PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA E CIENCIAS DA SAUDE
AREA DE CONCENTRACAO: NEUROCIENCIAS

JOCIANE DE CARVALHO MYSKIW

PARTICIPACAO DA PROTEINA mTOR HIPOCAMPAL NA
CONSOLIDACAO E RECONSOLIDACAO DA MEMORIA DE
RECONHECIMENTO DE OBJETOS EM RATOS

Porto Alegre
2008



JOCIANE DE CARVALHO MY SKIW

PARTICIPACAO DA PROTEINA mTOR HIPOCAMPAL NA
CONSOLIDACAO E RECONSOLIDACAO DA MEMORIA DE
RECONHECIMENTO DE OBJETOS EM RATOS

Tese apresentada como requisito para
obtencdo do grau de Doutora pelo
Programa de Pos-Graduacdo em Medicina
e Ciéncias da Saude, Area de
Concentragdo em Neurociéncias, da
Faculdade de Medicina, da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do
Sul.

Orientador: Dr. Martin Cammarota

Porto Alegre
2008



JOCIANE DE CARVALHO MY SKIW

PARTICIPACAO DA PROTEINA mTOR HIPOCAMPAL NA
CONSOLIDACAO E RECONSOLIDACAO DA MEMORIA DE
RECONHECIMENTO DE OBJETOS EM RATOS

Tese apresentada como requisito para
obtencdo do grau de Doutora pelo
Programa de Pds-Graduacdo em Medicina
e Ciéncias da Salde, Area de
Concentragdo em Neurociéncias, da
Faculdade de Medicina, da Pontificia
Universidade Catolica do Rio Grande do
Sul.

Aprovado em de de

BANCA EXAMINADORA:

Prof. Dr. Martin Cammarota — PUCRS

Prof. Dr. Ivan Izquierdo — PUCRS

Profa. Dra. Lia Rejane Bevilagqua — IPA

Profa. Dra. Mirna Wetters Portugues — PUCRS

Profa. Dra. Juliana Sartori Bonini — UCPEL




AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Irene e Hélio, pelos ensinamentos, sinceridade e honestidade
que tive desde a minha infancia; por sempre me apoiarem nas minhas decisdes,
mesmo que nao fossem muito faceis.

Ao meu esposo, grande amor, amigo e companheiro Mauro, por acreditar que
€ possivel crescer e buscar sempre mais conhecimento, lutar e correr atras do que
se quer e principalmente pelo patrocinio, sem vocé nada disso seria possivel.

Ao Martin, por ter me concedido a oportunidade de trabalhar sob sua
orientacao; por sua ajuda, dedicacdo e confianca em meu trabalho, mesmo estando
muito ocupado; cuidando sempre do bem estar e do andamento de tudo e todos no
laboratorio; por ser um exemplo de profissionalismo.

Ao “mestre”, Ivan lzquierdo, por ter me proporcionado a oportunidade de
fazer parte do Centro de Meméria, foi inspirada pelo seu trabalho que me motivaram
a vir a este programa de pés-graduacao, seu conhecimento cientifico € imensuravel.

A minha amiga e irma de coracao, Janine, pelo carinho, dedicacdo e ajuda
sempre gue necessario; por tudo o que me ensinaste, me ajudou muito na
realizagéo do doutorado.

Ao Lucas, amigo e parceiro, que abriu mao de seus finais de semana para
me ajudar na realizacao deste trabalho.

Aos amigos que fazem parte do Centro de Memoria, que sdo a minha “grande
familia” em Porto Alegre, pois todos participaram diretamente da minha vida, por isso
agradeco a eles: Julia, Cristiane, Clarice, Siomara, Fernando, Ramé n, Pamela,
Carolina, Weber, Juliana, Natéalia, Gabriela, Andres sa, Leticia. Agradeco pela
amizade, companhia, forca e ajuda sem as quais a realizacdo deste trabalho teria
sido impossivel ou, pelo menos, muito dificil.

A Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul pelo fornecimento da

bolsa e da infra-estrutura, permitindo a dedicacdo e execuc¢ao deste trabalho.



RESUMO

Depois de adquiridas as memoarias atravessam um periodo de filtragem e fixacao
progressivo dependente de sintese protéica, o qual denomina-se consolidacao.
Evidéncias experimentais sugerem que as memodrias consolidadas nao séao
imutaveis sendo que, apdés serem evocadas, tornam-se novamente labeis e para
persistirem necessitam da ocorréncia de outro processo também dependente de
sintese protéica, chamado reconsolidacdo. No presente trabalho mostramos que,
guando infundido na regido CA1l do hipocampo dorsal 0, 180 ou 360 mas nao 540
minutos apos o treino na tarefa de reconhecimento de objetos, o inibidor de mTOR
RAPA prejudica significativamente a memoria de longa duracdo sem afetar a
retencdo da memoria de curta duracdo. A administracao intra-hipocampal de RAPA
24 horas antes da respectiva sessdo comportamental ndo altera a atividade
locomotora e exploratéria nem o estado de ansiedade dos animais e nao prejudica o
aprendizado de tarefas espaciais e aversivas que dependem da integridade
funcional do hipocampo. Isto sugere que o efeito que a RAPA tem sobre a retencéo
da memoria de reconhecimento deve-se, efetivamente, ao bloqueio do processo de
consolidacdo e ndo a um dano irreversivel na funcionalidade do hipocampo nem a
um prejuizo comportamental inespecifico. Quando infundida na regido CA1l do
hipocampo dorsal apds reativacdo da memoria de reconhecimento na presenca de
objetos familiares, a RAPA nao afeta a retencdo ulterior do traco mnemaénico. No
entanto, quando esta droga foi administrada apos exposi¢cdo a um objeto familiar e
um novo, prejudicou a retencdo da memaoria de ambos os objetos. O efeito amnésico
da RAPA independe do tempo transcorrido entre as sessdes de reativacao e teste, e
nao ocorre apos a simples exposicdo ao contexto ou a objetos desconhecidos.
Nossos resultados indicam que a ativagdo de mTOR é requerida na regido CA1l do
hipocampo dorsal para a consolidagdo da memdéria de reconhecimento de objetos e
sugerem que a inibicdo desta cinase apOs a reativacdo da memoria em questado

prejudica sua persisténcia.

Palavras-chave: Memodria, mTOR, Consolidacdo, Reconsolidacdo, Hipocampo,

Sintese Protéica, Reconhecimento de Objetos.



ABSTRACT

Evidence indicates that activation of the neuronal protein synthesis machinery is
required in areas of the brain relevant to memory for consolidation and persistence of
the mnemonic trace. Here, we report that inhibition of hippocampal mTOR, a protein
kinase involved in the initiation of MRNA translation, immediately or 180 min but not
540 min after training impairs consolidation of long-term object recognition memory
without affecting short-term memory retention or exploratory behavior. When infused
into dorsal CAl after long-term memory reactivation in the presence of familiar
objects the mTOR inhibitor rapamycin (RAP) did not affect retention. However, when
given immediately after exposing animals to a novel and a familiar object, RAP
impaired memory for both of them. The amnesic effect of the post-retrieval
administration of RAP was long-lasting, did not happen after exposure to two novel
objects or following exploration of the training arena in the absence of other stimuli,
suggesting that it was contingent with reactivation of the consolidated trace in the
presence of a behaviorally relevant and novel cue. Our results indicate that mTOR
activity is required in the dorsal hippocampus for consolidation of object recognition
memory and suggest that inhibition of this kinase after memory retrieval in the
presence of a particular set of cues hinders persistence of the original recognition

memory trace.

Keywords: Memory, mTOR, Consolidation, Reconsolidation, Hippocampus, Protein
Synthesis, Object Rcognition.
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1 INTRODUCAO

A memoéria se refere a capacidade de aquisicdo, armazenamento e
conservagcdao de informacdes, que possam ser recuperadas e utilizadas
posteriormente; é o arcabouco que mantém a histéria pessoal e torna possivel
modificacdes comportamentais ao longo da vida (lzquierdo, 2002; Squire e Kandel,
2003). A maior parte do que um ser humano adulto sabe sobre o mundo n&o estava
em seu cérebro no momento de seu nascimento, mas foi adquirida por meio de
experiéncias e mantida pela memaria (Squire e Kandel, 2003).

A fase de aquisicdo da memoéria se refere ao momento em que seres
humanos e outros organismos adquirem as informacdes a respeito do mundo, uma
obtencdo de novas informacgdes, habilidades ou experiéncias (Squire, 1987), pode-
se dizer entdo que nao existe memaoria sem que antes aconteca o aprendizado ou
fase de aquisicdo, pois eventos ocorridos no passado orientam a percepcao do
presente e sdo estratégias determinantes de adaptacdo e sobrevivéncia de todas as
espécies, e indispensaveis para determinar a individualidade (lzquierdo, 2002;
Szapiro et al., 2002).

Este acervo idiossincratico de informacgfes, apesar de ser denominado
genericamente pela palavra memoria, é diferente de acordo com o seu contetdo
(podendo ser classificado como memdérias explicitas ou declarativas e implicitas ou
nao-declarativas) e quanto ao tempo que perdura (podendo ser classificado como
memorias de trabalho, curta ou longa duracédo e remotas).

As memorias explicitas sdo adquiridas com plena intervencdo da
consciéncia e podem ser divididas em memoérias episoddicas e semanticas. As
memoérias episddicas sdo referentes a eventos aos quais individuos assistem ou
participam (sua festa de formatura ou casamento, etc.) e as memadrias semanticas
sdo as de conhecimentos gerais, informacdes acerca do mundo (medicina,
portugués, histdria, etc.). As memorias implicitas , por sua vez, referem-se aquelas
memdérias que sdo adquiridas de maneira inconsciente, mais ou menos automatica e
sem que o sujeito perceba de forma clara que as esta aprendendo: resulta dificil, se
nao impossivel, descrever coerentemente (tornar explicito) cada passo da aquisi¢cao

da habilidade de andar de bicicleta. As memdérias implicitas englobam as memoarias
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de procedimentos, de habilidades motoras, as que comumente sdo chamadas de
“hébitos” e a informacdo obtida a partir de aprendizados simples, como aquelas
decorrentes do treinamento em tarefas de condicionamento e habituacdo. A
formacdo desses dois tipos de memoria depende de estruturas encefalicas
diferentes. As memdérias explicitas requerem a integridade do lobo temporal medial,
gue compreende o hipocampo, o giro denteado e o complexo subicular juntamente
com os cortices entorrinal, perirrinal e parahipocampal; j& as memorias implicitas
envolvem diferentes estruturas como a amigdala, os ganglios da base e o cerebelo
(Albright et al., 2000; Lees e Jones, 2000; Izquierdo, 2002; Squire et al., 2007).

As memorias de trabalho sao utilizadas para entender o ambiente externo
ao individuo, e exercem funcdo executiva auxiliando nas tomadas de decisfes. A
maior parte dos componentes das memoarias de trabalho desaparece em segundos.
Este tipo de memodria ndo forma "arquivos", e parece depender basicamente da
atividade elétrica de células de uma regido cerebral denominada cértex pré-frontal
(Izquierdo et al., 1998; Izquierdo, 2002). As memorias de curta duracdo persistem
poucos minutos ou horas (Izquierdo et al., 1998; Alberini et al., 2006), ndo requerem
sintese de mMRNA (messenger ribonucleic acid) nem de proteinas e sua formacéo
ocorre a partir da memoria de trabalho; as memorias de longa duragdo requerem
sintese de mMRNA, sintese de proteinas e a participacdo de varias vias de
sinalizacdo metabdlicas celulares vinculadas a esses processos. Estas memorias
duram muitos dias ou meses e, quando perduram por muitos anos, costumam ser
denominadas de memadrias remotas (Abel e Kandel, 1998; Mayford e Kandel, 1999;
Lees e Jones, 2000; McGaugh, 2000; Albright, et al., 2000; Cammarota et al., 2000;
Kandel, 2001; Izquierdo, 2002; Alberini et al., 2006).

As memorias de curta e de longa duracdo utilizam as mesmas estruturas
nervosas para seu processamento, como hipocampo, cértex entorrinal e amigdala,
mas envolvem mecanismos moleculares independentes (Izquierdo et al., 1998). O
periodo em que ocorre a formacdo da memodria de longa duracdo, ou seja, O
armazenamento das informacfes recém adquiridas é chamado de consolidacdo .
Biologicamente, o processo de consolidagcdo consiste em um conjunto complexo e
altamente regulado de reag¢des bioguimicas interdependentes que ocorrem em
neurénios de algumas regides cerebrais, levando a uma progressiva estabilizacao
pos-aquisicdo das memorias de longa duragéo (Dudai, 2004). Enquanto estdo sendo

consolidadas, as memoarias encontram-se labeis e sdo sensiveis a inibidores de
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sintese protéica ou eventos traumaticos (Taubenfeld et al., 2001; Izquierdo, 2002;
Squire e Kandel, 2003).

Originalmente, a consolidacdo era considerada como sendo um processo
unidirecional, no qual o tragco, uma vez consolidado, tornava-se permanente e
resistente a intervengdes, ndo podendo sofrer modificagBes. Véarios estudos, porém,
tém modificado este conceito (Misanin et al., 1968; Mactutus et al, 1979; Judge e
Quartermain, 1982), pois, um mecanismo de armazenamento de informacdes que
operasse dessa maneira acarretaria enorme prejuizo, ja que € de extrema
importdncia para o sistema nervoso central a capacidade de adaptacdo as
circunstancias ao meio em continua transformacéo. Além disso, a simples passagem
do tempo pode ser capaz de enfraquecer algumas memarias, tornando-as menos
acessiveis e diminuindo a probabilidade de serem expressas (Sara, 2000).

Memdrias ja consolidadas tornam-se novamente l4beis e susceptiveis a
interrupgbes quando evocadas (Przybyslawski e Sara, 1997; Debiec et al., 2002;
Milekic e Alberini, 2002), processo este também conhecido como reativacéo,
recordacdo, lembranca ou recuperacdo (lzquierdo, 2002). Além disso, a
consolidagcdo de memoérias de longa duragdo conta com modificacdes sinapticas,
morfolégicas e funcionais, que parecem formar a base da evocacao (Szapiro et al.,
2002), j& a formacdo de novas memodrias tem como pano de fundo a evocacao de
experiéncias ocorridas no passado, e esse vinculo é “necessario” para que novas
memorias possam ser adquiridas, pois sdo as memorias ja consolidadas que
organizam e fornecem significado para as experiéncias perceptuais do presente
(Sara, 2000).

ApOs a evocacao, memarias ja estabilizadas retornam ao estado vulneravel, e
para que persistam, precisam passar por um novo processo de estabilizacao,
dependente de sintese protéica, chamado de reconsolidacdo (Misanin et al., 1968;
Judge e Quartermain, 1982; Sara, 2000; Nader et al., 2000a; Debiec et al., 2002;
Kida et al., 2002; Pedreira et al., 2002; Nader 2003; Sangha et al., 2003; Eisenberg e
Dudai 2004, Lee et al. 2004; Stollhoff et al., 2005; Inda et al., 2005; Gainutdinova et
al., 2005). A reconsolidacdo pode fornecer uma janela de oportunidades para a
manutencao, o fortalecimento, e atualizacdo (integracao de novas informagfes) do
traco mnemaonico evocado (Nader et al., 2000b; Sara, 2000; Dudai, 2002 Frenkel et
al., 2005; Rodriguez-Ortiz et al., 2005 Tronson et al., 2006; Rossato et al., 2006,
2007).
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A reconsolidacdo reforca a proposta de que a memoria € um processo
dindmico e que novas memodrias sdo formadas com base na reativagdo de
informacbes ja consolidadas. Assim, a evocacdo pode mudar o conteudo
informacional do “traco original” desta memoéria, podendo ser vista de um ponto
neurobioldgico como emergente e dindmica, conferindo uma propriedade adaptativa
ao sistema nervoso central (Sara, 2000).

Enquanto a consolidacéo foi detectada em todos os tipos de formacéo de
memorias de longa duracdo (Dudai, 2004), a reconsolidacdo ndo é unanime, pois
varios pesquisadores falharam em detecta-la em paradigmas comportamentais bem
conhecidos (Dawson e McGaugh, 1969; Cammarota et al., 2004; Hernandez e
Kelley, 2004; Lattal e Abel, 2004; Mileusnic et al., 2005; Power et al., 2006). Mas,
varios tratamentos que bloqueiam consolidacdo também sdo capazes de prejudicar
a reconsolidagdo, o que levou a hipétese de que a reconsolidacdo envolve a
recapitulagéo dos acontecimentos moleculares que ocorrem durante a consolidacao
(Sara, 2000). No entanto, importantes diferencas bioquimicas e farmacolégicas entre
os dois processos foram encontradas (Anokhin et al., 2002; Lee et al., 2004; Boccia
et al., 2006; Bucherelli et al., 2006), indicando que, apesar de existirem algumas
semelhancas, consolidacdo e reconsolidagcdo ndo sao processos idénticos (Lee et
al., 2004; Alberini, 2006).

Mesmo assim, 0s processos de consolidacdo e reconsolidacdo parecem
partilhar de alguns mecanismos em comum como, por exemplo, o requerimento de
sintese protéica para a persisténcia de memdérias, na amigdala e no hipocampo
(Debiec et al., 2002). Existem indicios de que algumas vias de sinalizacdo que
controlam a traducdo do mRNA estédo envolvidas na consolidacdo de memaorias bem
como na persisténcia do traco apdés sua evocacdo (Mathies, 1989; Raught et al.,
2001; Steward e Schuman, 2001;Jacinto e Hall, 2003; Bekinschtein et al., 2007,
Cammarota et al., 2007; Da Silva et al., 2008).

A mTOR (sigla derivada do nome em inglés mammalian target of rapamycin)
€ uma enzima capaz de fosforilar proteinas em residuos serina ou treonina. Esta
cinase pode agir como mediadora da via de sinalizacdo que compreende tanto a
PI3K (phosphoinositide-3' kinase) quanto a Akt, modulando o crescimento e a
proliferacdo celular através da regulacdo do estado de fosforilacdo de p70S6K
(ribosomal S6 kinase) e do fator de iniciagdo eucaridtico 4E-BP1 (4E binding protein

1), ambos envolvidos no inicio da traducdo do mRNA. A atividade da mTOR pode
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ser modulada em resposta a varios estimulos, como fatores troficos, mitbgenos,
horménios, aminoacidos, o estado energético ou estresse celular (Sabatini, 2006;
Avruch et al., 2005; Hay e Sonenberg, 2004; Kimura et al., 2003; O'Shea et al., 2005;
Reiling e Sabatini, 2006). A mTOR pode ser ativada por varias cascatas de
sinalizacdo envolvidas na plasticidade sinaptica, incluindo as mediadas por
receptores glutamatérgicos ionotropicos do tipo NMDA (N-methyl-d-aspartic acid
receptors; Gong et al., 2006; Huang et al., 2007) e pelo fator de crescimento BDNF
(brain derived neurotrophic factor; Takei et al.,, 2004; Hay e Sonenberg, 2004;
Inamura et al., 2005).

Estudos mostram que a mTOR €& importante para a diferenciacdo e
desenvolvimento de neurdnios, crescimento e direcionamento de axonios,
arborizacdo dendritica, bem como sinaptogénese. No sistema nervoso central, esta
proteina cinase é crucial para plasticidade sinaptica, aprendizado e formacédo de
memoérias (Swiech et al., 2008). A via de sinalizacdo mTOR encontra-se afetada no
sistema nervoso central em varias condi¢cdes neuropatolégicas, como tumores
cerebrais, esclerose tuberosa, displasia cortical e doencas neurodegenerativas,
como Alzheimer, Parkinson e Doencga de Huntington (An et al., 2003; Chan et al.,
2004; Inoki et al., 2005; Ljungberg et al., 2006; Malagelada et al., 2006; Ravikumar et
al., 2004; Lafay-Chebassier et a., 2005).

Os mamiferos possuem dois distintos complexos de mTOR que sao
denominados mMTORC1 e mTORC2 (Sarbassov et al., 2005; Guertin e Sabatini,
2005; Bhaskar e Hay, 2007). Para a formacdo do mTORC1, a subunidade catalitica
da mTOR interage com raptor, uma proteina que funciona recrutando substratos
para mTOR, e GBL (G-protein E-subunit-like protein), um regulador da atividade
cinase de mTOR (Loewith et al., 2002; Kim et al., 2002; Hara et al., 2002; Kim et al.,
2003; Sabatini, 2006). O mMTORCL1 é fortemente inibido por rapamicina e é um dos
efetores da via de sinalizagdo da Akt. O mTORCL1 controla a ativacdo da S6K
(ribosomal S6 kinase), proteina responsavel pela regulacdo da biogénese
ribossdmica, assim como do fator de iniciacdo eucariotico 4EB-P1, que possui um
importante papel na regulacdo da traducdo de proteinas (Guertin e Sabatini, 2005;
Shaw e Cantley, 2006; Wullschleger et al., 2006; Yang e Guan, 2007; Wang et al.,
2008). TSC1 (tuberous sclerosis 1) e TSC2 (tuberous sclerosis 2) sao reguladores
negativos de mTORC1, os quais agem inibindo a Rheb (Ras homologue enriched in

brain), uma pequena proteina ligada a GTP que ativa mTORCL1 (Sabatini, 2006). O
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complexo mTORC1 estd envolvido no controle de uma ampla variedade de
processos celulares, como transcri¢céo, traducao, biogénese ribossémica, autofagia e
ciclo celular.

Ja, o complexo mTORC2 é formado por mTOR e GBL (também conhecido
como mLST8), mas ao inves de raptor contém outras duas proteinas, rictor e mSinl
(também conhecida como mitogen-activated-protein-kinase-associated protein 1,
Sarbassov et al., 2004; Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al., 2005, Sabatini, 2006).
O mTORC2 é insensivel a rapamicina e é capaz de fosforilar diretamente a enzima
Akt no sitio hidrofébico C-terminal, e, para uma ativacdo mais completa desta
cinase, conta com a ajuda de PDK1 (phosphoinositide-dependent protein kinase 1).
N&o se sabe como o mMTORC2 é regulado, mas sua atividade responde a fatores de
crescimento e é mediado por receptores de tirosina cinase (TK — tyrosine kinase). O
MTORC2 pode ser considerado acima de mTORC1 na via de sinalizagdo por ser
capaz de ativar diretamente Akt e, consequentemente, levar a inibicdo do complexo
TSC1-TSC2, que causa a ativacdo de Rheb e mTORC1 (Sabatini, 2006). O
complexo mTORC2 esta envolvido na regulacdo do citoesqueleto e da atividade da
proteina cinase PKCa (Sarbassov et al., 2004; Guertin e Sabatini, 2005; Sarbassov
et al., 2005; Wullschleger et al., 2006; Yang e Guan, 2007).

A ativagdo dos complexos mTOR pode ser desencadeada através da ativacao
de receptores de tirosina cinase, por fatores troficos ou horménios. Como mostrado
na Figura 1 (pagina 18), quando receptores de tirosina cinase séo ativados, ocorre o
recrutamento de dominios SH2 contendo proteinas adaptadoras e consequiente
ativacdo de Ras (21kDa guanine-nucleotide binding proteins), e ambos podem levar
a ativacdo de PI3K que, uma vez fosforilada, pode aumentar a producédo de PIP3
(phosphatidylinositol ~ 3,4,5-triphospate) através da  fosforilacdo de PI
(phosphorylating phosphatidylinositol), PIP (phosphatidylinositol-4-phosphate) e PIP2
(phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate). O  fosfolipidio PIP3 &  regulado
negativamente pela fosfatase PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on
chromosome ten), principal regulador negativo da via de sinalizacdo PI3K/Akt. A
consequéncia imediata para o aumento dos niveis de PIP3, é que este comeca a
agir como segundo mensageiro e atua recrutando proteinas cinases como PDK1
(phosphoinositide-dependent protein kinase 1) e Akt para a membrana celular. A
proteina cinase Akt pode ser fosforilada por PDK1, PDK2 e mTORC2 (Sarbassov et
al., 2005; Hresko e Mueckler, 2005), tornando-se ativa, podendo fosforilar e inativar
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0 complexo TSC2-TSC1 (Dan et al., 2002; Inoki et al., 2002; Manning et al., 2002). A
inativagdo deste complexo resulta em um aumento dos niveis de Rheb-GTP na
célula, que tem um efeito estimulatério sobre a atividade do mTORC1 (Garami et al.,
2003; Inoki et al., 2003; Tee et al., 2003) que, por sua vez, pode fosforilar proteinas,
como p70S6K e o fator de iniciagdo eucariético 4E-BP1 (Burnett et al., 1998; Hay e
Sonenberg, 2004; Harris e Lawrence, 2003; Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al.,
2005). A p70S6K quando fosforilada € ativada, podendo levar a fosforilacdo da
proteina ribossomal S6, resultando em uma melhor traducdo do mRNA (Fumagalli e
Thomas, 2000; Terada et al., 1995; Jefferies et al., 1997), jA o 4E-BP1 quando
fosforilado € inativado e causa a dissociacdo entre o 4E-BP e elF4E (eukaryotic
initiation factor 4E-binding; Lin et al., 1994; Pause et al., 1994). Esta dissociacao
permite que o elF4E recrute um complexo de iniciacdo para multiplos fatores de
traducdo do mRNA (Lawrence e Abraham, 1997). A ativagdo dos complexos mTOR
tem como consequéncia 0 aumento da sintese de proteinas, modulando o
crescimento e a proliferacédo celular.

O mTORCL1 pode ser inibido diretamente por rapamicina (Schreiber, 1991;
Ferrari et al., 1993; Pearson et al.,, 1995; Sugiyama et al., 1996), um macrolideo
obtido da bactéria Streptomyces hygroscopicus, que no ano de 1999 foi aprovado
para utilizacdo em pacientes transplantados (Vezina et al., 1975; Sehgal et al., 1975;
Schreiber, 1991; Dutcher, 2004) por suas propriedades imunossupressoras e anti-
cancerigenas (Sabatini, 2006). A rapamicina exerce seu efeito principalmente por se
ligar ao dominio N-terminal da mTOR, inibindo sua atividade enzimatica (Swiech et
al., 2008) e enfraguecendo a interacdo entre mTOR e raptor (Kim et al., 2002),
consequentemente, suprimindo a fosforilacdo de seus principais alvos, a proteina
cinase p70S6K e o fator de iniciacdo eucaridtico 4E-BP1. Em contrapartida, a
rapamicina ndo se liga diretamente ao mMTORC2 (Sarbassov et al., 2004; Jacinto et
al., 2004), mas é capaz de bloquear a ligacdo dos componentes deste complexo,
rictor (Sarbassov et al., 2006) e mSin (Frias et al., 2006).

A rapamicina pode prevenir formas de plasticidade sinaptica dependentes de
sintese protéica, como a potenciacdo de longa duracdo (LTP - long-term
potentiation) (Karpova et al.,, 2006; Tang et al.,, 2002) dependente de mGIuR
(metabotropic glutamate receptor), NMDAr (N-methyl-D-aspartic acid) e BDNF (brain
derived neurotrophic factor) em hipocampo de ratos (Hou e Klann, 2004; Tang et al.,

2002); bloquear a facilitacdo de longa duragcdo em Aplysia (Casadio et al., 1999);
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inibir a ativacdo de p70S6K dependente de NMDAR-PI3K e mTOR durante a fase
tardia da LTP (Cammalleri et al., 2003). A rapamicina é capaz de impedir a ativacédo
da via de sinalizacdo mTOR/S6K, ativada por BDNF, prejudicando a sintese de
proteinas em neurdnios hipocampais (Tang et al.,, 2002; Sanna et al., 2002;
Cammallieri et al., 2003; Takei et al., 2004). Ao inibir a mTOR, a rapamicina
prejudica a retencdo de memorias espaciais e aversivas em ratos (Dash et al., 2006;
Parsons et al., 2006a; Bekinschtein et al., 2007).
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FIGURA 1 — Figura ilustrativa da via de sinalizacdo mTOR.

A memodria de reconhecimento permite discriminar caracteristicas, elementos,

situacOes e/ou artefatos familiares e novos, sendo que estas podem ser de um item
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individual como um objeto ou de um ambiente completo ou mesmo de uma cena
constituida de um arranjo espacial de muitos itens, uma capacidade obviamente
significativa no que diz respeito a sobrevivéncia (Wan et al., 1999). Este paradigma
comportamental possui varias vantagens: ndo depende de nenhum sistema de
recompensa; ndo ha estimulos aversivos (como choque); ndo requer restricdo a
alimento ou agua, além de poder utilizar uma grande variedade de aparatos e
objetos, ser feita tanto com ratos como camundongos; e ndo necessitar de um
treinamento preliminar extenso ja que o aprendizado se da ap0s uma Unica sessao.

Andlises neurofisiolégicas de pacientes acometidos de amnésia e
experimentos comportamentais realizados em animais de laboratério sugerem que a
integridade funcional do lobo temporal, mais especificamente da formacao
hipocampal, é essencial para codificar e armazenar memorias de reconhecimento
(Ennaceur e Delacour, 1988; Logothetis e Sheinberg, 1996; Clark et al., 2000;
Riesenhuber e Poggio, 2002). Experimentos farmacoldgicos indicam que o processo
de consolidacdo da memdria de reconhecimentos de objetos requer sintese protéica
em diferentes estruturas do lobo temporal e sugerem que a evocacéao torna o traco
de reconhecimento suscetivel a intervencdes farmacoldgicas (Kelly et al., 2003;
Akirav e Maroun, 2006; Rossato et al., 2007). Porém, pouco se sabe a respeito dos
mecanismos que regulam a sintese protéica no hipocampo durante o
processamento da memoaria de reconhecimento de objetos e, com o intuito de suprir
esta lacuna, o presente estudo teve como objetivo verificar a participacdo da
proteina  mMTOR na consolidacdo e reconsolidacdo da m  emoria de
reconhecimento de objetos em ratos.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos de 2,5 a 3 meses de idade, pesando
em media 250 g. Os animais foram mantidos em caixas moradias em numero de 5
por caixa, em ambiente climatizado (temperatura de 22-24°C), com ciclo claro/escuro
de 12 horas, com agua e comida ad libitum. Uma vez adquiridos da FEPPS
(Fundacdo Estadual de Producédo e Pesquisa em Saude do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre), os animais foram mantidos no biotério do Centro de Memoria do
Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS.

2.2 Cirurgia Estereotaxica

by

Os animais utilizados foram submetidos a cirurgia estereotaxica para
implantacdo de céanulas guia de 0,2 mm de calibre posicionadas 1,0mm acima da
regido CA1 do hipocampo dorsal, seguindo as coordenadas (A -4.2, L+ 3.0, V -2.0
mm a partir do bregma) do Atlas de Paxinos e Watson (1986), conforme ilustra a
Figura 2.

FIGURA 2 - Foto de um animal sendo submetido & cirurgia estereotaxica para a implantagéo de canulas de infusdo na
regido CA1 do hipocampo dorsal. No detalhe, foto do aparelho estereotéaxico.
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Todo o procedimento foi realizado com o0s animais previamente anestesiados
com ketamina (“Francotar”; Virba, ou “Vetanarcol”; Konig), juntamente com Xilazina,
um sedativo/miorrelaxante/analgésico (“Coopazine”; Coopers), ambos administrados

intra-peritonealmente (i.p.), nas doses de 75 mg/Kg e 10 mg/Kg, respectivamente.

2.3 Manipulacéo

Quatro dias apos a cirurgia, os animais foram submetidos a duas sessoes de
manipulacdo. Durante cada sessao estes foram levados do biotério até a sala onde
0s experimentos foram realizados, retirados da caixa moradia e manuseados
durante 5 minutos. Apds 24 horas da ultima sessdo de manipulacdo os animais

foram submetidos aos paradigmas comportamentais.

2.4 Intervencédo farmacolégica

O farmaco utilizado neste estudo foi a Rapamicina, adquirido da Sigma-
Aldrich (St Louis, MO, USA), dissolvido em DMSO (dimethyl sulfoxide) e mantido em
aliquotas protegidas da luz a uma temperatura de -20°C. Imediatamente antes de
ser utilizado, aliquotas foram diluidas na concentracéo trabalho em salina 0,9%.

Para o tratamento farmacologico, utilizou-se uma micro-seringa Hamilton
acoplada a um tubo de polietieno com uma agulha de infusdo (0,05mm de
didmetro). Foram infundidos bilateralmente 0,8ul por hemisfério cerebral de veiculo
(0,1% de DMSO em solucéo salina 0,9%) ou rapamicina (20pmol) a uma velocidade
de 0,5 pl/min. com o auxilio de uma bomba de infusdo (KDScientific). Ao término, as
agulhas de infusdo foram mantidas no interior das canulas-guia por pelo menos mais
60 segundos, a fim de evitar refluxo de liquido (Figura 3). A dose utilizada de

rapamicina foi determinada em estudos piloto.
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- A

FIGURA 3 - 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 regido-alvo onde se deseja que o farmaco
seja infundido.

2.5 Paradigma de reconhecimento de objetos

Quando roedores sdo apresentados a objetos familiar e novo, eles
despendem maior tempo explorando o objeto novo. Este comportamento tipico tem
sido utilizado em um paradigma comportamental conhecido como 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 60cm de comprimento por 40cm de profundidade e 50cm de
altura, o qual se encontra em uma sala com baixa luminosidade e isolada
acusticamente. A parte frontal do campo aberto é construida de vidro para a melhor
observacdo do animal. Antes de serem submetidos a tarefa de reconhecimento,
animais passaram por um processo de habituagao ao dispositivo experimental que
durou 4 dias e consistiu de uma sessdo comportamental diaria de 20 minutos, 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 possuia
significAncia comportamental para 0s animais experimentais, 0S quais nao
demonstraram preferéncia por algum deles durante estudos piloto realizados

oportunamente. Cada objeto foi preso ao assoalho do campo aberto pela base. A
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arena do campo aberto, assim como 0s objetos estimulo, foram limpos com uma
solucdo de etanol a 70% entre a passagem de cada animal para garantir a auséncia
de pistas olfativas. A exploracao foi definida como cheirar ou tocar os objetos de
estimulo com o focinho ou as patas dianteiras. Sentar no objeto ou permanecer ao
redor dele ndo foram considerados comportamentos exploratorios. O tempo gasto
explorando cada objeto foi medido por um observador e foi expresso como

porcentagem do tempo total de exploracdo (Figura 4).

FIGURA 4 - Fotografia de um animal sendo treinado na tarefa de reconhecimento de objetos.

2.5.1 Protocolo de Aquisicdo do paradigma de reconh  ecimento de objetos

No dia 1 (Sessdo de treino), animais foram individualmente colocados no
campo aberto, este contendo 2 objetos diferentes (A e B), sendo permitido explora-
los livremente durante 5 minutos.

O teste de retencédo foi realizado 180 minutos (para analisar a memoria de
curta duracdo) ou 24 horas apds a sessao de treino (para analisar a memoria de
longa duracdo). Nestas sessdes, em teste de 5 minutos de duracdo, os animais
foram individualmente re-introduzidos no campo aberto, onde um dos objetos
apresentados durante o treino foi aleatoriamente substituido por um objeto novo (A e
C).
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Foi infundido bilateralmente na regido CA1l do hipocampo dorsal (0,8 ul por
lado) veiculo (VEH; 0,1% DMSO em salina 0,9%) ou rapamicina (RAPA; 20pmol) em
distintos tempos (0, 180, 360 ou 540 minutos) depois do treino (Figura 5).

Memoria de Curta Duracéao

A B 180 min A C

Treino | Teste

Injecao
Memoria de Longa Duragao

8 B 2 Ly C
‘ ‘ ‘ Teste

0’ 180’ 360’ 540’

v

Treino

Injecéo

FIGURA 5 — Esquemaiilustrativo dos protocolos de treino e teste no paradigma de reconhecimento de objetos.

2.5.2 Protocolo de reativacdo da memoria de reconhe  cimento

No dia 1 (Sessédo de treino), os animais foram expostos a dois objetos
diferentes (A e B) por 5 minutos. Vinte quatro ap0s os animais foram expostos aos
mesmos dois objetos (A e B) por 5 minutos para reativar o traco mnemaonico (Sessao
de reativagao). Foi infundido bilateralmente na regidao CA1 do hipocampo dorsal (0,8
ul por lado) veiculo (VEH; 0,1% DMSO em salina 0,9%) ou rapamicina (RAPA,;
20pmol) em distintos tempos (0, 180 ou 360 minutos) apds a sessdo de reativacao.
Apbs 24 horas (Sesséo de teste), os animais foram re-introduzidos no campo aberto,
onde um dos objetos apresentados durante o treino foi aleatoriamente substituido

por um objeto novo (A e C), conforme ilustra a Figura 6.
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FIGURA 6 - Esquema ilustrativo do protocolo de reativacdo da meméria de reconhecimento de objetos com objetos
familiares.

2.5.3 Protocolo de reativacdo da memoria de reconhe  cimento de objetos com
estimulo novo

No dia 1 (Sessdo de treino), os animais foram expostos a dois objetos
diferentes (A e B) por 5 minutos. Vinte quatro apds, os ratos foram expostos a um
objeto familiar (A) e um objeto novo (C) por 5 minutos para reativar o traco
mnemaonico (Sessdo de reativacdo). Foi infundido bilateralmente, na regido CA1l do
hipocampo dorsal (0,8 ul por lado) veiculo (VEH; 0,1% DMSO em salina 0,9%) ou
rapamicina (RAPA; 20 pmol), imediatamente apds a sessdo de reativacdo. Apos 24
ou 120 horas (Sessdo de teste), os animais foram divididos em 4 grupos e re-
introduzidos no campo aberto na presenca de diferentes combinacdes de objetos
(Figura 7).
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FIGURA 7 — Esquema ilustrativo dos protocolos de reativagdo da memdria de reconhecimento de objetos com estimulo
novo.

2.6 Campo Aberto

Para avaliar a atividade locomotora e o comportamento exploratério de
animais, utilizou-se a tarefa denominada de campo aberto. O aparelho utilizado para
esta tarefa consiste em uma caixa de madeira com dimensdes de 60 cm de
comprimento por 40 cm de profundidade e 50cm de altura com a sua parede frontal
de vidro transparente (Figura 8). O assoalho da caixa foi dividido em 12 quadrantes
iguais. Durante o experimento, o animal foi individualmente colocado no aparato
para que o explorasse livremente por 5 minutos. Registrou-se o numero de linhas
cruzadas (em inglés crossing) e o numero de elevacdes sobre as duas patas
traseiras (em inglés rearings), comportamentos que nos roedores denotam atividade
locomotora e exploratéria, respectivamente (Bonini et al., 2006; Da Silva et al.,
2006).

FIGURA 8 - Fotografia de um rato explorando o campo aberto.
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2.7 Labirinto em Cruz Elevado

Para avaliar o estado de ansiedade dos animais utilizou-se a tarefa do
labirinto em cruz elevado. O aparato consiste em uma plataforma em cruz com 40
cm de comprimento em cada braco, posicionada a 1 m de altura do ch&o. Dois
bracos contralaterais do labirinto possuem paredes elevadas, sendo denominados
fechados, e os outros dois ndo possuem paredes, sendo denominados abertos
(Figura 9). Os animais foram individualmente colocados no centro do labirinto e
deixados para explora-lo por 5 minutos. Registrou-se o tempo de permanéncia e o
namero de entradas nos bracos abertos e fechados. Quanto mais ansioso estiver o
animal, maior o tempo de permanéncia nos bracos fechados e o nimero de entradas
nestes bracos (Bevilagua et al., 2003; Kerr et al., 2005; Da Silva et al., 2006).

FIGURA 9 - Fotografia de um rato sendo submetido & tarefa de Labirinto em Cruz Elevado.
2.8 Labirinto Aquatico 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 &, indubitavelmente, umas das razfes para seu sucesso. Esta
tarefa estd baseada em uma capacidade universal, a utilizacdo de dicas ambientais
para encontrar um alvo que, ao permitir 0 escape de uma situacdo desprazerosa,

atua como reforgco positivo. O LAM € o modelo comportamental mais amplamente
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usado para analisar a participacdo do hipocampo no processamento de informacao
espacial.

O LAM utilizado para este estudo encontra-se em uma sala ampla, bem
iluminada (iluminacao indireta) e sem janelas, a qual foi especialmente construida
nas instalagbes do Centro de Memoria do Instituto de Pesquisas Biomeédicas da
PUCRS. O labirinto consiste de uma piscina circular feita de concreto rebocado e
impermeabilizado pintada da cor preta (com 2 m de diametro e 0,6 m de altura). A
piscina esta dividida em 4 quadrantes imaginarios idénticos (Figura 10). Submersa a
2 cm da 4gua (mantida entre 21-23T durante todo o experimento), oculta da vista
do sujeito experimental, encontra-se uma plataforma de escape de 12 cm de
diametro. A superficie da plataforma € abrasiva para permitir que o animal suba nela
assim que a detectar. O LAM esta rodeado de numerosos elementos claramente
visiveis, de cores e formas contrastantes, comportamentalmente neutros (figuras,
desenhos geométricos e abstratos, etc.), pendurados nas paredes da sala. Estes
elementos servem como dicas de localizacdo espacial e sua posicdo pode ser

mudada a vontade do experimentador (Figura 10).

FIGURA 10 - vista geral da sala do LAM do Centro de Memodria do Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS.

Foi infundido, bilateralmente na regido CAl do hipocampo dorsal (0,8 pl por
lado), veiculo (VEH; 0,1% DMSO em salina 0,9%) ou rapamicina (RAPA; 20 pmol)

24 horas antes da primeira sessédo de treinamento ao LAM.
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2.9 Protocolo de aprendizado do Labirinto Aquatico de Morris

A sessédo de treinamento do LAM consistiu de 1 sessao diaria de 8 largadas
durante 5 dias. A plataforma de escape foi mantida ha mesma posi¢cao durante os 5
dias de treino. Cada uma das 8 largadas diarias foi iniciada de uma posigéo distinta
da piscina de acordo com um padrdo pseudo-aleatério gerado por um sistema
computadorizado desenvolvido no Centro de Memoria da PUCRS. A duracdo
maxima da largada foi de 60 segundos e, se 0 animal ndo encontrasse a plataforma
neste periodo, foi conduzido até ela pelo experimentador, permanecendo sobre a
mesma durante 30 segundos. A retencdo da memaoria no LAM foi avaliada em um
teste de retencéo de 60 segundos, com auséncia da plataforma de escape, realizado
24 horas apoés o ultimo dia de 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 memdria

espacial (Figura 11).

FIGURA 11 - Fotografia de um rato sobre a plataforma de escape no LAM.

2.10 Esquiva Inibitoria

O aparelho utilizado para o treino na tarefa de esquiva inibitéria de uma Unica
sessdao consiste em uma caixa de madeira de 50,0 x 25,0 x 25,0 cm, com a parte
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frontal 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 8,0 cm de
largura (Figura 12). Os animais receberam infusdo bilateral, na regido CAl do
hipocampo dorsal (0,8 pl por lado), de veiculo (VEH; 0,1% DMSO em salina 0,9%)
ou rapamicina (RAPA; 20 pmol) 24 horas antes da sessao de treinamento da tarefa
de esquiva inibitoria.

Os animais foram inicialmente submetidos a uma sessdo de treinamento
individual, na qual foram colocados sobre a plataforma, na lateral esquerda do
aparato, para que explorassem a mesma. Quando desciam da plataforma com as
guatro patas sobre as barras de bronze eletrificaveis, recebiam um choque elétrico
de 0,5 mA por 2 segundos (Cammarota et al., 2003). Posteriormente foram retirados
e colocados novamente na caixa moradia.

Para avaliar a retencdo da memoria de longa duracdo na tarefa de esquiva
inibitéria, os animais foram submetidos a uma sessédo de teste comportamental 24
horas apos o treino. O procedimento utilizado na sessao de teste foi idéntico aquele
empregado na sessao de treino, exceto que, ao descer da plataforma, o animal nédo
recebia choque. Para as sessdes de teste e treino foram adotados tempos maximos
de descida, sendo 20 segundos para a sessao de treino e 180 segundos para a
sessdo de teste, apOs os quais 0s animais eram devolvidos a sua caixa moradia.
Aqueles animais que, durante a sessao de treino, ndo desceram da plataforma antes

de transcorridos 20 segundos foram eliminados do estudo.

FIGURA 12 - Fotografia da caixa de Esquiva Inibitéria.
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2.11 Controle histologico da regido estudada

ApoOs o término dos experimentos comportamentais 0s animais previamente
operados foram avaliados histologicamente, quanto a colocag&o de suas canulas e a
regido cerebral atingida pela infusdo, visando garantir que apenas os dados
comportamentais de animais que efetivamente receberam a administracdo correta
dos farmacos fossem incluidos na analise estatistica final.

Para isso, ap0s o0s procedimentos comportamentais 0s animais foram
submetidos a infusdo bilateral de uma solucdo de azul de metileno a 4% através das
canulas; quinze minutos depois, foram sacrificados e seus cérebros removidos e
colocados em uma solucéo de formol 4% por um periodo de 4 dias, quando entao se
procedeu a analise histologica, considerando-se somente 0s animais com a

localizac&o dentro de 2 mm? do local desejado (Figura 13).

FIGURA 13 - Desenho do cérebro de rato adquirido do Atlas de Paxinos e Watson, 1986, mostrando a localizacéo da
implantacdo das canulas de infusédo na regido CAl do hipocampo dorsal.

2.12 Analise Estatistica dos Dados

A andlise foi realizada em um computador Pentium IV 2.8 GHz utilizando os

softwares Graph-Pad Prisma 4.1 e Microsoft Office Excel. Para a andlise dos dados
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da tarefa de reconhecimento de objetos e para aqueles obtidos no LAM, no campo
aberto e no labirinto em cruz foram utilizados testes de estatistica paramétrica
(ANOVA de uma ou duas vias, seguidas do contraste adequado ou teste t de
Student). Os dados foram expressos como media * erro padrdo e, no caso dos
graficos referentes a tarefa de reconhecimento de objetos, foram representados
como porcentagem do tempo total de exploracdo de cada objeto naquela sesséo de
treino ou teste. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

Os dados obtidos na tarefa de esquiva inibitoria foram analisados mediante
estatistica ndo paramétrica (teste de Mann-Whitney seguido do teste de Dunn) ja
gue a variavel em estudo (a laténcia de descida da plataforma) ndo segue uma
distribuicdo normal nem cumpre com o requerimento de homocedasia (igualdade

das variancias).



3 RESULTADOS

Com o objetivo de verificar se a ativagdo da proteina cinase mTOR é
necesséria na regido CA1 do hipocampo dorsal para o processo de consolidagdo da
memoria de reconhecimento de objetos, ratos foram treinados na tarefa de
reconhecimento de objetos. No dia 1 (Sesséo de treino) os animais foram expostos a
dois objetos distintos (A e B) por 5 minutos e, imediatamente, 180, 360 ou 540
minutos apds a sessdo de treino, foram infundidos com veiculo ou RAPA (20
pmol/0,8 ul/lado) na regido CA1 do hipocampo dorsal. A retencdo da memoria de
longa duracéo foi avaliada 24 horas apés a sessao de treino (Sessao de teste, Dia
2). Durante a sessdo de teste os animais foram expostos por 5 minutos ao objeto
familiar A, juntamente com o objeto novo C, independentemente do tempo
transcorrido entre a finalizacdo da sessao de treino e 0 momento da infusdo. Os
animais que receberam infusdo bilateral de RAPA na regido CA1l do hipocampo,
imediatamente, 180 ou 360, mas ndo 540 minutos apdés a sessdo de treino,
passaram a mesma quantidade de tempo explorando o objeto familiar e o objeto
novo durante a sessdo de teste (Figurald), enquanto os animais que receberam
infusdo de RAPA 540 minutos depois da sessao de treino passaram mais tempo
explorando o objeto novo que o familiar, comportamento este, parecido ao do grupo
controle, sugerindo que a atividade da mTOR na regido CA1 do hipocampo dorsal é
necesséaria durante uma restrita janela temporal pos-treino para a consolidacdo da

memoria de reconhecimento de objetos.
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FIGURA 14 - Aiividade da mTOR no hipocampo dorsal é requerida d  urante uma restrita janela temporal apos o treino p  ara a consolidagdo da meméria de reconhecimento de
objetos . No dia 1 (Sessé&o de treino) os ratos foram expostos a dois diferentes objetos (A e B) por 5 minutos, imediatamente, 180, 360 ou 540 depois receberam infuséo bilateral (0,8 pl/lado) de
veiculo (0,1% de DMSO em salina; Veh) ou rapamicina (20 pmol/lado; Rapa) na regido CAl do hipocampo dorsal. No dia 2 (Sesséo de teste) os animais foram expostos a um objeto familiar (A) e
um objeto novo (C) por 5 minutos. Os dados (média * erro padréo) sdo expressos como porcentagem do tempo total de exploragdo. ***p<0,01 e **p<0,05 no teste t de Student para amostra Unica,
valor de referéncia =50 (n=13 por grupo).
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Com o objetivo de verificar se o efeito amnésico da RAPA deve-se
efetivamente a inibicdo da consolidacdo da memoéria de longa duracdo de
reconhecimento de objetos ou, pelo contrario, deve-se simplesmente a um efeito
inibitdrio sobre a capacidade de expressédo do traco, os animais foram expostos a
dois objetos diferentes (A e B) por 5 minutos (Sessdo de treino, Dia 1) e,
imediatamente depois, foram infundidos com veiculo ou RAPA (20 pmol/0,8 ul/lado).
Passadas 3 horas da sesséo de treino (Sessao de teste, Dia 2), os animais foram
expostos ao objeto familiar A, juntamente com um objeto novo (C). Como se pode
observar na Figura 15, tanto os animais controle quanto os tratados com RAPA
mostraram preferéncia pelo objeto novo durante a sessao de teste, indicando que a
inibicdo da proteina cinase mTOR no hipocampo imediatamente apds a sessao de
treino ndo afeta a retencdo da memoria de curta duracdo para a tarefa de
reconhecimento de objetos, sugerindo que o efeito amnésico demonstrado para a
memoéria de longa duracdo se deve efetivamente ao bloqueio do processo de

consolidacéo.
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FIGURA 15 - Inibigso pés-treino da mTOR no hipocampo ndo afeta ~ a memoria de curta duracdo para a tarefa de
reconhecimento de objetos. No Dia 1 (Sesséo de treino), os ratos foram expostos a dois objetos distintos (A e B) por 5 min e,
imediatamente apos, receberam infusdo bilateral (0,8 pl/lado) de veiculo (0,1% DMSO em salina; VEH), ou rapamicina (20
pmol/lado; Rapa) na regido CA1 do hipocampo dorsal. Trés horas depois da sesséo de treino, os animais foram expostos a um
objeto familiar (A) e um objeto novo (C) por 5 minutos (Sesséo de Teste). Os dados (média + erro padréo) sdo expressos como
porcentagem do tempo total de exploragdo. ***p<0,01 e **p<0,05 em teste t de Student para amostra Unica, valor de referéncia
=50 (n=8 por grupo).

Para verificar se a infusdo de RAPA na regido CA1l do hipocampo exerce

alguma acao no estado de ansiedade ou na atividade locomotora e exploratéria dos
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animais, que pudesse mascarar a evoca¢do da memdria de longa duracdo na tarefa
de reconhecimento de objetos, os ratos foram infundidos com veiculo ou RAPA (20
pmol/0,8 pl/lado) na regido CAl1l do hipocampo dorsal, 24 horas antes de serem
submetidos a uma sessao comportamental nas tarefas de Labirinto em Cruz Elevado
e Campo Aberto. Como pode ser observado na Tabela 1 o inibidor da mTOR nao
causou alteragBes no numero total de entradas, no namero total de entradas nos
bracos abertos ou na porcentagem de tempo de permanéncia nos bracos abertos
durante uma sesséo de 5 minutos no Labirinto em Cruz Elevado. Da mesma forma,
a infusdo da RAPA intra-hipocampal ndo afetou o nimero total de cruzamentos e de
elevacbes em uma sessao de exploracao livre com duracdo de 5 minutos no Campo
Aberto (Tabela 1). Esses resultados indicam que, quando infundida no hipocampo
24 horas antes da avaliagdo comportamental, a RAPA ndo modifica o estado de

ansiedade nem a atividade locomotora e exploratoria dos animais.

TABELA 1 Infusdo de rapamicina na regido CA1l do hipocampo do rsal ndo afeta o estado de ansiedade nem a
atividade locomotora e exploratoria.

VEH RAPA
Total de Entradas 23421 20,3+1,9
Entrada nos bragos abertos 102+£1,1 9,0+1,0
Tempo nos bracos abertos (%) 27,6 £3,9 29,8 +5,2
Cruzamentos 68,3 +6,6 64,3 +8,5
Elevagbes 28,2+34 27,8+3,3

Foi infundido, bilateralmente na regido CAl do hipocampo dorsal, veiculo (0,1% DMSO em salina; VEH) ou Rapamicina (20
pmol/0,8 pl/lado; Rapa), 24 horas antes de uma sessdo comportamental de Labirinto em Cruz Elevado ou Campo Aberto. Os
dados estdo expressos como média (+ erro padréo) do nimero total de entradas, niumero de entradas nos bracos abertos e
porcentagem de tempo nos bracos abertos (Labirinto em Cruz; n=10 por grupo) e nimero de total de cruzamentos e elevac¢des
(Campo Aberto; n=10 por grupo). Um grupo distinto de animais foi utilizado para cada paradigma comportamental.

Para garantir que o efeito amnésico causado pela RAPA nao se deve a um
dano na funcionalidade hipocampal, esta foi infundida (20 pmol/0,8 pl/lado) na regiao
CA1 do hipocampo dorsal 24 horas antes da primeira sesséo de treino na tarefa do
Labirinto Aquatico de Morris (versao espacial). Os animais adquiriram (Figura 16a) e
evocaram (Figura 16b) uma preferéncia espacial equivalente ao grupo controle. Do
mesmo modo, quando treinados em uma tarefa de esquiva inibitéria de sessao
Unica, os animais que receberam RAPA intra-hipocampal 24 horas antes do treino
aprenderam a resposta condicionada aversiva equivalente ao grupo controle (Figura
16c¢).
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FIGURA 16 - A inibicdo da mTOR hipocampal 24 horas antes do tre  ino ndo afeta a aquisicio nem a retencéo de
memorias dependentes do hipocampo . A) Média das laténcias de escape durante os cinco dias de aquisi¢do do aprendizado
espacial para ratos que receberam veiculo (0,1% de DMSO em salina; VEH; circulos brancos) ou rapamicina (20 pmol/lado;
Rapa; circulos pretos) na regido CA1l do hipocampo dorsal 24 horas antes da primeira sessdo de treino. Os dados estdo
apresentados como a média (+ erro padrao) por bloco de 8 largadas; n=8 por grupo. B) Porcentagem do tempo total gasto no
quadrante alvo (QA) durante um teste de 60s realizado 24 horas ap6s o 5°dia de treino para os animais mostrados na FIG A.
Os dados estdo apresentados como a média (+ erro padrdo). **p<0,05 no teste t de Student para uma amostra (valor de
referéncia=25%). C) Ratos com canulas implantadas na regido CA1 do hipocampo dorsal receberam infusdo bilateral de
veiculo (0,1% de DMSO em salina; VEH) ou rapamicina (20 pmol/lado; Rapa) na regido CAl do hipocampo dorsal e, 24 horas
depois, foram treinados na tarefa da esquiva inibitéria de sessédo Unica (n=9 por grupo). Os dados estdo apresentados como
mediana * intervalo interquartil da laténcia de descida durante a sesséo de treino (TR) ou a sesséo de teste da memoria de
longa duragéo (LTM) realizada 24 horas ap6s o treino. Teste U de Mann-Whitney.

Muitas memoérias tornam-se susceptiveis a interrupcdes farmacoldgicas
quando reativadas. Acredita-se que a evocacao inicia um processo dependente de
sintese protéica denominada de reconsolidacéo, que pode operar para re-estabilizar
0 traco mnemonico evocado (Nader et al.,, 2000b; Przybyslawski et al., 1999;
Przybyslawski e Sara, 1997; Sara, 2000; Kida et al., 2002) e/ou para permitir a
incorporacao de novas informacdes ao traco original (Rossato et al., 2006). Existem
indicios de que a evocacdo da memoria de reconhecimento de objetos induz um
evento como reconsolidacdo (Kelly et al., 2003), requerendo sintese protéica em
diferentes areas do cérebro, particularmente no cértex pré-frontal ventro-medial
(Akirav e Moroun, 2006) e no hipocampo (Rossato et al., 2007). No entanto, o papel
desempenhado por essas duas areas do cérebro durante o processo de
reconsolidacdo da memoria de reconhecimento de objetos, parece que sao
diferentes. A inibicdo de sintese protéica no cértex pré-frontal ventro-medial, apos a
evocacao, causa amneésia quando a memoria original é totalmente reativada (Akirov

e Maroun, 2006), enquanto o hipocampo pode se tornar engajado na reconsolidacéo
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gquando ocorre evocagcdo e ao mesmo tempo aquisicdo de novas informacgdes
(Rossato et al., 2007). Para analisar esta ultima afirmacdo e averiguar se a inibicao
da proteina cinase mTOR hipocampal, apds a evocacédo, tem algum efeito sobre a
persisténcia da memaoria de reconhecimento de objetos, ratos foram expostos a dois
objetos diferentes (A e B) por 5 minutos (Sessao de treino; Dia 1). No dia 2 (Sessao
de reativacdo) os animais foram re-expostos aos mesmos dois objetos por 5
minutos, com o intuito de reativar o traco da memoria de reconhecimento.
Imediatamente, 180 ou 540 minutos depois, os animais foram infundidos
bilateralmente com veiculo ou RAPA (20 pmol/0,8 ul/lado) na regido CAl do
hipocampo dorsal. Se a atividade da mTOR no hipocampo for necessaria para a
reconsolidacdo da memoaria de reconhecimento sob estas condi¢cdes, quando fosse
feita a combinacdo de um objeto familiar com um objeto novo um dia apos a
reativacao (Sessao de teste), os animais que recebessem RAPA (20 pmol/lado) ao
final da sessédo de reativagcdo ndo mostrariam nenhuma preferéncia por qualquer
objeto e explorariam ambos igualmente. No entanto, como se pode observar na
Figura 17, quando confrontados com um objeto familiar e um objeto novo 24 horas
depois da sessdo de reativacdo, os animais tratados com veiculo ou RAPA
exploraram preferencialmente o objeto novo, indicando que a inibicdo pds-reativacao
de mTOR néo tem efeito sobre a memadria para um objeto familiar. Nota-se que os
animais passam mais tempo explorando o objeto novo que o familiar sem importar o

tratamento recebido, indicando que a memoaria foi preservada.
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FIGURA 17 - Inibicdo hipocampal de mTOR apds uma sessdo de reat
reconhecimento de longa duragdo. Ratos com canulas implantadas na regido CAl do hipocampo dorsal foram expostos a dois objetos distintos (A e B) por 5 minutos (Sesséo de treino; Dia 1).
Apo6s 24 horas os animais foram re-expostos por 5 minutos aos mesmos dois objetos para reativacdo do traco mnemonico (Sesséo de reativacédo; Dia 2) e, imediatamente, 180 ou 540 minutos
depois, receberam uma infusdo bilateral de veiculo (0,1% de DMSO em salina; VEH) ou rapamicina (20 pmol/0,8ul/lado; Rapa) na regido CA1 do hipocampo dorsal. A retencdo da meméoria foi
avaliada 24 horas depois mediante exposi¢do dos animais ao objeto familiar A juntamente com um objeto novo C (Sesséo de teste, Dia 3). Os dados (média + erro padréo) séo expressos como
porcentagem do tempo total de exploragdo. ***p<0,01 e **p<0,05 em teste t de Student para amostra Unica, valor de referéncia =50 (n=10 por grupo).

ivacdo envolvendo exposicdo a objetos familiares né

o afeta a posterior retencdo da memoéria de
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Uma vez que nenhum efeito foi observado na administragéo intra-hipocampal
de RAPA (20 pmol/lado) no processo de reconsolidagcdo do traco mnemonico
guando este foi reativado na presenca dos mesmos objetos estimulo e, sabendo que
a possivel funcdo biolégica do processo de reconsolidacdo ndo estaria restrita a
estabilizacdo do trago reativado, mas também envolvida na integragdo de novas
informacdes as memorias ja consolidadas (Rodriguez-Ortiz et al., 2005; Rossato et
al., 2006; Rossato et al., 2007), procurou-se verificar se a inibicdo hipocampal da
MTOR afeta a retencdo da memaoria quando a reativacao ocorre junto com a adi¢cao
de novas informagdes ao trago consolidado. Para isso, ratos foram expostos a dois
objetos diferentes (A e B) por 5 minutos (Sesséo de treino; Dial); 24 horas depois
foram expostos por 5 minutos (Sesséo de reativacdo; Dia 2) a um dos objetos que
havia sido apresentado durante a sessdo de treino (A) e um objeto novo (C),
imediatamente depois os animais foram infundidos bilateralmente com veiculo ou
RAPA (20 pmol/0,8 pl/llado) na regido CAl do hipocampo dorsal, sendo
posteriormente divididos randomicamente em quatro grupos experimentais. A
retencdo da memoria foi testada 24 horas depois (Figura 18). 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 B e D; o grupo 3 aos objetos C e D e o grupo 4 foi exposto novamente aos
objetos A e B. Os animais que recebem veiculo intra-hipocampal apés a reativacao
da memoria exploraram igualmente os objetos A e B e passam mais tempo na
sessdao de teste explorando o objeto novo (D) que os outros objetos, mostrando que
eles lembram do objeto A e do objeto B que foram apresentados no dia 1 (Sessao
de treino), e adquirem a memdéria do objeto C apresentado durante a sessdo de
reativacao no dia 2. No entanto, como pode ser observado na Figura 18, os animais
gue receberam RAPA imediatamente ap0s a sessao de reativagcdo passam a mesma
guantidade de tempo explorando os objetos A e D e os objetos C e D, sugerindo que
a infusdo de RAPA na regido CAl do hipocampo dorsal, prejudica a retencédo da
memoria do objeto A e bloqueia a formagcdo da memodria do objeto C. A memoria
para o objeto B, que ndo havia sido apresentado durante a sessao de reativacao,
nao foi afetada pela infusdo de RAPA, pois quando apresentado juntamente com o
objeto novo D os animais passaram mais tempo explorando o objeto novo (Figura
18), indicando que a amnésia produzida por esta droga ndo € devido a uma acao

inespecifica na performance da tarefa de reconhecimento de objetos ou durante o
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processo de evocacgdo, mas sim a um verdadeiro e duradouro prejuizo na retencao
da memodria para os objetos apresentados durante a sessao de reativacao.

Para analisar se a amnésia induzida pela infusdo intra-hipocampal de RAPA
(20 pmol/0,8 pl/lado) foi temporaria, os animais foram submetidos a uma sesséo de
treino (Dia 1); 24 horas depois foram submetidos a uma sesséo de reativagao (Dia 2)
na presenca de um objeto familiar e um objeto novo; e 120 horas depois passaram
por uma sessao de teste (Dia 7). Como mostrado na Figura 19 o tempo transcorrido
entre a sessao de reativacao e a de teste ndo tem efeito sobre a amnésia provocada
pela administracdo de RAPA apds a sessao de reativacao, sugerindo que este efeito

nao é revertido com o passar do tempo.
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FIGURA 18 - Inibigdo da mTOR hipocampal depois da reativacdo da mem@ria na presenca de um objeto familiar e um obj  eto novo prejudica a memaria desses objetos sem afe  tar a
memo@ria do outro objeto familiar ndo apresentado du rante a sessdo de reativagdo . Ratos com cénulas implantadas na regido CA1 do hipocampo dorsal foram expostos a dois objetos distintos
(A e B) por 5 minutos (Sesséo de treino; Dia 1). Apés 24 horas os animais foram re-expostos ao objeto A juntamente com o objeto novo C (Sessédo de reativacdo; Dia 2). Apds a sessdo de
reativacdo os ratos foram randomicamente divididos em quatro grupos e receberam, imediatamente ap6s, uma infusé@o bilateral de veiculo (0,1% de DMSO em salina; VEH) ou rapamicina (20
pmol/0,8 pl/lado; RAPA) na regido CAl. Ap6s 24 horas da sesséo de reativagdo os animais foram submetidos a um teste de 5 minutos de duracédo (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, Grupo 4= Objeto A + Objeto B onde o
objeto D era o novo. Nota-se que RAPA prejudica a retencdo da memoria para o objeto novo C e também para o objeto familiar A (que foram apresentados durante a sesséo de reativagéo), mas
ndo prejudica a meméria para o objeto familiar B, que ndo foi apresentado aos animais durante a reativagdo. Os dados (média * erro padrédo) sdo expressos como porcentagem do tempo total de
exploragdo. ***p<0,01 em teste t de Student para amostra Unica, valor de referéncia =50 (n=12 por grupo).
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FIGURA 19 - O efeito amnésico produzido pela inibicdo hipocampa | de mTOR depois da sesséo de reativacdo da memoéria  na presenca de um objeto familiar e um objeto novo

Ratos com canulas implantadas na regido CA1 do hipocampo dorsal foram expostos a dois objetos diferentes (A e B) por 5 minutos (Sesséo de treino; Dial). Ap6s 24 horas (Sesséo de reativagéo;
Dia 2) os animais foram expostos a um objeto familiar (A) e a um objeto novo (C). Imediatamente apds a sessdo de reativacdo os ratos foram randomicamente divididos em quatro grupos e
receberam infuséo bilateral de veiculo (0,1% de DMSO em salina; VEH) ou rapamicina (20 pmol/lado; RAPA) na regido CA1 do hipocampo dorsal. Ap6s 120 horas os animais foram submetidos a
uma sesséo de teste de 5 minutos de duracdo (Sesséo de teste; Dia 7) na presenca de diferentes combinag8es de objetos como descrito a seguir: Grupo 1= Objeto A + Objeto D; Grupo 2= Objeto
B + Objeto D; Grupo 3= Objeto C + Objeto D e Grupo 4= Objeto A + Objeto B, onde o objeto D era o novo. Nota-se que RAPA prejudica a retengdo da meméria para o objeto novo C e também para
0 objeto familiar A (que foi apresentado durante a sesséo de reativacdo), mas ndo prejudica a meméria do objeto familiar B, ao qual os animais ndo foram expostos durante a sesséo de reativacgao.
Os dados (média + erro padréo) séo expressos como porcentagem do tempo total de exploragéo. ***p<0,01 em teste t de Student para amostra Unica, valor de referéncia =50 (n=12 por grupo).
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Com o objetivo de verificar se a mMTOR é necessaria para retencdo da
memoria de reconhecimento de objetos 24 horas depois da sessdo de treino, na
auséncia de qualquer estimulo comportamental especifico, os animais foram
expostos a dois objetos distintos (A e B) por 5 minutos (Sesséo de treino; Dia 1).
Apébs 24 horas (Dia 2) os animais foram randomicamente divididos em trés grupos
diferentes que receberam infusdo bilateral de veiculo ou RAPA (20 pmol/lado) na
regido CA1 do hipocampo dorsal e retornaram as suas caixas moradia sem receber
qualquer estimulo especifico. Passadas 24 horas (Sesséo de teste; Dia 3), o grupo 1
foi exposto aos objetos A e D; o grupo 2 aos objetos B e D; e o0 grupo 3 aos objetos
C e D, por 5 minutos, sendo que o objeto D era o novo. Como se pode observar na
Figura 20 os animais que receberam infusdo intra-hipocampal de veiculo ou RAPA
passam mais tempo explorando o objeto novo D que o objeto familiar A e passaram
a mesma quantidade de tempo explorando os objetos novos C e D, mostrando que a
RAPA néo tem efeito na retencdo da memoéria quando administrada 24 horas apos a

sessdao de treino na auséncia de qualquer evento comportamental relevante.
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FIGURA 20 - A inibicdo de mTOR hipocampal 24 horas apés a sessd o de treino na auséncia de eventos comportamentais relevantes ndo afeta a retencdo da memodria de
reconhecimento de objetos . Ratos com cénulas implantadas na regido CAl do hipocampo dorsal foram expostos a dois objetos distintos (A e B) por 5 minutos (Sesséo de treino; Dia 1). Apos 24
horas da sesséo de treino os animais foram randomicamente divididos em trés grupos diferentes que receberam uma infuséo bilateral de veiculo (0,1% de DMSO em salina; VEH) ou rapamicina
(20 pmol/lado; RAPA) na regido CA1, retornando as suas caixas moradia sem receber nenhum estimulo especifico. Passadas 24 horas os animais foram submetidos a uma sesséo de teste de 5
minutos de duracdo (Sessao 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 foram os objetos novos. Os dados (média + erro padrdo) sdo expressos como porcentagem do tempo total de exploragdo. ***p<0,01 em teste t de
Student para amostra Unica, valor de referéncia =50 (n=10 por grupo). No topo da figura ha uma representacéo esquematica do protocolo comportamental utilizado.
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As informagdes contextuais apresentadas durante o treino podem atuar como
lembretes, sugerindo que apenas a informacéo contextual, pode induzir a reativagao
da memoaria por si sO (Spear, 1973; Sara, 2000). E, para determinar se a inibicdo da
MTOR hipocampal afeta a memoria de reconhecimento de objetos quando as
informagdes contextuais sdo apresentadas sozinhas, os animais foram expostos a
objetos distintos (A e B) por 5 minutos (Sessao de treino; Dia 1). Passadas 24 horas
foram submetidos a uma sessao de reativacdo contextual (Dia 2), na qual os animais
puderam explorar por 5 minutos a arena do campo aberto, onde havia ocorrido a
sessdo de treino, na auséncia de objetos ou de qualquer outro estimulo
comportamental. Imediatamente depois 0os animais foram randomicamente divididos
em trés grupos diferentes que receberam infusdo bilateral de veiculo ou RAPA (20
pmol/0,8 ul/lado) na regido CA1 do hipocampo dorsal. Apés 24 horas (Sessdo de
teste; Dia 3), o grupo 1 foi exposto aos objetos A e D; o grupo 2 aos objetos B e D; e
0 grupo 3 aos objetos C e D por 5 minutos, onde os objetos C e D eram novos.
Como pode ser observado na Figura 21 os animais que receberam infuséo intra-
hipocampal de veiculo ou RAPA passaram mais tempo explorando o objeto novo D
gue o objeto familiar A ou B e passam a mesma quantidade de tempo explorando os
objetos novos C e D (Figura 21), sugerindo que somente a exposicado ao contexto
ndo é suficiente para reativar o trago e induzir reconsolidacdo da memoria de

reconhecimento de objetos.
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FIGURA 21 - A inibicdo da mTOR hipocampal 24 horas apés a sessd o de treino na auséncia de eventos comportamentais relevantes ndo afeta a retencdo da memodria de

reconhecimento de objetos. Ratos com cénulas implantadas na regido CAl do hipocampo dorsal foram expostos a dois objetos distintos (A e B) por 5 minutos (Sesséo de treino; Dia 1). Apos 24
horas os animais foram colocados na arena do campo aberto para que a explorassem livremente por 5 minutos, na auséncia dos objetos (Sesséo de reativagdo contextual; Dia 2). Imediatamente
apos a sessao de reativacao os animais foram randomicamente divididos em trés grupos e receberam infusao bilateral de veiculo (0,1% de DMSO em salina; VEH) ou rapamicina (20 pmol/lado) na
regido CA1 do hipocampo dorsal. Passadas 24 horas os animais foram submetidos a uma sessé&o de teste de 5 minutos de duracdo (Sesséo 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. Os dados (média + erro

padrdo) séo expressos como porcentagem do tempo total de exploragdo. ***p<0,01 e **p<0,05 em teste t de Student para amostra Unica, valor de referéncia =50 (n=10 por grupo). No topo da figura
h& uma representagdo esquematica do protocolo comportamental utilizado.
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Com o objetivo de verificar se a inibicdo da mTOR hipocampal ap6s uma
sessdo de pseudo-reativacdo afeta o traco da memaria de reconhecimento original,
0s animais foram expostos a dois objetos distintos (A e B) por 5 minutos (Sessao de
treino; Dia 1). Passadas 24 horas, estes foram expostos a dois objetos novos D e E
(Sessao de pseudo-reativacdo; Dia 2) por 5 minutos. Imediatamente depois 0s
animais foram randomicamente divididos em quatro grupos diferentes que
receberam infusédo bilateral de veiculo ou RAPA (20 pmol/lado) na regido CAl do
hipocampo dorsal. Apds 24 horas (Sesséao de teste; Dia 3), o grupo 1 foi exposto aos
objetos A e F; 0 grupo 2 aos objetos B e F; o grupo 3 aos objetos D e F; e o grupo 4
aos objetos E e F, por 5 minutos, onde F era o objeto novo. Como pode ser
observado na Figura 22 os animais que receberam infusédo intra-hipocampal de
RAPA tiveram um prejuizo na retencdo da memoéria para os dois objetos
apresentados na sessao de pseudo-reativacéo, pois passaram a mesma quantidade
de tempo explorando os objetos familiares (D e E) e o objeto novo F, porém, os
animais foram capazes de lembrar dos objetos apresentados na sesséo de treino (A
e B), pois passaram mais tempo explorando o objeto novo F, sugerindo que a RAPA
ndo tem efeito na persisténcia da memoaria original, mas bloqueia a retencdo da

mem©aria para 0s objetos introduzidos durante a sesséo de pseudo-reativacao.
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FIGURA 22 - Ainibicdo da mTOR hipocampal apés uma sessdo de ps  eudo-reativacéo envolvendo exposicéo a dois objetos novos n&o afeta a memoria de reconhecimento origin - al.
Ratos com canulas implantadas na regido CA1 foram expostos a dois objetos distintos (A e B) por 5 minutos (Sessé&o de treino; Dia 1). Ap6s 24 horas os animais foram expostos a dois objetos
novos (D e E; Sessao de reativagdo; Dia 2). ApOs a sesséo de reativagdo os animais foram randomicamente divididos em quatro grupos diferentes, recebendo, imediatamente depois, uma infuséo
bilateral de veiculo (0,1% de DMSO em salina; VEH) ou rapamicina (20 pmol/lado; RAPA) na regido CA1 do hipocampo dorsal. Passadas 24 horas os animais foram submetidos a uma sesséo de
teste de 5 minutos de duragdo (Dia 3) na presenga de diferentes combinag¢des 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. Nota-se que a RAPA prejudica a retengdo da meméria dos objetos D e E (que foram apresentados durante a sessédo de
pseudo-reativagdo), mas ndo prejudica a memoria dos objetos familiares A e B, aos quais os animais foram expostos durante a fase de treino. Os dados (média + erro padrédo) sdo expressos como

porcentagem do tempo total de exploragdo. ***p<0,01 e **p<0,05 em teste t de Student para amostra Unica, valor de referéncia =50 (n=10 por grupo). No topo da figura h4 uma representacéo
esquematica do protocolo comportamental utilizado.
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Os resultados apresentados acima sugerem que a amnésia induzida pela
inibicdo da mMTOR hipocampal ap6s a evocacdo da memoria de reconhecimento de
objetos possui duas caracteristicas importantes: (1) a amnésia é possivel com a
presenca de um objeto familiar e um novo no momento da evocacao; e (2), a
amnésia € especifica para a memoria do objeto familiar explicitamente evocada
durante a reativagao.

Para melhor investigar o papel da novidade na amnésia induzida pela
administracdo de RAPA apoés a sessédo de reativacdo, os ratos foram expostos a
dois objetos diferentes (A e B) por 5 minutos (Sessao de treino; Dia 1). Apds 24 e 48
horas (Sesséo de reativagdo, Dia 2 e Dia 3, respectivamente) os animais foram
expostos durante 5 minutos a um dos objetos familiares (A) e um objeto novo (C).
Imediatamente ap0s a segunda sessdo de reativacdo, 0s animais foram
randomicamente divididos em cinco grupos diferentes que receberam infuséo
bilateral de veiculo ou RAPA (20pmol/lado) na regido CA1 do hipocampo dorsal.
Passadas 24 horas (Sesséo de teste; Dia 4), o grupo 1 foi exposto aos objetos A e
D; o grupo 2 aos objetos B e D; o grupo 3 aos objetos C e D; o grupo 4 aos objetos
A e B; e 0 grupo 5 aos objetos A e C por 5 minutos, onde o objeto D era o novo.
Quando a retencao foi avaliada 24 depois, os animais que receberam infuséo intra-
hipocampal de RAPA comportaram-se como 0 grupo controle, sugerindo que a
inibicdo da mTOR hipocampal, ap0s a segunda sessao de reativacao, na presenca
de objetos familiares, ndo tem efeito sobre a persisténcia da memoria (Figura 23).
Essa hipotese foi confirmada em um conjunto diferente de experimentos, onde 0s
animais foram expostos a dois objetos distintos (A e B) no primeiro dia (Sesséo de
treino); 24 horas depois (Sessao de reativacédo; Dia 2) os animais foram expostos
durante 5 minutos a um dos objetos familiares (A) e um novo (C); passadas 24 horas
(Sesséao de reativacédo; Dia 3) os animais foram expostos durante 5 minutos aos
mesmos objetos apresentados na sessao de treino (A e B). Imediatamente apés a
segunda sessado de reativacdo, os animais foram randomicamente divididos em
cinco grupos diferentes que receberam infusdo bilateral de veiculo ou RAPA
(20pmol/lado) na regido CA1 do hipocampo dorsal. Apds 24 horas (Sessao de teste;
Dia 4), o grupo 1 foi exposto aos objetos A e D; o grupo 2 aos objetos B e D; o grupo
3 aos objeto C e D; o grupo 4 aos objetos A e B; e o grupo 5 aos objetos A e C por 5

minutos, onde D foi o objeto novo. Os animais que receberam infusdo intra-
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hipocampal de RAPA comportaram-se como 0 grupo controle, confirmando os

resultados do experimento anterior (Figura 24).
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FIGURA 23 - A inibicdo da mTOR hipocampal depois de uma segunda  sess&o de reativagdo, na presenca de objetos famil  iares, ndo tem efeito sobre a persisténcia da memér  ia.

Ratos com cénulas implantadas na regido CA1 foram expostos a dois objetos distintos (A e B) por 5 minutos (Sessé&o de treino; Dia 1). Apds 24 (sessao de reativacao; Dia 2) e 48 horas (Sesséo de
reativacdo; Dia 3) os animais foram expostos por 5 minutos ao objeto familiar A e um objeto novo (C). Os ratos foram divididos randomicamente em cinco grupos e, imediatamente depois,
receberam infusdo intra-hipocampal de veiculo (0,1% de DMSO em solucdo salina; VEH) ou rapamicina (20 pmol/0,8 pl/lado; RAPA). Passadas 24 horas os animais foram submetidos a uma
sessao de teste por 5 minutos (Dia 4) na presenca de diferentes combinagdes de objetos, como a seguir: Grupo 1 = objeto A + objeto D; Grupo 2 = objeto B + objeto D; Grupo 3 = objeto C + objeto
D; Grupo 4 = objeto A + objeto B; e Grupo 5 = objeto A + objeto C, onde D era o objeto novo. Os dados (média + erro padrdo) sdo expressos como porcentagem do tempo total de exploragao.

***n<0,01 e **p<0,05 em teste t de Student para amostra Unica, valor de referéncia =50 (n=10 por grupo). No topo da figura ha uma representagdo esquematica do protocolo comportamental
utilizado.
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FIGURA 24 - Ainibicdo da mTOR hipocampal, depois de uma segund  a sess#o de reativacso, na presenca de objetos fami liares, ndo tem efeito sobre a persisténcia da memé  ria.

Ratos com canulas implantadas na regido CA1 foram expostos a dois objetos distintos (A e B) por 5 minutos (Sessao de treino; Dia 1). Ap6s 24 horas (sesséo de reativacdo; Dia 2) os animais
foram expostos por 5 minutos ao objeto familiar A e um objeto novo (C). Passadas 24 horas (Sessdo de reativagdo; Dia 3) os animais foram expostos por 5 minutos aos mesmos objeto
apresentados na sesséo de treino (A e B). Os ratos foram divididos randomicamente em cinco grupos e, imediatamente depois, receberam infuséo intra-hipocampal de veiculo (0,1% de DMSO em
solucéo salina; VEH) ou rapamicina (20 pmol/0,8 pl/llado; RAPA). Ap6s 24 horas os animais foram submetidos a uma sesséo de teste por 5 minutos (Dia 4) na presenca de diferentes combinagdes
de objetos, como a seguir: Grupo 1 = objeto A + objeto D; Grupo 2 = objeto B + objeto D; Grupo 3 = objeto C + objeto D; Grupo 4 = objeto A + objeto B; e Grupo 5 = objeto A + objeto C, onde D era
0 objeto novo. Os dados (média * erro padrdo) séo expressos como porcentagem do tempo total de exploracéo. ***p<0,01 e **p<0,05 em teste t de Student para amostra Unica, valor de referéncia
=50 (n=11 por grupo). No topo da figura ha uma representacdo esquematica do protocolo comportamental utilizado.
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Para analisar se a amnésia induzida pela infusdo de RAPA, no hipocampo
dorsal, é especifica para o objeto familiar evocado durante a reativacdo da memoria,
ratos foram expostos a dois objetos distintos (A e B) no primeiro dia (Sessao de
treino), 24 horas depois (Sessao de reativacdo, Dia 2) os animais foram expostos,
durante 5 minutos, a um dos objetos familiares (A) e um objeto novo C (Figura 25).
Passadas 24 horas (Sesséo de reativacao, Dia 3) os animais foram expostos por 5
minutos ao objeto familiar (A) e um objeto novo D. Imediatamente depois 0s animais
receberam infusédo bilateral de veiculo ou RAPA (20 pmol/lado) na regido CA1l do
hipocampo dorsal e foram randomicamente divididos em sete grupos: Grupo 1 foi
exposto ao objeto A e o objeto novo E; Grupo 2 ao objeto B e o objeto novo E;
Grupo 3 ao objeto C e o objeto novo E; Grupo 4 ao objeto D e o objeto novo E;
Grupo 5 aos objetos A e B; Grupo 6 aos objetos A e C; e 0 Grupo 7 aos objetos A e
D. Os animais foram testados 24 horas depois (Sessao de Teste, Dia 4; Figura 25).
Os que receberam veiculo passaram mais tempo explorando o objeto novo E
qguando apresentado com os objetos familiares e, exploraram igualmente os objetos
A e B, AeC, AeD, indicando que lembram destes. Os animais que receberam
infusdo de RAPA também passaram mais tempo explorando o objeto novo E quando
apresentado com os objetos familiares, exceto quando apresentado com o0 objeto
familiar D, sugerindo que a infusdo intra-hipocampal de RAPA prejudica a formagao

da memodria para este objeto.
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o
Injecao
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FIGURA 25 - A inibicido da mTOR hipocampal apds a sesséo de reat  ivacdo na presenca de um objeto novo afeta a meméri  a para o objeto familiar lembrado durante a reativa  ¢ao.
Ratos com canulas implantadas na regido CA1 foram expostos a dois objetos distintos (A e B) por 5 minutos (Sessao de treino; Dia 1). Ap6s 24 horas (sesséo de reativacdo; Dia 2) os animais
foram expostos por 5 minutos ao objeto familiar A e um objeto novo (C). Passadas 48 horas (Sesséo de reativagdo; Dia 3) da sessao de treino os animais foram expostos por 5 minutos ao objeto
familiar A juntamente com o objeto novo D e, imediatamente depois, foram divididos randomicamente em sete grupos, recebendo infusdo intra-hipocampal de veiculo (0,1% de DMSO em solugéo
salina; VEH) ou rapamicina (20 pmol/0,8 pl/lado; RAPA). Apbs 24 horas os animais foram submetidos a uma sesséo de teste por 5 minutos (Dia 4) na presenca de diferentes combinagdes de
objetos, como a seguir: Grupo 1 = objeto A + objeto E; Grupo 2 = objeto B + objeto E; Grupo 3 = objeto C + objeto E; Grupo 4 = objeto D + objeto E; Grupo 5 = objeto A + objeto B, Grupo 6 = objeto
A + objeto C; e Grupo 7 = objeto A + objeto D onde E era o objeto novo. Os dados (média + erro padrdo) sdo expressos como porcentagem do tempo total de exploragdo. ***p<0,01 e **p<0,05 em
teste t de Student para amostra Unica, valor de referéncia =50 (n=10 por grupo). No topo da figura h4 uma representagdo esquematica do protocolo comportamental utilizado.



4 DISCUSSAO

No presente trabalho apresentamos evidéncias de que a proteina cinase
MTOR € necessaria para os processos de consolidacdo e reconsolidacdo da
memoéria de reconhecimento de objetos em ratos. Mostramos que a RAPA, inibidor
especifico da mTOR, prejudica significativamente a memoria de longa duracdo
quando infundida na regido CA1 do hipocampo dorsal imediatamente, 180 ou 360,
mas ndo 540 minutos apods o treino na tarefa de reconhecimento de objetos. O fato
de que este efeito € tempo-dependente sugere que a amnésia induzida por RAPA
deve-se a inibicdo do processo de consolidacdo e ndo a uma agdo comportamental
inespecifica ou a um prejuizo na funcionalidade hipocampal. Esta asseveracao €
corroborada por uma série de experimentos controle, os quais demonstram que:

1) a infusdo bilateral de RAPA na regido CA1 do hipocampo dorsal imediatamente
apos o treino na tarefa de reconhecimento de objetos, ndo afeta a retencdo da
memoria de curta duragao;

2) a infusdo bilateral de RAPA na regido CA1l do hipocampo dorsal 24 horas antes
da exposicdo a um campo aberto ou ao labirinto em cruz elevado, ndo altera a
atividade locomotora nem exploratéria ou o estado de ansiedade de animais;

3) a infuséo bilateral de RAPA na regido CA1l do hipocampo dorsal 24 horas antes
do treino nas tarefas de labirinto aquatico de Morris ou esquiva inibitéria, ndo
altera a preferéncia espacial e a resposta condicionada aversiva. O labirinto
aquatico de Morris e a esquiva inibitéria sdo dois paradigmas que requerem a
integridade funcional da formacéo hipocampal (Cammarota et al., 2004; Rossato
et al., 2006).

Evidéncias experimentais sugerem que memodrias consolidadas ndo séao
imutaveis, pois, apdés serem evocadas, tornam-se novamente labeis e, para
persistirem, necessitam da ocorréncia de outro processo também dependente de
sintese protéica, chamado de reconsolidacdo. Estudos sugerem que o principal
papel da reconsolidacdo € re-estabilizar o traco que fora debilitado em consequéncia
de sua reativacao (Judge e Quartermain, 1982; Przybyslawski e Sara, 1997; Nader
et al.,, 2000a; Milekic e Alberini, 2002; Tronson e Taylor, 2007). De fato, estudos

mostram que a memoria de reconhecimento de objetos, quando reativada, torna-se
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susceptivel a microinfusdo de blogqueadores metabdlicos e inibidores de sintese
protéica (Akirav e Maroun, 2006; Kelly et al., 2003; Maroun e Akirav, 2007; Rossato
et al., 2007), contudo, o papel desempenhado por diferentes areas do cérebro no
processo de reconsolidacdo ainda ndo esta claro. Por exemplo, Akirav e Maroun
(2006) mostraram que a inibicdo de sintese protéica no cértex pré-frontal ventro
medial, prejudica a persisténcia da memoria de reconhecimento de objetos quando a
infusdo do inibidor ocorre apO0s a reativacdo do traco original da memoria de
reconhecimento na presenca dos mesmos objetos apresentados durante a sessao
de treino, enquanto que Rossato e colaboradores (2007) mostraram que a inibic&o
de sintese protéica no hipocampo, prejudica a persisténcia da memoria de
reconhecimento de objetos quando a infuséo do inibidor ocorre apos a reativacédo do
traco original da memdria de reconhecimento na presenca de uma novidade (quando
a evocacao ocorre concomitantemente com a aquisicdo de uma nova informagéao).
Dessa forma, o cortex pré-frontal parece estar envolvido principalmente com a
discriminacéo da ordem temporal dos estimulos previamente encontrados (Rainer e
Miller, 2000; Xiang e Brown, 2004; Hannesson et al., 2004a; Hannesson et al.,
2004b), ja o hipocampo parece estar envolvido no processamento de informacdes
referentes a deteccdo da novidade e/ou a modificacdes na configuracdo espacial
(Wan et al., 1999; Viola et al., 2000; Mumby et al., 2002; Hammond et al., 2004,
Winograd e Viola, 2004; Aggleton e Brown, 2005; Moncada e Viola, 2006).

No presente estudo mostramos que, quando infundida bilateralmente na
regido CAl do hipocampo dorsal imediatamente, 180 ou 540 minutos apdés a
reativacdo da memoria de reconhecimento de objetos envolvendo re-exposicdo a
dois objetos familiares, a RAPA nao exerce qualquer efeito sobre o traco reativado.
Esse resultado negativo deve-se, provavelmente, ao fato de que o procedimento
empregado para reativar o traco atuou ndo s6 como uma sessao de reativagdo, mas
também como uma segunda sessao de treino durante a qual nenhuma informagéo
nova foi disponibilizada. Entretanto, quando infundimos a RAPA na regidao CAl do
hipocampo dorsal imediatamente apdés uma sessdo de reativacdo da memoria de
reconhecimento envolvendo a apresentacao de um objeto familiar e um novo, esta
bloqueou a memodria do objeto novo e a do objeto familiar que foi apresentado
durante as sessdes de treino e reativacdo, mas deixou intacta a memoria para o
objeto familiar apresentado somente durante o treino. Este efeito amnésico da

administracdo de RAPA ¢ independente do lapso entre as sessfes de reativacao,
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sugerindo que a amnésia se deve a interrupcdo da memobria previamente

consolidada e ndo a um efeito passageiro na performance comportamental. De fato,

tem-se proposto que a finalidade da reconsolidacdo ndo é meramente reconstruir um
traco que se tornou vulneravel apés sua evocacdo, mas também integrar novas
experiéncias as memdrias previamente consolidadas (Nader et al., 2000; Sara,

2000; Rodriguez-Ortiz et al., 2005; Rossato et al., 2007). Além disso, a regido

hipocampal € um dos componentes essenciais para 0 circuito que detecta e

responde a novos estimulos (Knight, 1996; Grunwald et al., 1998).

Neste trabalho mostramos que a RAPA nédo exerce efeito, quando infundida
na regido CAl do hipocampo dorsal, 24 horas apds o treino, na auséncia de
qualquer estimulo comportamental relevante; que nao tem efeito quando infundida
na regido CA1l do hipocampo dorsal imediatamente apds a reativacdo da memoria
de reconhecimento de objetos envolvendo a apresentacao de dois objetos novos; e
que a infusédo intra hipocampal de RAPA, ap0s a reativacdo contextual, na auséncia
de qualquer objeto, ndo exerce efeito sobre a persisténcia da memoria de
reconhecimento de objetos. Esses resultados possuem importantes implicacdes, tais
como:

1) indicam que o efeito da RAPA ap0s a reativagdo da memoria de reconhecimento
de objetos é devido a um bloqueio no traco original da memoria de
reconhecimento e ndo em consequéncia de um prejuizo no desempenho
comportamental dos animais durante a tarefa;

2) demonstram que a participacdo do hipocampo na reconsolidagdo da memoria de
reconhecimento de objetos estd associada com a reativagdo do traco na
presenca de um conjunto particular de pistas, envolvendo elementos familiares e
novos durante a evocagao;

3) sugerem que a exposicdo ao contexto ndo é capaz, por si sO, de reativar
efetivamente o traco de reconhecimento, pelo menos ndo a ponto de induzir
reconsolidacao dependente do hipocampo. Isso pode ser atribuido ao fato de que
0s animais empregados nestes experimentos foram pré-habituados a arena do
campo aberto antes de serem treinados, razdo pela qual, foi diminuida a

importancia relativa do contexto para desencadear a evocagao.

Neste estudo, mostramos que a RAPA nao afeta a retencdo da memoria de

reconhecimento de objetos quando administrada na regido CAl do hipocampo
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dorsal imediatamente ap0s uma segunda sessdo de reativagdo com objetos
familiares, porém, quando infundida imediatamente apdés uma segunda sessao de
reativacdo com objetos familiar e novo, afeta somente a retencdo da memoria do
objeto novo, reforcando a hipotese de que o hipocampo esta envolvido na
reconsolidacdo do traco de reconhecimento de objetos apenas quando a reativacao
ocorre concomitantemente com a aquisi¢do de novas informacgdes e ndo quando o
traco é totalmente reativado.

No presente trabalho apresentamos evidéncias de que a sintese de proteinas
€ requerida durante o processamento da memoria de reconhecimento de objetos.
Em particular, nossos resultados demonstram que a ativacao da via de sinalizagao
MTOR é necessaria na regido CAl do hipocampo dorsal, durante uma janela
temporal restrita para o processo de consolidacdo da memodria de reconhecimento
de objetos. Mostramos que quando a memoria de reconhecimento de objetos é
reativada na presenca de uma nova informagao, este traco torna-se novamente
suscetivel a RAPA, inibidor da mTOR.

E importante destacar que pretendemos, em estudos futuros, investigar
através de experimentos bioquimicos e farmacoldgicos quais sdo as proteinas
sensiveis & RAPA requeridas no hipocampo para a consolidacdo e reconsolidacao
da memoria de reconhecimento de objetos, bem como, o0s sinais extracelulares que
recrutam a via sinalizacdo da mTOR durante o processamento da memoria. Sabe-se
que a proteina cinase mMTOR regula a sintese de varias proteinas envolvidas na
plasticidade sinaptica e formacdo de memoérias, como as proteinas Arc, CaMKIl, e
Homer 2 (Schratt et al., 2004; Takei et al., 2004). Estudos mostram que a RAPA é
capaz de bloquear a expressdo de dois dos principais componentes da maquinaria
responsavel pela traducdo em neurbnios, 4E-BP1 e elF4E (Takei et al.,, 2001). A
infusdo de RAPA intra-amigdala, bloqueia a formacdo da memdria e impede o
aumento da fosforilagédo de p70S6K apds o treino na tarefa de medo condicionado
(Parsons et al., 2006). Além disso, a ativacdo dendritica da via de sinalizacao
MTOR-p70S6K, necessaria para a plasticidade sinaptica, dependente de sintese
protéica na regido CA1 do hipocampo, pode ser prevenida por RAPA (Cammalleri et
al., 2003). A RAPA é capaz de impedir a ativagdo da via de sinalizacdo mTOR/S6K,
ativada por BDNF, prejudicando a sintese de proteinas em neurdnios hipocampais
(Tang et al., 2002; Sanna et al., 2002; Cammallieri et al., 2003; Takei et al., 2001,
2004).
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Uma questédo importante que ainda permanece controversa € se 0S processos
de consolidagdo e reconsolidagcdo compartiham o0s mesmos mecanismos
bioquimicos (Przybyslawski e Sara, 1997; Summers et al., 1997; Duvarci et al., 2005;
Alberini, 2005; Dudai, 2006). Varios tratamentos farmacoldgicos que prejudicam o
processo de consolidacdo, também sdo capazes de bloquear a reconsolidacao,
levando a hipétese de que a reconsolidacdo envolve uma espécie de recapitulacdo
dos eventos moleculares e bioquimicos que ocorrem durante o processo de
consolidacéo (Sara, 2000). Por exemplo, a ativacdo pos-treino de receptores NMDA
e das cinases PKC e ERK1/2 é necessaria para os processos de consolidacdo
(Morris et al., 1986; Rickard et al., 1994; Tronel e Sara, 2003; Riedel et al. , 2003;
Bevilagua et al.,, 2005; Robbins e Murphy, 2006; Izquierdo et al.,, 2006) e
reconsolidacdo de diferentes tipos de memorias (Przybyslawski e Sara, 1997,
Summers et al., 1997; Torras-Garcia et al., 2005; Bonini et al., 2007; Duvarci et al.,
2005). No entanto, varios experimentos mostraram a existéncia de diferencas
bioquimicas significativas entre os processos de consolidacdo e reconsolidacao
(Anokhin et al., 2002; Lee et al., 2004; Boccia et al., 2006; Bucherelli et al., 2006),
sugerindo que, apesar de existirem algumas similaridades, a reconsolidacdo ndo €
uma segunda fase da consolidacdo, nem envolve a solicitagdo da consolidagdo do
traco da memoria original (Alberini, 2005; Dudai, 2006). A respeito disso,
constatamos que, apesar dos nossos resultados mostrarem que a inibicdo da
atividade da mTOR hipocampal, durante a consolidacdo e a evocacéo, prejudica a
memoéria de longa duracdo, € possivel que os substratos moleculares de tais

processos sejam diferentes em cada caso.



5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesta tese indicam que:

A inibicdo da mTOR hipocampal, através da infusdo de RAPA, imediatamente,
180 ou 360, mas ndo 540 minutos apds a sessédo de treino, bloqueia a retencéo
da memoria de reconhecimento de objetos em ratos.

A inibicdo da mTOR hipocampal, através da infusdo de RAPA, ndo afeta a
memdéria de reconhecimento de objetos de curta duragdo em ratos.

A inibicdo da mTOR hipocampal, através da infusdo de RAPA, ndo afeta a
atividade locomotora e exploratéria nem o estado de ansiedades de animais.

A inibicdo da mTOR hipocampal, através da infusdo de RAPA, ndo afeta o
aprendizado de animais nas tarefas comportamentias de labirinto aquatico de
Morris e esquiva inibitoria.

A inibicdo da mTOR hipocampal, através da infusdo de RAPA, ap0s uma sessao
de reativacdo envolvendo exposicdo a dois objetos familiares ndo afeta a
retencdo da memaria de reconhecimento em ratos.

A inibicdo da mTOR hipocampal, através da infusdo de RAPA, ap0s uma sessao
de reativacao envolvendo exposicdo a um objeto familiar e um novo, prejudica a
memoria destes dois objetos, mas ndo afeta a memoaria do objeto apresentado
somente durante o treino na tarefa de reconhecimento de objetos em ratos.

A inibicdo hipocampal da mTOR, através da infusdo de RAPA, ap0s a exposi¢cado
a arena do campo aberto ou a dois objetos novos, ndo afeta a memoria de
reconhecimento de objetos em ratos.

A inibicdo hipocampal da mTOR, através da infusdo de RAPA, 24 horas ap0s o
treino na auséncia de qualquer evento comportamental relevantes, ndo afeta a
retencdo da memoria de reconhecimento de objetos em ratos.

A inibicdo hipocampal da mTOR, através da infusdo de RAPA ap6s uma segunda
sessdo de reativacdo, envolvendo exposicdo a objetos familiares, ndo afeta a
retencdo da memoria destes objetos, nem a memoria do objeto apresentado
somente durante o treino na tarefa de reconhecimento de objetos em ratos.

A inibicdo hipocampal da mTOR, através da infusdo de RAPA apds uma segunda

sessdo de reativacdo, envolvendo exposicdo a um objeto familiar e um novo,
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afeta a memoéria do objeto novo, mas ndo a memoria do objeto familiar
apresentado durante as reativacdes na tarefa de reconhecimento de objetos em

ratos.
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Abstract

Evidence indicates that activation of the neuronal protein synthesis machinery is required in arcas of the brain relevant to mem-
ory for consolidation and persistence of the mnemonic trace. Here, we report that inhibition of hippocampal mTOR, a protein
kinase involved in the initiation of mRNA translation, immediately or 180 min but not 540 min after training impairs conselidation
of long-term object recognition memory without affecting short-term memory retention or exploratory behavior. When infused into
dorsal CAl after long-term memory reactivation in the presence of familiar objects the mTOR inhibiter rapamycin (RAP) did not
affect retention. However, when given immediately after exposing animals to a novel and a familiar object. RAP impaired memory
for both of them. The amnesic effect of the post-retrieval administration of RAP was long-lasting, did not happen after exposure
to two novel objects or following exploration of the training arcna in the absence of other stimuli, suggesting that it was contin-
gent with reactivation of the consolidated trace in the presence of a behaviorally relevant and novel cue. Our results indicate that
mTOR activity is required in the dorsal hippocampus for consolidation of object recognition memory and suggest that inhibition
of this kinase after memory retrieval in the presence of a particular set of cues hinders persistence of the original recognition mem-
ory trace.
© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Memory; Object recognition; Consolidation; Reconsolidation; mTOR; Rapamyein; Hippocampus; Protein synthesis; Learning

1. Introduction

New memories are initially fragile but, over time, con-
solidate through a protein synthesis-dependent process
that makes them resilient to disruption (Izquierdo &
McGaugh, 2000; McGaugh, 2000; Izquicrdo, Bevilaqua,
Rossato, Bonini, Da Silva, Medina and Cammaroia,
2006). Notwithstanding that, upon retricval, many con-
solidated memories are rendered again vulnerable to the
action of metabolic blockers, notably protein synthesis
inhibitors, suggesting the existence of a protein synthe-
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sis-dependent process that operates to re-stabilize the
reactivated trace (Judge & Quartcrmain, 1982; Milekic
& Alberini, 2002; Nader, Schafe, & Le Doux, 2000;
Przybyslawski & Sara, 1997; Tronson & Taylor, 2007).
Therefore, signaling pathways controlling mRNA transla-
tion are likely to be involved in memory consolidation as
well as in persistence of the trace after retrieval (Jacinto
& Hall, 2003; Matthies, 1989; Raught, Gingras, &
Sonenberg, 2001; Steward & Schuman, 2001; Bekinsch-
tein, Cammarota, Igaz, Bevilaqua, lzquierdo and Med-
ina, 2007a).

The mammalian target of rapamycin (mTOR) is a
serine-threonine protein kinase that acts as a down-
stream mediator of the P13K/Akt pathway, modulating
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cell growth and proliferation via phosphorylation of
p7086K and the eukaryotic initiation factor 4E-binding
protein (4EBP), both critically involved in the initiation
of mRNA translation (Hay & Sonenberg, 2004). mTOR
has been profusely studied mainly because of its role in
cellular differentiation and tumor progression (Huang &
Houghton, 2003; Mamane, Petroulakis, LeBacquer, &
Sonenberg, 2006). Recent data, however, revealed that
in the central nervous system mTOR is activated by sev-
cral signaling cascades involved in synaptic plasticity,
including those mediated by N-methyl-p-aspartic acid
receptors (NMDAr; Gong, Park, Abbassi, & Tang,
2006; Huang, Kang, Tian, Liu, Luo, Hester and Snyder,
2007) and brain derived neurotrophic factor (BDNF;
Takei, Inamura, Kawamura, Namba, Hara, Yonczawa
and Nawa, 2004; Inamura, Nawa, & Takei, 2005) sug-
gesting that it might also play an important role in
memory processing. In fact, it has been shown that rap-
amycin, a selective inhibitor of mTOR (Schreiber et al.,
1991; Ferrari, Pearson, Siegmann, Kozma, & Thomas,
1993; Pearson, Dennis, Han, Williamson, Kozma, Wet-
tenhall and Thomas, 1995; Sugiyama, Papst, Gelfand,
& Terada, 1996), prevents NMDAr- and BDNF-depen-
dent long-term potentiation (LTP) in the rat hippocam-
pus (Tang, Reis, Kang., Gingras, Sonenberg and
Schuman, 2002; Horwood, Dufour, Laroche, & Davis,
2006), blocks long-term facilitation in Aplysia (Casadio,
Martin, Giustctto, Zhu, Chen, Bartsch, Bailey and Kan-
del, 1999) and impairs retention of spatial and aversive
memories in the rat (Dash, Orsi, & Moore, 2006;
Bekinschtein et al., 2007a).

Object recognition memory confers the ability to dis-
criminate between novel and familiar entities. Neuropsy-
chological analysis of amnesic patients and behavioral
experiments in laboratory animals suggest that the func-
tional integrity of the temporal lobe, including the hippo-
campal formation, is essential for acquisition and/or
storage of this type of information (Clark, Zola, &
Squire, 2000; Ennaceur & Delacour, 1988; Logothetis &
Sheinberg, 1996; Riesenhuber & Poggio, 2002). In agree-
ment with these findings, recent pharmacological experi-
ments indicate that consolidation of object recognition
memory requires protein synthesis in different structures
of the temporal lobe and suggest that non-reinforced
retrieval makes the recognition trace susceptible to phar-
macological interventions once again (Akirav & Maroun,
2006; Kelly, Laroche, & Davis, 2003; Rossato Bevilaqua,
Myskiw, Medina, lzquierdo and Cammarota, 2007).
However, very little is known about the mechanism that
regulates protein synthesis during object recognition
memory processing.

Here, we cxamine whether mTOR signaling is required
in the CAl region of the rat hippocampus for consolida-
tion of object recognition memory and analyze whether
inhibition of this kinase after memory retricval affects
the persistence of an already consolidated recognition
trace.

2. Materials and methods
2.1. Subjects, surgery and drug infusion

Naive male Wistar rats {2- to 3-month-old, 250-280 g} raised in our
own facilities or bought at FEPPS (Fundagdo Estadual de Produgdo e Pes-
quisa em Sanide do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil) were used.
The animals were housed 5 to a cage and kept with freely access to food
and water under a 12/12 light/dark cycle, with light onset at 7:00 AM.
The temperature of the animal’s room was maintained at 22-24 °C. To
implant them with indwelling cannulae, rats were deeply anesthetized with
thiopental (30-50 mg/Kg, i.p.) and 27-gauge cannulae stercotaxically
aimed to the CAl region of the dorsal hippocampus, in accordance with
coordinates (A —4.0, L +£3.0, IV 1.8) taken from the atlas of Paxinos
and Watson (1986}. Animals were allowed to recover from surgery for 4
days before submitting them to any other procedure. At the time of drug
delivery, 30-gauge infusion cannulac were tightly fitted into the guides.
Infusions (0.8 pl/side) were carried out aver 60 s and the cannulac were left
in place for 60 additional seconds te minimize backflow. The placement of
the cannulae was verified postmortem: 2-4 h after the last behavioral test,
0.8 ul of a 4% methylene-blue solution were infused as described above
and the extension of the dye 30 min thereafter was taken as an indication
of the presumable diffusion of the vehicle or drug previously given to each
animal. Only data from animals with correct cannulae implants were ana-
lyzed. All procedures were conducted in accordance with the “Principles of
laboratory animal care™ (NTH publication No. 85-23, revised 1996). Every
effort was made to reduce the number of animals used and to minimize
their suffering.

2.2, Drugs

Rapamycin was purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA), dis-
solved in DMSO and kept protected from light at —20 *C. Immediately
before use, aliquots were thawed and diluted to working concentration
with saline.

2.3. Object recognition task

When rats are exposed to familiar and novel objects, they explore pref-
erentially the novel objects. This characteristic behavior was exploited o
design a learning paradigm known as object recognition task, which has
been employed to successfully evaluate recognition memory (Ennaceur &
Delacour, 1988). The object recognition task was conducted in an open-
field arena (50 x 50 x 50 ecm) built of polyvinyl chloride plastic, plywood
and transparent acrylic. Before training all animals were habituated to
the experimental arena by allowing them to freely explore it 20 min per
day for 4 days in the absence of stimulus objects. The stimulus objects were
made of metal, glass or glazed ceramic. There were several copies of each
object, which were used interchangeably. Glued to the base of each object
was a rounded piece of Velero, which was used to fix the object to the are-
na's floor. The role (familiar or novel) as well as the relative position of the
2 stimulus objects were counterbalanced and randomly permuted for sach
experimental animal. The open field arena and the stimulus objects were
cleaned thoroughly between trials to ensure the absence of olfactory cues.
Exploration was defined as sniffing or touching the stimulus object with the
nose and/or forepaws, Sitting on or turning around the objects was not
considered exploratory behavior. A video camera was positioned over
the arena and the rats’ behavior was recorded using a video tracking and
analysis system for later evaluation. The experiments were performed by
an observer blind to the treatment condition of the animals, Data are
expressed as percentage of the total exploration time.

2.4. Object recognition memory acquisition protocel
On day 1, rats were placed in the open field arena containing 2 different

objects and left to freely explore them for 5 min. The test session was per-
formed either 180 min (to analyze short-term memory retention) or 24 h
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after training (to evaluate long-term memory retention). In the test ses-
sions one of the objects was randomly exchanged for a novel object,
and rats were reintroduced into the open field for 5 additional minutes.
The mTOR inhibitor rapamycin (RAP; 20 pmolj or vehicle (0.1% DMSO
in saline) were bilaterally infused into the CAl region of the dorsal hippo-
campus (0.8 pfside) ut different times afler training.

2.5. Object recognition memory reactivation protocol

On day 1, rats were exposed to two different objects for 5 min. Twenty-
four or 120 h later, rats were exposed to the same two sample objects for 2
or 5 min to reactivate the memory trace. Immediately after this session,
animals received bilateral intra-CA1 infusions (0.8 ul/side) of vehicle or
RAP (20 pmol). Twenty-four hours later, rats were tested for retention
by placing them again in the open field arena but now in the presence
of a familiar and a novel object. Student’s r-test was used to analyze the
time spent exploring each object.

2.6. Object recognition memory update protocol

On day 1. rats were exposed to two different objects for § min. Twenty
four hours later one of the objects was randomly exchanged for a novel
one, and rats were placed again in the open field for 5 min. Immediately
after the reactivation phase, the animals received bilateral intra-CA1 infu-
sions (0.8 plfside) of vehicle or RAP. Twenty-four or 120 h later, rats were
randomly assigned to different groups and exposed to particular combina-
tions of objects to evaluate retention (see text for details). In some exper-
iments a second reactivation session was carried out 24 h after the first one
using the same or a different combination of objects.

2.7. Training in the spatial version of the Morris waler maze

The waler maze was a black circular pool (200-cm in diameter) concep-
tually divided in four equal imaginary quadrants for the purpose of data
analysis. The water temperature was 21-23 °C. Two cm beneath the sur-
face of the water and hidden from the rat's view was a black circular plat-
form {15 cm in diameter). It had a rough surface, which allowed rats to
climb onto it easily. The swimming path of the animals was recorded using
a video camera mounted above the center of the pool and analyzed using a
video tracking and analysis system. The water maze was located in 4 well-
lit white room with several posters and other distal visual stimuli hanging
on the walls to provide spatial cucs. A curtain separated the water maze
room from the room where the computer was setup and where the animals
were temporarily housed during the behavioral sessions. Training in the

hidden platform (spatial) version of the MWM was carried out during 5
consecutive days as previously described (Rossato, Bevilaqua, Lima, Med-
ina, lzquierdo and Cammarota, 2006). On each day rats received 8 consec-
utive training trials during which the hidden platform was kept in a
constant location. A different starting location was used on each trial,
which consisied of a swim followed by a 30 s platform sit. Any rat that
did not find the platform within 60 s was guided to it by the experimenter.
The intertrial interval (1T1) was 30 s. During the TTI, rats were carefully
dried with a towel by the experimenter. Memory retention was evaluated
in a 60 s probe trial carried out in the absence of the escape platform 24 h
after the last training session.

2.8. Training in one trial step-down inhibitory aveidance

Rats were trained in a one-trial, step-down inhibitory avoidance task
as previously described (Bevilaqua, da Silva, Medina, lzquierdo, & Cam-
marola, 2005). Briefly, the training apparatus was a 50 x 25 x 25 cm plexi-
glass box with a 5-cm high, 8-cm wide and 25-cm long platform on the left
end ol a series of bronze bars which made up the floor of the box. For
training, animals were gently placed on the platform facing the left rear
corner of the training box. When they stepped down and placed their four
paws on the grid, received a 25, 0.5 mA scrambled footshock. Memory
retention was evaluated in a non-reinforced test session carried out at
24 h after training. Data were analyzed using the Mann-Whitney U-test.

3. Results

Firstly, we analyzed whether mTOR activation is neces-
sary in the CAl region of the hippocampus for consolida-
tion of object recognition memory. Adult male Wistar rats
were trained in an object recognition task and immediately,
180 min or 540 min later received bilateral intra-CAl infu-
sions of rapamycin, an mTOR inhibitor (RAP; 20 pmol/
0.8 pl/side) or vehicle (VEH; 0.1% DMSQ in saline). Ani-
mals were tested for long-term memory retention 24 h later.
During the retention test session rats were exposed for
5 min to one of the objects presented in the training session
together with a novel object. Rats that received VEH
explored the novel object significantly longer than the
familiar one regardless of the time elapsed between training
and test sessions (Fig. 1; VEH). However, animals that
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Fig. 1. Activity of mTOR in the dorsal hippocampus is required during a restricted post-training time window for consolidation of object recognition
memory. On day | (Training) rats were exposed to 2 different objects (A and B) for 5 min and at different times after that (0, 180 or 540 min) received
bilateral infusions (0.8 plfside) of vehicle (VEH; 0.1% DMSQ in salinc) or rapamycin (RAP; 20 pmol/side} in the CA1 region of the dorsal hippocampus. On
day 2 (Test) the animals were exposed to a familiar (A) and a novel object (C) for 5 extra minutes. Data {means £ SEM) are presented as the percentage of
total exploration time. ***p < 0.01 and *’p < 0.05 in one-sample Student’s r-test; n = 13 per group. On the right of the figure, schematic drawings taken from
the atlas of Paxinos and Watson, 1986 showing the location of the infusion cannulae tips for the animals that received post-training RAP.
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received intra-CA1 RAP immediately or 180 min but not
540 min after training spent the same amount of time
exploring the novel and the familiar object (Fig. 1; RAP),
suggesting that CAl mTOR activity is necessary during a
restricted post-training time window for consolidation of
recognition memory. When given immediately after train-
ing RAP did not affect object recognition memory reten-
tion as measured 180 min post-training (Fig. 2). To
investigate whether the amnesia induced by the post-train-
ing administration of RAP was indeed caused by impair-
ment of the consolidation process or, instead, by a
delayed and unspecific effect on anxiety and/or exploratory
activity, rats reccived bilateral intra-CA | infusions of VEH
or RAP 24 h before exposure to a plus maze or an open
field arena. RAP (20 pmol/0.8 pl/side) had no effect in the
total number of entries, in the number of entries into the
open arms or in the percentage of time spent in the open
arms during the plus maze session. Similarly, intra-CAl
RAP did not affect the number of crossings and rearings
during a 5-min long free-exploration session in the open

STM Test

G

Exploration time (%)
¥ 8

Exploration time {%)
a8

0- 0

Fig. 2. Post-training inhibition of hippocampal mTOR does not affect
short-term object recognition memory. Rats were exposed to two different
objects (A and B) for 5 min and immediately after that received bilateral
infusions (0.8 pl/side) of vehicle (VEH; 0.1% DMSO in saline) or
rapamycin (RAP; 20 pmolfside) in the CAl region of the dorsal
hippocampus. Three hours later (STM test), animals were exposed to a
familiar (A) and a novel object (C) for 5 additional minutes. Data
(means £ SEM) are presented as the percentage of total exploration time.
**"p<0.01 and ""p < 0.05 in one-sample Student’s -test; n = 8 per group.

Table 1
Infusion of rapamycin in the CAl region of the dorsal hippocampus has
no effect on locomotor and exploratory activities or anxiety

VEH RAP
Total entries 234+2.1 203+ 1.9
Entries in open arms 102+ 1.1 9.0+1.0
Y% Time in open arms 27.6+39 298+ 5.2
Crossings 68.3+ 6.6 643+ 8.5
Rearings 282434 278433

RAP (20 pmol/side) was bilaterally infused into the CAl region of the
dorsal hippocampus 24 h before an open field or a plus maze session, Data
are expressed as mean {SEM) of the total number of entries, the number
of entries into the open arms and the percentage of time spent in the open
arms (plus maze; n = 10 per group) and of the number of crossings and
rearings (open field; n = 10 per group}. VEH, vehicle. A different set of
animals was utilized for each behavioral test.

field (Table 1). Intrahippocampal administration of RAP
did not cause any evident impairment in perception acuity
or aflected the functionality of the hippocampus in a way
that could deteriorate the animals’ performance. In fact,
when animals that had received bilateral intra-CAl infu-
sions of RAP (20 pmol/0.8 pl/side) 24 h earlier were trained
in the spatial version of the Morris water maze, they
acquired (Fig. 3a) and retrieved (Fig. 3b) a spatial prefer-
ence as reliably as control animals did. Similarly, when
trained in a one-trial step-down avoidance learning task,
rats that had received intra-CAl RAP 24 h before formed
the aversive conditioned response unfailingly (Fig. 3c).
Many memorics become susceptible to pharmacological
disruption when reactivated during retrieval. Retrieval is
thought to initiate a protein synthesis-dependent process,
referred to as reconsolidation, which would operate to resta-
bilize the retrieved memory (Nader ¢t al,, 2000; Przybyslaw-
ski, Roullet, & Sara, 1999; Przybyslawski & Sara 1997; Sara,
2000; Kida et al.. 2002) and/or to allow the incorporation of
new information into the original trace (Rossato et al.,
2006). Indeed, some reports indicate that retrieval of object
recognition memory induces reconsolidation-like events
(Kelly et al., 2003) requiring protein synthesis in different
areas of the brain, particularly the ventro-medial prefrontal
cortex (VMPC; Akirav & Maroun, 2006) and the hippocam-
pus (Rossato et al., 2007). However, the role played by these
two areas of the brain during object recognition memory
reconsolidation appears to be different. Thus, post-retrieval
inhibition of protein synthesis in the VMPC causes amnesia
when the original memory is fully reactivated (Akirav &
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Fig. 3. Inhibition of hippocampal mTOR 24 h before training does not
affect acquisition or retention of hippocampal-dependent memorics. (a)
Mean escape latency during the 5 days of acquisition of spatial memory
for rats given vehicle (VEH; 0.1% DMSO in saline; white circles) or
rapamycin (RAP; 20 pmol/side; black circles) in the CAl region of the
dorsal hippocampus 24 h before the first training session. Data are
presented in blocks of 8 trials as means + SEM; n =8 per group. (b)
Percentage of time spent in the target quadrant (TQ) during a 60 s-long
probe test carried out 24 h after the 5th training day for the rats showed in
{a). Data are presented as means + SEM. (c) Rats with infusion cannulae
implanted i the CAl region of the dorsal hippocampus received intra-
CAl infusions of vehicle (VEH; 0.1% DMSO in saline} or rapamycin
{RAP; 20 pmol/side) and 24 h later were trained in a one-trial, step down
inhibitory avoidance task. Data are presented as median + interquartile
range of step-down latency in the training session (TR} and during a long-
term memory retention test session (LTM) perfermed 24 h post-training;
n=29 per group.
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Maroun, 2006) whereas the hippocampus would become
engaged in reconsolidation when retrieval occurs alongside
acquisition of new information (Rossato et al., 2007). To
analyze this last assertion, we investigated whether inhibi-
tion of hippocampal mTOR after retrieval had any effect
on object recognition memory persistence. To do that, we
exposed rats to two different objects for 5 min and 24 h later
reexposed them to the same two objects for 5 additional
minutes. Immediately after that, the animals received bilat-
eral intra-CAl infusions of RAP (20 pmol/0.8 pl/side) or
VEH. If hippocampal mTOR activity was necessary for
reconsolidation of recognition memory under these condi-
tions then, when allowed to explore a familiar and a novel
object one day later, the animals that had received RAP at
the end of the reactivation session should not recognize
any object as being familiar and, hence, explore them
equally. However, as can be seen in Fig. 4, when confronted
with a familiar and a novel object 24 h after memory reacti-
vation, VEH- and RAP-treated animals preferentially
explored the novel object, indicating that post-retrieval inhi-
bition of mTOR had no effect on the memory for the famil-
iar one.

It has been suggested that the biological function of
reconsolidation-like processes would not be restricted to
the stabilization of reactivated traces. In addition to this,
reconsolidation would allow integration of new informa-
tion into already consolidated memories (Rodrigucz-Ortiz,
De la Cruz, Gutierrez, & Bermudez-Rattoni, 2005; Rossato
et al., 2006, 2007). To investigate whether inhibition of hip-
pocampal mTOR affects retention when memory reactiva-
tion occurs together with the addition of new information
into a consolidated trace, we exposed rats to two different
objects (A and B) for 5 min and 24 h later reexposed them
for 5 extra minutes to one of the familiar objects (object A)
together with a novel object (object C). Immediately after
that, the animals received bilateral intra-CAl infusions of
RAP (20 pmol/0.8 pl/side) or VEH and were randomly

assigned to one out of four experimental groups. Memory
retention was tested 24 h (Fig. 5) or 120 h later (Fig. 6).
During the retention test session Group | was exposed to
object A and to a novel object DD; Group 2 was exposed
to objects B and D; Group 3 was left to explore objects
C and D and Group 4 was exposed again to objects A
and B. The animals that received intra-CA1 VEH equally
explored objects A and B and spent more time exploring
object D than any of the other objects, demonstrating that
they remembered objects A and B, which had been first
presented in the training session, as well as object C, to
which they had been exposed during the reactivation ses-
sion. On the contrary, and regardless the reactivation-test
session delay, animals that received RAP spent the same
amount of time exploring objects A and D and objects C
and D, suggesting that RAP hindered memory for object
A and blocked formation of memory for object C. Memory
for object B, which was not present in the reactivation ses-
sion, was not affected by RAP, indicating that the amnesia
produced by this drug was not due to an unspecific action
on performance, recognition or retrigval but to a true and
long-lasting impairment in retention of the memory for the
objects presented during reactivation, RAP had no effect
on retention when given into dorsal CA1 24 h after training
in the absence of any specific behavioral stimulus (Fig. 7).

If salient enough, contextual information can induce
memory reactivation by itself (Sara, 2000; Spear, 1973).
Therefore, to determine whether inhibition of hippocampal
mTOR affects recognition memory when contextual infor-
mation is provided alone, we exposed animals to objects A
and B for 5 min and 24 h later allowed them to explore the
training arena in the absence of stimulus objects or any
other behaviorally relevant incentive. Immediately after
that, the animals reccived bilateral intra-CA|l infusions of
RAP (20 pmol/0.8 pl/side) or VEH and memory retention
was measured one day later. During the test session both
RAP- and VEH-treated animals spent more time exploring
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Fig. 4. Inhibition of hippocampal mTOR after memory reactivation in the presence of familiar objects does not affect object recognition long-term
memory. (A) Rats implanted with infusion cannulae in the CAI region of the dorsal hippocampus were exposed to two objects (A and B) for 5 min
(Training, Day ). Twenty-four hours later the animals were reexposed for 5 additional minutes to the same two objects to reactivate the memory trace
(Reactivation, Day 2} and at different times after that (0, 180 or 540 min) received bilateral intra-CA1 infusions of vehicle (VEH; 0.1% DMSO in saline) or
rapamycin (RAP; 20 pmol/side). Retention was assessed 24 h later by exposing animals to the familiar object A together with a novel ohject C (Test, Day
3). "p < 0.01 and "p <0.05 in one-sample Student’s f-test; n = 10 per group.
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Fig. 5. Inhibition of hippocampal mTOR after memory reactivation in the presence of a novel and a familiar object impairs memory for these two objects
without aflecting that for a familiar object not present during reactivation. Rats implanted with infusion cannulae in the CAl region of the dorsal
hippocampus were exposed to two objects (A and B) for 5 min (Training; Day 1). Twenty-four hours later the animals were reexposed to familiar object A
together with a novel object C (Reactivation; Day 2). Rats were randomly assigned to one out of four groups and immediately after that received bilateral
intra-CA | infusions of vehicle (VEH; 0.1% DMSO in saline) or rapamycin (RAP; 20 pmol/side). Twenty-four hours later the animals were submitted to a
5-min long test (Test; Day 3) in the presence of different combinations of objects, as follows. Group | = Object A + Object D; Group 2 = Object
B + Object D; Group 3 = Object C + Object D; Group 4 = Object A + Object B, where D was a novel object. Note that RAP impaired retention of the
memory for novel object C and also for the familiar object A (which was present during the reactivation session) but spared memory for familiar object B,

to which animals were not exposed during the reactivation phase. Data are presented as mean (+SEM}.

per group.

a novel object D than familiar objects A or B, suggesting
that exposure to the context alone is not enough to reacti-
vate the recognition trace to the extent needed to induce
memory reconsolidation (Fig. 8). Similarly, when RAP
(20 pmol/0.8 pl/side) was given into dorsal CAl immedi-
ately after a behavioral session during which animals were
left to freely explore two objects different from those pre-
sented 24 h earlier (i.e. a pseudoreactivation session), it
impaired retention of the memory for the two objects intro-
duced during the pseudoreactivation session but had no
effect on the original recognition trace (Fig. 9).

Taken together, the above mentioned results suggest
that the amnesia induced by inhibition of hipocampal
mTOR after object recognition memory retrieval has two
important characteristics: (1) it is contingent with the pres-
ence of a novel and a familiar object at the moment of
retrieval and (2) it is specific for the memory of the familiar
object explicitly recalled during reactivation.

To further investigate the role of novelty in the RAP-
induced post-retricval amnesia we exposed rats to two dif-
ferent objects (A and B) for 5 min. Twenty-four and 48 h

p < 0.01 in one-sample Student’s f-test; n =12

later the animals were exposed for 5 extra minutes to one
of the familiar objects (object A) and to a novel object C.
Immediately after the second re-exposure session, animals
received bilateral intra-CAl infusions of RAP (20 pmol/
0.8 pl/side) or VEH and were randomly assigned to differ-
ent experimental groups. Retention was assessed 24 h later.
The groups were as follows: Group | was exposed to object
A and to a novel object D; Group 2 was exposed to objects
B and D, Group 3 was left to explore objects C and D,
Group 4 explored object A plus object B and Group 5
did so with objects A and C. As expected, when retention
was asscssed 24 h later, animals treated with VEH spent
more time exploring the novel object D than any of the
other objects and equally explored objects A and B and
objects A and C. The animals that received RAP behaved
exactly as control animals did, suggesting that inhibition
of hippocampal mTOR after a second reactivation session
in the presence of known objects has no effect on memory
persistence (Fig. 10). This hypothesis was confirmed in a
different set of experiments involving exposure to object
A and B on day one, exposure to objects A and C on
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Fig. 6. The amnesic effect induced by inhibition of hippocampal mTOR. after memory reactivation in the presence of a novel and a familiar abject lasts at
least 5 days. Rats with infusion cannulae implanted in the CA1 region of the dorsal hippocampus were exposed to two objects (A and B) for 5 min
(Training; Day 1). Five days later the animals were exposed to familiar object A plus a novel object C (Reactivation; Day 2). Rats were randomly assigned
to one out of four different groups and immediately after that reccived bilateral intra-CA 1 infusions of either vehicle (VEH) or rapamycin (RAP; 20 pmol/
side). Five days later, the animals were submitted to a 5-min long retention test session (Test; Day 7) in the presence of different combinations of objects, as
follows. Group | = Object A + Object D; Group 2 = Object B + Object D; Group 3 = Object C + Object D; Group 4 = Object A + Object B, where D
was a novel object. Dala arc presented as mean (+SEM). “p <001 in one-sample Student’s r-test; n = 12 per group.
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Fig. 7. Inhibition of hippocampal mTOR 24 h after training in the absence of a behaviorally relevant event does not affect retention of object recognition
memory. Rats implanted with infusion cannulac in the CA1 region of the dorsal hippacampus were exposed to two objects (A and B) for § min (Training;
Day 1). Twenty-four hours later animals were randomly assigned 1o one out of three different groups, given bilateral intra-CA|1 infusions of vehicle {VEH;
0.1% DMSO in saline) or rapamyein (RAP; 20 pmol/side) and after that returned to their home cages without receiving any specific stimuli. Twenty-four
hours later the animals were submitied to a S-min long retention lest session (Test: Day 3) in the presence of different combinations of objects, as follows,
Group 1=0Object A + Object D; Group 2= Object B + Object D; Group 3= Object C+ Object D, where C and D were novel objects. Data are
presented as mean (+SEM). ***p < 0.01 in one-sample Student’s ¢-test; # = 10 per group.

day 2 and re-exposure to objects A and B on day 3. Again,  immediately after re-exposure to the familiar objects on
animals that received intra-CAl RAP (20 pmol/0.8 plfside)  day 3 remembered all objects 24 h later (data not shown).
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recognition memory. Rats implanted with infusion cannulac in the CA1 region of the dorsal hippocampus were exposed to two objects (A and B) for 5 min
(Training, Day 1). Twenty-four hours later the animals were allowed to freely explore the open field arena in the absence of stimuli objects {Context; Day
2). Rats were randomly assigned to one out of three different groups and immediately after that received bilateral intra-CAl infusions of vehicle (VEH;
0.1% DMSO in saline) or rapamyein (RAP; 20 pmol/side). Twenty-four hours later animals were submitted to a 5-min long retention test session {Test;
Day 3) in the presence of different combinations of objects, as follows. Group 1 = Object A + Object D: Group 2= Object B + Object D; Group
3 = Object C+ Object D, where C and D were novel objects. ***p <0.01 and "p < 0.05 in Student’s i-test; » = 10 per group.
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Fig. 9. Inhibition of hippocampal mTOR after exposure to (wo novel objects does not affect the original recognition memaory trace. Rals implanted with
infusion cannulae in the CA1 region of the dorsal hippocampus were exposed to two objects (A and B) for 5 min {Training; Day 1). Twenty-four hours
later the animals were exposed to two novel objects D and E (Pseudo; Day 2}. Rats were randomly assigned to one out of four different groups and
immediately after that received bilateral intra-CA1 infusians of either vehicle (VEH; 0.1% DMSO in saline) or rapamycin (RAP; 20 pmol/side). Twenty-
four hours Jater the animals were submitted to a 5-min long retention test session (Test: Day 3) in the presence of different combinations of objects, as
follows. Group 1 = Object A + Object F; Group 2 = Object B + Object F; Group 3 = Object D + Object F; Group 4 = Object E + Object F, where F was
a novel object. Note that RAP impaired retention of the memory for the novel objects D and E (which were present during the pseudoreactivation session)
but did not affect that for familiar objects A and B, to which the animals were exposed only during the training session. Data ure presented as mean
(£SEM). *“p <0.01 and “p < 0.05 in one-sample Student’s r-test; n = 10 PEr group.

To further analyze whether the amnesia induced by  during memory reactivation, we exposed rats to objects A
post-retricval administration of RAP in the dorsal hippo-  and B and 24 h later re-exposed them to the familiar object
campus is specific for the familiar object explicitly recalled A alongside a novel object C (Fig. 11). On day 3, the ani-
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Fig. 10. Inhibition of hippocampal mTOR after a second reactivation session in the presence of familiar objects has no effect on memery persistence. Rats
implanted with infusion cannulae in the CAl region of the dorsal hippocampus were exposed to two objects (A and B) for 5 min {Training; Day 1).
Twenty-four hours (Reactivation; Day 2) and 48 h later (Reactivation; Day 3} the animals were exposed to object A and to a novel object C. Rats were
randomly assigned to one out of five experimental groups and immediately after that received bilateral intra-CA 1 infusions of vehicle (VEH; 0.1% DMSO
in saline) or rapamycin (RAP; 20 pmol/side}. Twenty-four hours later the animals were submitted to a S-min long retention test session (Test; Day 4) in the
presence of different combinations of objects, as follows. Group 1 = Object A + Object D; Group 2 = Object B + Object D; Group 3 = Object C + Object
D; Group 4 = Object A + Object B; Group 5 = Object A + Object C, where D was a novel object. Data are presented as mean (£SEM). ***p < 0.01 and

“p < 0.05 in one-sample Student’s i~test; = 10 per group.

mals were again exposed to object A but together with
novel object D and, immediately after this, received bilat-
eral intra-CAl infusions of VEH or RAP (20 pmol/
0.8 pl/side) and were randomly assigned to different exper-
imental groups, as follows: Group | was exposed to object
A together with a novel object E; Group 2 was exposed to
objects B and E, Group 3 was left to explore objects C and
E, Group 4 explored object D plus object E, Group 5 did so
with objects A and B, Group 6 with objects A and C, and
Group 7 with objects A and D. All animals were tested for
retention 24 h later. As expected, on day 4 animals treated
with VEH spent more time exploring the novel object E
than any other object and, when presented together,
cqually explored objects A and B, A and C, and A and
D, indicating that they remembered all them. Animals that
received RAP also spent more time exploring the novel
object E than any other object except D, suggesting that
RAP impaired formation of the memory for object D but
spared that for all the familiar objects including, notably,
object A, which had been explicitly recalled before the
intra-hippocampal administration of RAP. However, these
animals equally explored objects A and D when presented
together, something that should not have happened were

the memory for object A intact, since RAP blocked forma-
tion of the memory for object D.

4. Discussion

In this report, we present evidence for the requirement of
protein synthesis in the hippocampus during object recogni-
tion memory processing. In particular, our results demon-
strate that mTOR signaling is necessary in the dorsal CAl
region during a restricted post-training time window for
the effective consolidation of this memory type. We also
show that, when expressed concurrently with the presenta-
tion of a novel item, the long-term object recognition mem-
ory trace is made again susceptible to mTOR inhibition.

Previous work suggests that mTOR-dependent transla-
tional control is critical for activity-dependent changes
underlying memory formation (Tang et al., 2002). In this
respect, it was recently shown that inhibition of mTOR sig-
naling in different areas of the brain relevant to memory
processing impairs auditory, spatial and fear memory con-
solidation (Tischmeyer, Schicknick, Kraus, Seidenbecher,
Staak and Scheich, Gundelfinger, 2003; Bekinschtein
et al., 2007b; Dash et al., 2006; Parsons, Gafiord, & Helm-
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Fig. 11. Inhibition of hippocampal mTOR after a reactivation session in the presence of novel object affects memory for the familiar object explicitly
recalled during reactivation. Rats implanted with infusion cannulae in the CA1 region of the dorsal hippocampus were exposed to two objects (A and B)
for 5 min (Training; Day 1). Twenty-four hours later (Reactivation; Day 2) the animals were exposed for 5 min to object A and to a novel object C.
Twenty-four hours later (Reactivation; Day 3) the animals were again exposed to object A alongside novel object D. Rats were randomly assigned to one
out of seven experimental groups and immediately after that received bilateral intra-CA 1 infusions of vehicle (VEH; 0.1% DMSO in sahne} or rapamyein
(RAP; 20 pmol/side). Twenty-four hours later the animals were submitted o a 5 min-long retention test session (fest day 4} in the presence of different
combinations of objects, as follows. Group 1 = Object A + Object E; Group 2 = Object B + Object E; Group 3 = Object C + Object E; Group 4 = Object

D + Object E; Group 5 = Object A + Object B; Group 6 = Object A + Object C; Group 7 = Object A 1 Object D, where E was a novel object. Data are
presented as mean (£SEM). **p < 0.01 and *‘p < 0.05 in one-sample Student’s f-test; # = 10 per group.

stetter, 2006) and that, in the hippocampus, mTOR signal-
ing couples B-adrenergic receptors to the translation initia-
tion machinery in order to gate induction of protein
synthesis-dependent long-term potentiation (LTP; Gelinas
et al., 2007).

Here, we show that bilateral infusion of the mTOR spe-
cific inhibitor RAP into the CAl region of the dorsal hip-
pocampus immediately or 180 min but not 540 min after
training impairs object recognition long-term memory.
The fact that this effect was time-dependent suggests that
the observed amnesia was caused by inhibition of the con-
solidation process and not by an insult on hippocampal

functionality or by an unspecific impairment of behavioral
performance. This claim is further substantiated by control
experiments showing that: (a) the intra-CAl administra-
tion of RAP does not affect short-term object recognition
memory; (b) infusion of RAP 24 h before open field and
plus maze behavioral sessions has no effect on exploratory
activity or anxiety state; (c) RAP does not impair memory
formation when given into dorsal CA 1 24 h before training
in step-down avoidance or in the Morris water maze, two
learning tasks that require the functional integrity of the
hippocampal formation (Cammarota, Bevilaqua, Medina,

& Izquierdo, 2004; Rossato et al., 2006).
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Evidence indicates that somc memory types become
labile after retrieval and require another phase of protein
synthesis, referred to as reconsolidation, to persist (for a
recent review, see Tronson & Taylor, 2007). Indeed, several
studies show that object recognition memory is susceptible
to the localized microinfusion of metabolic blockers,
including protein synthesis inhibitors, around the time of
retrieval (Akirav & Maroun, 2006; Kelly et al., 2003; Mar-
oun & Akirav, 2007; Rossato et al., 2007), although the
role played in this process by different arcas of the brain
has not been determined conclusively. For example, Akirav
and Maroun (2006) reported that post-retrieval inhibition
of protein synthesis in the ventro-medial prefrontal cortex
hampers persistence of object recognition memory when
the trace is reactivated by the same stimuli objects pre-
sented in the training scssion, while Rossato et al. (2007)
indicate that the hippocampus only is engaged in reconsol-
idation of the recognition trace when retrieval occurs con-
comitantly the acquisition of new information. We have
previously proposed that this difference is due to the spe-
cific function of these two regions during recognition (Ros-
sato ct al., 2007). Thus, the prefrontal cortex would be
involved mainly with discrimination of the recency and
temporal order of previously encountered stimuli (Rainer
& Miller, 2000; Xiang & Brown, 2004; Hannesson, How-
land, & Phillips, 2004a; Hannesson, Vacca, Howland, &
Phillips, 2004b) and the hippocampus would process infor-
mation referred to the detection of novelty and/or changes
in spatial configuration (Hammond, Tull, & Stackman,
2004; Mumby, Gaskin, Glenn, Schramek, & Lehmann,
2002; Wan, Yao, & Wang, 1999; Viola et al., 2000; Wino-
grad & Viola, 2004; Aggleton & Brown, 2005; Moncada &
Viola, 2006). In total agreement with this assertion we
failed to detect any cffect of RAP on recognition memory
when this drug was infused into dorsal CA1 after a reacti-
vation scssion involving reexposure to two familiar objects.
However, when RAP was given into dorsal CAl immedi-
ately after a reactivation session involving presentation of
a familiar and a novel object, it blocked consolidation of
the memory for the novel object and, importantly, also
impaired recognition of the familiar object that had been
presented during training and reactivation, lcaving intact
the memory for the familiar object presented only during
the training session. The amnesic effect of the post-retrieval
administration of RAP was independent of the delay
between test sessions and was not observed in the absence
of explicit reactivation, indicating that it was caused by dis-
ruption of the consolidated memory trace and not just a
temporary performance effect. Moreover, the fact the
RAP did not affect memory retention when infused after
a second reactivation session clearly indicates that the hip-
pocampus is engaged in reconsolidation of the recognition
trace only when retrieval occurs concomitantly with the
acquisition of information about a new object, but not
when the trace is fully reactivated,

What RAP-sensitive proteins are required in the hippo-
campus for consolidation and reconsolidation of object

recognition memory and which are the extracellular sig-
nals that recruit the mTOR signaling cascade during mem-
ory processing? It is known that, in neurons, RAP blocks
the expression of key components of the translational
machinery such as 4E-BPI and ¢IF4E (Takei, Kawamura,
Hara, Yonczawa, & Nawa, 2001) and that mTOR regu-
lates the synthesis of several proteins involved in synaptic
plasticity and memory formation, including Arc, CaMKII
and Homer 2 (Schratt, Nigh, Chen, Hu, & Greenberg,
2004; Takei et al., 2004). Interestingly, many of these pro-
teins are synthesized locally at dendrites through a
BDNF-mediated pathway, suggesting that RAP has selec-
tive effects on the translation of dendritically located,
BDNF-induced transcripts. In fact, it has been reported
that tetanus-induced LTP in isolated CAl apical dendrites
is blocked by RAP (Cracco, Serrano, Moskowitz, Bergold,
& Sacktor, 2005) and that the dendritic activation of the
mTOR-p70S6K pathway is necessary for the induction
of NMDAr and protein synthesis-dependent synaptic
plasticity in the CAl region of the hippocampus (Cam-
malleri, Lutjens, Berton, King, Simpson, Francesconi
and Sanna, 2003).

A key question that remains controversial is whether or
not consolidation and reconsolidation share the same bio-
chemical mechanisms (Przybyslawski & Sara, 1997; Sum-
mers, Crowe, & Ng, 1997; Duvarci, Nader, & LeDoux,
2005; Alberini, 2003; Dudai, 2006). Several pharmacologi-
cal treatments impair both consolidation and reconsolida-
tion, which led to the proposition that reconsolidation
involves some sort of recapitulation of the molecular events
that occurred during consolidation (Sara, 2000). For exam-
ple, the early post-training activation of NMDA receptors
and PKC necessary for normal consolidation (Morris,
Hagan, & Rawlins, 1986; Rickard, Poot, Gibbs, & Ng,
1994; Tronel & Sara, 2003; Riedel, Platt, & Micheau,
2003; Bevilaqua et al., 2005; Robbins & Murphy, 2006;
lzquierdo et al., 2006) has been also reported following
retrieval-induced reactivation of different types of memory
(Przybyslawski & Sara, 1997; Summers et al., 1997; Torras-
Garcia, Lelong, Tronel, & Sara, 2005;Bonini et al., 2007).
Activation of ERKI1/2 signaling in the amygdala was
reported during consolidation and reconsolidation (Duv-
arci et al., 2005) and a late phase of sensitivity to B-adren-
ergic drugs has also been found for both processes (Roullet
& Sara, 1998; Przybyslawski et al., 1999; Sara, Roullet, &
Przybyslawski, 1999; Sara, 2000). However, several experi-
ments revealed the existence of significant biochemical dif-
ferences between consolidation and reconsolidation
(Anokhin, Tiunova, & Rose, 2002; Lee, Everitt, & Thomas,
2004; Boccia, Blake, Acosta, & Baratti, 2006; Bucherelli,
Baldi, Mariottini, Passani, & Blandina, 2006) suggesting
that, despite some similarities, reconsolidation is not a sec-
ond round of consolidation nor involves further consolida-
tion of the original mnemonic trace (Alberini, 2005; Dudai,
2006). In this respeet, we must concede that, despite the
fact that our results show that inhibition of hippocampal
mTOR activity around the moment of training and non-

90



J.C. Myskiw et al. | Neurobiology of Learning and Memory 89 (2008 ) 338-351 349

reinforced retricval impairs long-term memory retention it
is possible that the molecular substrates of such activation
are different in each case. Additional studies are in course
to answer this question.
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