo contextual

A partir de evidéncias encontradas na literatura sobre a influéncia da familiaridade com o
contexto na formacdo da memoria de medo contextual (Fanselow, 2000; Haubrich et al., 2016),
nos investigamos se uma exposi¢do prévia ao contexto do condicionamento promove alteracdo na
janela temporal da consolidacéo sindptica da memoria.

Neste protocolo, os animais foram expostos ao contexto do treino, 24 horas antes, para livre
exploracdo durante 5 minutos. No dia seguinte, submetidos ao protocolo fraco de condicionamento
de medo contextual. Apos serem retirados do aparato, foram recolocados em suas caixas-moradia
e, passadas 6 horas, receberam infusdo bilateral no hipocampo dorsal, do agonista GABAA
muscimol ou de solucéo salina. O teste ocorreu ap6s 48 horas (figura. 6a).

Na sessao de teste, 0s animais que tiveram o hipocampo dorsal inativado apresentaram uma
taxa de congelamento semelhante ao grupo controle (t14=0.08247, p=0,9) (figura 6b). A janela
temporal da consolidacéo foi reduzida, para menos de 6 horas, em comparagdo com um protocolo
com mesma intensidade de choque, sem pré-exposi¢do ao contexto (ver figura 5b). Esse resultado
sugere que o conhecimento prévio do contexto promove uma aceleracéo na consolidacéo sinéptica

da memoéria de medo contextual.
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Figura 6. O gréafico apresenta o percentual do tempo de congelamento dos animais na sesséo de
teste. O desenho experimental é apresentado no topo do painel. a) Os animais foram pré-expostos
ao contexto 24 horas antes do condicionamento de baixa intensidade (0,4mA) e infundidos com
muscimol ou veiculo na regido CA1 di hipocampo dorsal 6 horas ap6s. b) ndo houve diferenca nos
percentuais de congelamento entre os grupos. n=8 animais por grupo. Teste t de Student para
amostras independentes.

54 A aceleracdo da consolidacao sindptica da memdria de medo contextual é mediada

pela via dos glicocorticoides

Os experimentos anteriores levaram ao questionamento acerca de qual mecanismo
molecular pode estar envolvido nos resultados obtidos. Um estudo prévio (Pedraza et al., 2015)
demonstrou que a inibicdo da sintese dos glicocorticoides durante 0 momento do aprendizado
promove a manutencdo da precisdo da memdria de medo contextual por mais tempo, sugerindo
seu envolvimento na consolidacgdo sistémica e generalizacdo da memoria. Nés entdo investigamos
se a inibicdo desses hormdnios poderia influenciar a janela temporal da consolidacéo sinaptica.

Os animais utilizados neste experimento passaram pelos mesmos procedimentos cirtrgicos
descritos acima e foram submetidos ao protocolo forte de condicionamento aversivo ao contexto
(0,7mA). Antes do treino (50 minutos), todos receberam uma injecéo intraperitoneal de metirapona
(50mg/kg), um inibidor da sintese dos glicocorticoides. Apds serem treinados, retornaram a suas
caixas-moradia e 6 horas depois, receberam infuséo bilateral no hipocampo dorsal, do agonista
GABAA muscimol ou de solucéo salina (0,5ul/lado). Foram testados apds 48 horas. (figura 7a)

Na sessdo de teste, os animais que receberam muscimol apresentaram uma taxa de

congelamento significativamente menor do que o grupo controle (tue=2,331 ,p=0,03), indicando
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que a inativacdo hipocampal causou um prejuizo na consolidacdo da memoria de medo contextual
(figura 7b).

Uma vez que observamos a expansdo da janela temporal da consolidagéo sinéptica (ver
figura 5a para comparacdo), esse resultado demonstra que a sintese e a liberagdo de
glicocorticoides durante a aquisicdo da memdria € um mecanismo envolvido na duracdo da
consolidacéo sinaptica.
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Figura 7. O gréfico apresenta o percentual do tempo de congelamento dos animais na sesséo de
teste. O desenho experimental é apresentado no topo do painel. a) todos animais receberam uma
dose de metirapona 50 minutos antes do condicionamento forte (0,7mA) e receberam muscimol
ou veiculo 6 horas ap6s, na regido CA1 do hipocampo dorsal. b) a inativagdo hipocampal reduziu
a porcentagem de congelamento dos animais, em compara¢do ao grupo controle. *p<0,05. n=8
animais por grupo. Teste t de Student para amostras independentes.

Além destes experimentos nos realizamos outros que, por terem gerado resultados

inconclusivos, ndo estdo descritos nessa sessdo, constando como apéndice (sesséo 8, pag. 51).
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6 DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que a janela temporal da
consolidacdo sinaptica da memoria de medo nédo é algo fixo e pré-determinado para qualquer
experiéncia aversiva. A intensidade do treino e a familiaridade com o contexto sdo fatores que
promovem varia¢fes no tempo requerido para que 0s mecanismos da consolidacao ocorram.

Conforme assegurado por uma literatura robusta, nés observamos que o condicionamento
de medo contextual est& associado com o engajamento hipocampal. A importancia da integridade
do hipocampo dorsal na memoria formada com esse paradigma € bem conhecido e relatado na
literatura (Anagnostaras, Maren & Fanselow, 1999; Bast, Zhang & Feldon, 2003; Fanselow &
Dong, 2010; Maren, Aharonov, & Fanselow, 1997). Nossos resultados corroboram estudos
anteriores, mostrando que seu bloqueio farmacoldgico imediatamente apds o condicionamento de
medo prejudica a consolidacdo da memoria (figura 4).

NOs demonstramos que 0s resultados obtidos ndo foram devido a acdo especifica do
farmaco utilizado, pois reproduzimos os principais achados com um segundo, cuja
farmacodinamica difere do primeiro (figura 5). Enquanto o muscimol é um agonista dos receptores
do tipo GABAA, promovendo sua ativacdo, a lidocaina € um antagonista dos canais de sddio
dependentes de voltagem, impedindo sua ativacdo e a sinalizacdo neuronal. Ambos culminam na
inativacdo da microrregido onde sdo administrados, por isso sdo bons modelos para nosso estudo.

Aumentando o tempo entre a sessdo de condicionamento e a inativagdo hipocampal,
observa-se que o efeito das drogas foi progressivamente reduzido. Os estudos pioneiros na area da
neurobiologia da memoria ja observavam efeitos similares e outros mais recentes continuam a
corroborar a teoria da consolidacdo. Um fato interessante é que ha diferencas de poucos minutos
a varias horas na janela temporal da consolidagdo, entre os diferentes estudos produzidos em
laboratdrio (Bernabeu et al., 1997; Duncan, 1949; Gold, Mcdonald & Mcgaugh, 1974; Jerusalinsky
etal., 1992; Miller & Pilzecker, 1900).

Acerca disso, nés observamos que a consolidagdo ocorre mais rapidamente com um
protocolo de condicionamento aversivo mais forte. O efeito da inibicdo hipocampal apos esse
protocolo foi observado somente imediatamente apds o condicionamento, enquanto ndo houve
diferencas entre os grupos nos tempos de 3 e 6 horas (figura 5a). Além disso, um estimulo mais

forte esta diretamente relacionado com a formagéo de uma memoria robusta, o que é demonstrado
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pela porcentagem de congelamento nos graficos. Por outro lado, encontramos que o
condicionamento aversivo ao contexto com uma intensidade de choque fraca (0,4mA) forma, em
geral, uma memdria pouco expressiva. Nossos resultados estdo em consonéncia com outros
trabalhos que utilizaram choques de baixa intensidade, como o de Maldonado, Martijena e Molina
(2011), que obtiveram percentuais de congelamento dos animais de aproximadamente 20 a 30%,
aplicando correntes elétricas de 0,3mA. Mais importante, com esse protocolo fraco, o tempo
necessario para a conclusdo da consolidacao estendeu-se entre 6 e 9 horas (figura 5b). Uma anélise
conjunta dos resultados encontrados até aqui permite propor que o curso temporal da consolidacao
sinaptica no hipocampo € um mecanismo dinamico, sensivel a diferencas na natureza dos
estimulos recebidos. Ao avaliar o efeito da inativacdo do hipocampo realizado em diferentes
intervalos pds-treinamento, descobrimos que o aumento da intensidade do estimulo acelera a
consolidagdo da memoria que estd sendo formada, tornando o trago insensivel as interferéncias
mais rapidamente.

Na mesma linha dos nossos estudos, Parent e McGaugh (1994) demonstraram que a
inibicdo da amigdala basolateral prejudica a memoria de medo de uma maneira dependente de
tempo e da intensidade do condicionamento. Com um pareamento do contexto a um choque mais
forte (0,75mA), a inativacdo dessa estrutura 6 horas ap0s o treino ndo teve qualquer efeito. O
comprometimento da memdria foi distinto, porém, para a intensidade de choque mais baixa
empregada (0,45mA), sendo observado que 6 horas apds o condicionamento fraco, a inativacao
estrutural ainda prejudicou a consolidacdo da memodria.

De acordo com dados encontrados na literatura sobre a participacdo dos glicocorticoides
na consolidacdo da memoria, investigamos o envolvimento desses horménios no gradiente
temporal da consolidacdo sindptica, demonstrado no grafico 4. Nosso estudo demonstrou, pela
primeira vez, que os glicocorticoides desempenham uma importante funcéo na janela temporal da
consolidacdo sinaptica, acelerando essa fase da memdria, em situac6es de intensa aversividade.

A nivel local, rapidamente, mecanismos de plasticidade sdo estabelecidos com a aquisi¢do
da memoria de medo no hipocampo. O mesmo ocorre para as substancias moduladoras da
consolidacédo, que envolvem também outras estruturas. Os horménios do estresse séo amplamente
estudados por sua atuacdo sobre a formacdo da memdria (McGaugh, 2000) e a via dos
glicocorticoides foi, recentemente, também implicada na aceleragdo da generalizagdo da memoria

e na independéncia hipocampal (Pedraza et al., 2015).
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A ativacdo noradrenérgica no nucleo basolateral da amigdala é critica para a mediacéo da
modulacdo dos glicocorticoides sobre a formacdo da memoria (McGaugh & Roozendaal, 2009).
Utilizando o paradigma do condicionamento aversivo ao contexto, foi demonstrado que a
intensidade do choque induz um aumento proporcional nos niveis de noradrenalina na amigdala
basolateral (Quirarte et al., 1998). Esse aumento na liberacdo de neurotransmissor em relacao
proporcional a intensidade do choque pode estar relacionado com diferentes vias intracelulares de
sinalizacéo para os diferentes protocolos utilizados em nosso estudo.

E sabido que a noradrenalina age através dos receptores p-adrenérgicos, e seus efeitos sio
fortemente modulados pela corticosterona (de Quervain et al., 2016). Alem disso, ha evidéncias
de que além desse hormonio, a proteina quinase PKA atua sobre os mesmos receptores, modulando
a acdo dos glicocorticoides (Zhou et al., 2012). Um estudo (Bourtchouladze et al., 1998) utilizando
diferentes intensidades de condicionamento de medo contextual mostrou que hé dois periodos de
sensibilidade para inibidores de PKA e de sintese proteica no sistema nervoso central apds um
treinamento fraco (0,5mA). Quando um choque mais forte foi utilizado (0,7mA), apenas um
periodo foi verificado. O segundo pico coincidiu com o aumento nos niveis de AMPc e de CREB
fosforilado no hipocampo, observado apds um protocolo fraco (0,3mA) de esquiva inibitoria
(Bernabeu et al., 1997). Um trabalho mais recente corrobora esses resultados, apontando que a
infusdo intrahipocampal de inibidor de PKA produz efeito imediatamente apds um
condicionamento aversivo ao tom de alta intensidade (0,7mA), mas ndo 6 horas ap6s (Ahi,
Radulovic & Spiess, 2004).

Gonzalez-Salinas e colaboradores (2015) indicam que uma intensidade de aprendizado
aversivo extremamente alto (4mA) ndo requer sintese proteica, dado que a memdria ndo é sensivel
a inibidores de sintese proteica aplicados antes do treino. Esses resultados reforcam nossa hipétese
de que treinamentos mais fortes podem recrutar um maior nimero de vias de transducéao de sinal,
e mais rapidamente, através dos glicocorticoides, permitindo que um periodo curto de tempo para
a consolidacdo ocorra. A aceleracdo da consolidagdo em intensidades de treino mais fortes pode
ser explicada a luz da caracteristica adaptativa desse fato, e vias celulares e moleculares mais
diretas podem ser importantes para que esse processo ocorra de forma mais rapida.

Outro estudo que apresenta dados interessantes para nossa discussédo (Kishioka et al., 2013)
demonstrou que a ativacdo dos receptores NMDA e a sintese proteica no cortex estriado sao

requeridas para a consolidagdo da memoria do condicionamento aversivo ao tom, apenas quando
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um choque de baixa intensidade ¢ utilizado (0,3mA, 1s). Quando os animais foram treinados com
um choque de alta intensidade (1mA), os resultados foram ndo significativos com a utilizacéo de
antagonista de receptores NMDA e inibidor de sintese proteica. Esses dados apoiam nossa visao,
sobre a natureza dinamica dos processos envolvidos na consolidagcdo, demonstrando que uma
estrutura pode, entdo, ser requerida seletivamente de acordo com a forca do aprendizado.

Além da intensidade do condicionamento, demonstramos que a familiaridade com o
contexto é um fator que também promove varia¢Ges no tempo requerido para a consolidacdo. Nos
resultados que apresentamos, 0s animais que foram habituados ao contexto 24 horas antes do
treino, durante 5 minutos, expressaram uma janela temporal reduzida de consolidacéo sinaptica da
mem©aria de medo (figura 6).

Para um condicionamento contextual efetivo, deve-se primeiramente promover a formacéo
de uma representacdo do contexto (Fanselow, 2000; Maren, Phan, & Liberzon, 2013). A
importancia da exploracdo prévia ao choque € considerada em todos os protocolos que utilizam
este paradigma como objeto de estudo. Por isso, 0s animais recebem a corrente elétrica somente
alguns minutos ap6s serem colocados na caixa de condicionamento. Fanselow (1990) conduziu
um experimento evidenciando que um choque imediato falha em produzir uma associacao entre
contexto e choque, e 0s animais ndo expressam congelamento no teste da memoria. Por outro lado,
0 autor constatou que uma pré-exposicdo ao contexto 24 horas antes do treino, com duracdo de
poucos minutos, reduziu o tempo necessario para condicionar os animais ao aprendizado
associativo. Outro estudo, com ratos jovens, demonstrou que esse efeito ocorre de forma
independente da idade dos animais (Burman et al., 2009). Esses dados salientam que a formacao
da memoria do contexto, com a experiéncia da habituacéo, esta relacionada positivamente com a
consolidacdo da memdria associativa, do mesmo contexto conhecido anteriormente, agora pareado
ao choque. Dessa forma, um conhecimento prévio do local onde o evento aversivo ocorreu pode
ser (til para a memoria de medo, do ponto de vista adaptativo, ja que essa condi¢cdo pode promover
uma consolidacdo sindptica mais rapida da informagdo aversiva em acréscimo a memoria
contextual pré-existente.

Cercato e colaboradores (2017) recentemente investigaram alteracbes morfoldgicas no
hipocampo de ratos apds uma sessdo habituagdo em campo aberto durante 5 minutos, similar a
realizada em nosso protocolo. Os animais expressaram um aumento em receptores NMDA na

regiao CA1 hipocampal, com duracdo de até 70 minutos apods a sessdo de habituagdo. O mesmo
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resultado foi obtido in vitro, apos estimulo de alta frequéncia em fatias hipocampais na mesma
regido. Tendo em vista que os receptores NMDA sdo necessarios para o aprendizado e a formacao
de memoria, assim como para a inducdo de plasticidade sinéptica, é possivel que essas mudangas
estejam relacionadas com a consolidagdo da memdria espacial no hipocampo, e que atuem como
um sinal facilitatorio para uma plasticidade sinaptica futura. O efeito, apesar de transitério, poderia
ser uma marcacdo do engrama que sera envolvido na consolidacdo da memoria de medo associada
ao contexto. Essa marcacdo pode ser um “atalho” para que a consolidagdo da memoria de medo
contextual ocorra mais rapidamente quando o contexto jA é conhecido, como encontrado nos
nossos resultados.

Tomados em conjunto, os dados apresentados neste trabalho apresentam uma nova visdo
sobre a dindmica temporal da consolidacdo sinaptica da memdria de medo contextual. Agora
sabemos que diferentes intensidades de treino e a familiaridade com o contexto implicam em
velocidades distintas para que 0s mecanismos neurobiol6gicos da consolidacdo ocorram. Esses
processos parecem estar relacionados com a forca da memoria que sera formada, e isso pode ser
compreendido a luz da funcéo adaptativa da consolidacdo. Um aprendizado mais fraco e menos
significativo esta relacionado com a consolidacdo mais lenta, que pode permitir a modulacdo
seletiva das conexdes sinapticas durante uma janela temporal maior. Por outro lado, a consolidacéo
de um evento fortemente aversivo ocorre de forma rapida e robusta, possivelmente com o
recrutamento de diversas estruturas corticais e subcorticais, que visam garantir 0 armazenamento
adequado de tal experiéncia.

Nossos resultados representam a quebra de um dogma para a area da neurobiologia da
memo©ria, tendo em vista que a literatura sobre a consolidacdo da memdria costuma considerar a
janela temporal um fator fixo. N6s demonstramos, pelo contrario, que o tempo requerido para a
consolidacdo sinaptica de medo contextual é algo maleavel, dependente de caracteristicas que
podem ampliar ou reduzir o tempo necessario para que 0os mecanismos moleculares adjacentes
ocorram. Um maior conhecimento sobre esses mecanismos pode ajudar a elucidar as
caracteristicas especificas das memorias de medo intensas, como as traumaticas, em comparacao

as memdarias moderadas, gerando novas possibilidades para alvos terapéuticos.
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8 APENDICE

Resultados de experimentos ndo conclusivos.

8.1 Inativacdo hipocampal por lidocaina imediatamente ap6s o condicionamento fraco

ndo apresentou efeito sobre a consolida¢do da memoria

Neste experimento realizamos novamente o protocolo fraco de condicionamento aversivo
ao contexto, com o objetivo de replicar com outra droga o resultado encontrado com muscimol e
descrito na figura 4c. Para isso, 0s animais receberam uma infusdo de lidocaina ou solugdo salina
na regido hipocampal CA1 imediatamente ap6s o treino. Surpreendentemente, ndo foi encontrada

diferenca entre os percentuais de congelamento dos grupos durante o teste c(t3=1,191; p=0,2) .
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Figura 8. As barras apresentam o percentual do tempo de congelamento dos animais na sessao de
teste (freezing). O desenho experimental é apresentado no topo do painel. a) O protocolo de
condicionamento fraco foi realizado, com infusdo de lidocaina na regido CA1 do hipocampo
dorsal. O teste de memoria ocorreu 48 horas apds o condicionamento. b) ndo foram observadas
diferengas nos percentuais de congelamento entre os grupos. p>0,05. n = 18 animais por grupo.
Teste t de Student para amostras independentes.
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8.2 Inativacdo hipocampal por lidocaina antes do condicionamento de medo fraco

promoveu uma facilitacdo sobre a consolidacao

Ap0Os encontrar o intrigante resultado descrito acima, repetimos o protocolo com infusdo
de lidocaina 2h antes do teste. Esse experimento foi realizado para investigar uma possivel
alteracdo transitoria da droga sobre a plasticidade local que justificasse a auséncia de efeito
encontrada. Na sessdo de teste, os animais que receberam lidocaina em CAL apresentaram uma
taxa de congelamento significativamente maior do que o grupo controle (t11)=2,373 p=0,02). A
inativacdo hipocampal facilitou a consolidagdo da memoria de medo.

Uma hipdtese para esse resultado é que possa ter ocorrido um mecanismo de plasticidade
sinaptica compensatéria, visando manter 0s circuitos neurais estaveis, apos a influéncia
desestabilizadora da inativacdo da estrutura. Isto é, como a lidocaina causa uma brusca diminuicao
da atividade neuronal local durante um certo tempo, mecanismos homeostéticos podem ter
ocorrido em seguida, aumentando a forca das conexdes sinapticas. Esse fendmeno tem sido
relatado em estudos, chamado de “escalonamento sinaptico” (do inglés, synaptic scaling). (J. Kim
& Tsien, 2008; O’Brien et al., 1998; Stellwagen & Malenka, 2006; Turrigiano, 2011). N6s ndo
utilizamos outros testes para investigar esses resultados, portanto, ndo ha consideracoes

conclusivas.
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Figura 9. As barras apresentam o percentual do tempo de congelamento dos animais na sessao
de teste (freezing). O desenho experimental é apresentado no topo do painel. a) O protocolo de
condicionamento fraco foi realizado, com infusdo de lidocaina na regido CA1 do hipocampo
dorsal 2 horas antes. O teste de memdria ocorreu 48 horas apds o condicionamento. b) a
inativagdo hipocampal facilitou a consolidagdo da memoria, em comparagéo aos animais do
grupo controle. *p < 0,05. n=7 animais por grupo. Teste t de Student para amostras
independentes.

Inativacdo hipocampal por lidocaina antes da reativagdo nao promoveu efeito sobre
a reconsolida¢do da memaria de medo contextual no protocolo fraco

Neste experimento nos testamos o efeito da inativacdo hipocampal sobre a reconsolidacdo da

mem©ria. Para isso, adaptamos o protocolo de condicionamento fraco (0,4mA), com o
objetivo de verificar se ocorreria algum fendmeno semelhante aos experimentos anteriores.
Como a reconsolidacdo estd associada com a desestabilizacdo da memdria ja consolidada,
seus protocolos experimentais incluem exposicGes curtas ao estimulo do aprendizado,
chamadas de ‘“reativa¢do”, que promovem uma sinalizacdo molecular semelhante a da
consolidacéo sinaptica (Alberini, 2005). Nesse protocolo, os animais foram treinados e ap6s
24 horas foi realizada uma sessdo de reativacdo da memoria, onde os animais foram expostos
ao mesmo contexto, porém sem choque, durante 4 minutos. Antes dessa sessdo (2 horas),
lidocaina ou solugdo salina (0,5ul/lado) foi administrada na regido hipocampal CAL. Durante
essa sessao, o congelamento foi contabilizado e os animais do grupo droga apresentaram uma
taxa menor do que o grupo controle (t13=2,256 p=0,04). Passadas outras 24 horas, ocorreu 0
teste, durante o qual néo foi observada diferenca nas taxas de congelamento entre 0s grupos

(ten=1,2582 p=0,1). Esses resultados sugerem que 0 mecanismo responsavel pela facilitacdo
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da consolidagcdo da memoria, observada no experimento anterior, possivelmente ndo ocorre

da mesma forma na reconsolidacéo.
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Figura 10. As barras apresentam o percentual do tempo de congelamento dos animais na sessao
de reativacdo e de teste (freezing). O desenho experimental é apresentado no topo do painel. a) no
protocolo de condicionamento fraco, a infusdo de lidocaina em CAl 2 horas da reativacao
diminuiu a porcentagem de congelamento dos animais, em comparagdo aos animais do grupo
controle. b) no mesmo protocolo, a infusdo de lidocaina em CAl 2 horas antes do teste ndo
apresentou efeito. n=9-10 animais por grupo. Teste t de Student para amostras independentes.



