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RESUMO

A expressdo de uma memoria ja consolidada pode levar a ocorréncia de
dois processos opostos, que requerem a sintese de novo de proteinas nas
mesmas areas do cérebro: a extingdo e a reconsolidacéo. A extincdo debilita a
expressdo da memodria original, enquanto que a reconsolidacdo permite a
incorporacao de nova informacdo a ela. O conhecimento acerca destes dois
processos acumulou-se durante os ultimos anos, porém a possivel interacdo
entre ambos ainda nao foi avaliada. Neste trabalho demonstramos que a
inibicdo da sintese protéica e expressao génica hipocampal imediatamente
apos a reativacao prejudicam a expressao da memoéria de extingdo sem afetar
a memoria original aversiva. A partir desses dados, sugere-se que, assim como
a reconsolidacdo, a memoria de extincdo apos a reativacdo também requer a
participacdo de sintese protéica e expressao génica para sua manutencao na

regido CA1 do hipocampo.

Palavras-Chave: Reconsolidacao, extingdo, evocacao, hipocampo



ABSTRACT

The nonreinforced expression of long-tem memory may lead to two
opposite  protein  synthesis-dependent  processes:  extinction and
reconsolidation. Extinction weakens consolidated memories, whereas
reconsolidation allows incorporation of additional information into them.
Knowledge about these two processes has accumulated in recent years, but
their possible interaction has not been evaluated yet. Here, we report that
inhibition of protein synthesis and gene expression in the CAl region of the
dorsal hippocampus after retrieval of fear extinction impairs subsequent
reactivation of the extinction memory trace without affecting its storage or that of
the initial fear memory. Our results suggest that extinction memory is
susceptible to a retrieval-induced process similar to reconsolidation in the

hippocampus.

Key-words: Reconsolidation, extinction, retrieval, hippocampus
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1. INTRODUCAO

As memodrias sdo o0 produto do processo que denominamos
aprendizado. Elas armazenam representacfes psiquicas de circunstancias
passadas que podem ser expressas posteriormente. Sendo assim, a evocacao
das memorias € fundamental para a sobrevivéncia, ja que esse processo € 0
que nos permite utilizar, consciente ou inconscientemente, a informagéao
adquirida para responder e adaptar-nos aos desafios que o ambiente nos
apresenta ao longo da vida. Porém, ha evidéncias indicando que as memoarias
apos serem evocadas tornam-se instaveis e, para persistirem, devem passar
por um processo de re-estabilizagdo dependente da sintese proteica
denominado reconsolidagéo (Przybyslawski & Sara, 1997). Esse processo néo
€ simplesmente a repeticdo da consolidacao inicial, mas sim um mecanismo
independente com um objetivo biologico especifico: atualizar uma informacao
previamente armazenada com relacdo as modificacdes ambientais ou internas
do individuo e assim determinar sua persisténcia (Cammarota et al., 2003). No
entanto, quando a evocacéo do traco ocorre de maneira repetida na auséncia
do estimulo incondicionado que levou a sua formacdo, a memaoria em questao
pode sofrer um processo denominado extingdo (Pavlov, 1927) que se
caracteriza pela diminuicdo da amplitude e/ou da frequiéncia de emissdo da
resposta aprendida, o qual também requer sintese de proteinas em areas
especificas do cérebro (Rossato, 2006).

Os processos de reconsolidacdo e extingdo estdo relacionados
funcionalmente, pois ambos baseiam-se na aquisicdo de informacao sobre o
que acontece no momento da expressédo, informacdo que, por sua vez, esta
associada ao aprendizado original. Contudo, eles apresentam mecanismos
distintos: a extingdo envolve um novo aprendizado que debilita 0o acesso a
memoria inicial (Quirk & Mueller, 2008; Pape & Pare, 2010) enquanto que a
reconsolidacdo permite sua modificacdo através da adicdo de uma nova
informacédo presente no momento da reativacdo (Hupbach et al., 2007; Lee,
2008; Nader & Hardt, 2009; Forcato et al., 2010). Apesar de que, 0
conhecimento acerca das propriedades bioguimicas e comportamentais da



extingdo e reconsolidagcdo tem se aprofundado nos ultimos anos, a existéncia

7

de uma possivel interagcdo entre ambos 0s processos ainda é controversa
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Assim, tem sido reportado que a ocorréncia de extingdo € um dos fatores que
limitam, ou de fato impedem a reconsolidacdo de memodrias (Debiec et al.,
2002; Sangha et al., 2003; Pedreira & Maldonado, 2003; Suzuki et al., 2004).
Entretanto, outros trabalhos mais recentes indicam que a reconsolidacao de
respostas aversivas ndo € afetada pela extingdo da memodria inicial (Duvarci et
al.,, 2006), sugerindo que a extingdo e reconsolidacdo S&o processos
independentes. Entretanto, a possivel existéncia de reconsolidacdo para a
memoria de extingdo nunca foi avaliada.

Devido a relevancia clinica que o bloqueio da reconsolidacdo e o
fortalecimento da extingdo podem ter (Monfils et al., 2009; Schiller et al., 2010),
decidimos analisar o efeito da administracdo intra hipocampal de inibidores de
sintese protéica e da expressdo génica apdés a reativacdo da memoéria de
extincdo. Os resultados apdiam a hipGtese de que esses tratamentos ndo
apagam a memoria de extingdo, mas afetam um mecanismo necessario para a
formacdo de sua representacdo no momento da evocacdo, semelhante a
reconsolidacdo no hipocampo, que torna a memoaria suscetivel ao processo de
reativacdo. Esse mecanismo € independente das idades da memoria original e

da memoria de extingao.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho €, portanto, caracterizar farmacolégica e
bioquimicamente a participacdo do hipocampo na reconsolidacdo da memoria

de extingao.

2.2.0bjetivos Especificos

1. Estudar a natureza da amnésia induzida pela inibicdo da sintese
protéica hipocampal apds a expressdo da memaoria de extingdo com o intuito de
determinar se a mesma € consequiente ao bloqueio persistente da evocac¢ao ou

a supresséao do traco mnemanico.

2. Estudar a influéncia da idade da memdria aversiva original e da

memoria de extingdo na reconsolidagcéao desta ultima.

3. Investigar a participacdo de proteinas envolvidas na manutencdo da

memoria de extingcdo apos a reativacao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos de 3 meses de idade, pesando em média
320 g. Os animais foram mantidos em caixas moradias contendo 5 animais
cada, em ambiente climatizado (temperatura de 21-23°C), submetidos a um
ciclo claro/escuro de 12 h, com agua e comida ad libitum; que foram adquiridos
da Fundacéo Estadual de Producao e Pesquisa em Saude (FEPPS) e mantidos
no biotério do Centro de Memdria no Instituto de Pesquisas Biomédicas da
PUCRS. Foram tomadas precau¢des com o intuito de minimizar o sofrimento
dos animais e de reduzir o numero de animais utilizados. Todos o0s
experimentos realizados estiveram de acordo com as normas dos “Principles of

laboratory animal care” (NIH publication N°85-23, revised 1996).

3.2. Cirurgia Estereotaxica

Os animais utilizados foram submetidos a cirurgia estereotaxica para
implantacédo de canulas guia de 0,2 mm de calibre posicionadas 1,0 mm acima
do hipocampo, seguindo as coordenadas (AP -4,2 mm, LL +3,0 mm, DV -2,0
mm) do Atlas de Paxinos e Watson (1986). Todo o procedimento foi realizado
com 0s animais previamente anestesiados com ketamina (“Francotar”; Virba,
ou “Vetanarcol”; Kénig) juntamente com Xilazina (“Coopazine”; Coopers),
administrados intra-peritonealmente (i.p.), nas doses de 75 mg/Kg e 10 mg/Kg,
respectivamente. Uma vez recuperados da anestesia, 0S animais eram
recolocados em suas caixas-moradia, sem ter ocorrido troca entre 0S mesmos

em cada caixa ao longo de todo o experimento.

3.3. Manipulacao

Quatro dias apdés a cirurgia, os animais foram submetidos a duas
sessOes de manipulacdo. Durante cada sessao os animais foram levados do
biotério até a sala onde os experimentos seriam conduzidos, retirados da caixa-
moradia e manuseados durante 5 minutos. Apds 24 horas da Ultima sessao de

manipulagéo os animais foram submetidos aos paradigmas comportamentais.
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3.4.Protocolos Experimentais

3.4.1. Esquiva inibitoria

A esquiva inibitéria baseia-se no aprendizado associativo estabelecido
por Pavlov. Trata-se de um paradigma de condicionamento ao medo muito
utilizado, no qual o estimulo condicionado € a parte segura da caixa, a
plataforma, o estimulo incondicionado € um choque nas patas do animal
guando o mesmo desce da plataforma e a resposta condicionada é
permanecer na area segura, resultando no aumento da laténcia de descida da
plataforma apds a exposicdo ao estimulo incondicionado (Cammarota et al.,
2004; Bevilaqua et al., 2003).

O aparato utilizado na tarefa de esquiva inibitria consiste em uma caixa
nas dimensdes 50 x 25 x 25 cm (L x A x C), com uma plataforma do lado
esquerdo, medindo 5 cm de altura, 8 cm de largura e 25 cm de comprimento, e
barras metalicas que constituem o assoalho da caixa e podem conduzir
corrente elétrica. Durante a sessao de treino os animais (Ratos Wistar machos
de 3 meses de idade) foram colocado na plataforma, quando o animal desceu
da plataforma para explorar o restante da caixa de treino e, no momento em
que colocou suas quatro patas sobre a grade, ele recebeu um choque elétrico
(0,4 mA por 2 s). Assim, em apenas uma sessao, 0s animais aprenderam a nao
descer da plataforma para evitar o choque. Para extinguir a memodria de
esquiva, os animais foram submetidos a uma sessao diaria de evocacédo nao-
reforcada durante 5 dias consecutivos (Cammarota et al., 2003). Para isto os
animais foram colocados na plataforma da caixa de treino, quando eles
desceram da mesma néo receberam o choque e foi permitido explorar a caixa
de treino durante 30 segundos. Durante a sesséo de reativacao, realizada no
6° dia, os animais foram colocados na plataforma da caixa de treino e ao
descer eles foram retirados imediatamente da mesma, apds este processo eles
foram submetidos a diferentes tratamentos farmacol6gicos em diversos
tempos. O procedimento utilizado na sessdo de teste era idéntico ao
empregado na sessédo de treino, exceto que ao descer da plataforma o animal
nao recebia choque. Para as sessdes de treino e teste foram adotados tempos

maximos de descida, sendo 30 segundos para a sessdo de treino e 300
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segundos para a sessao de teste, apds os quais o animal era devolvido a sua
caixa moradia, aqueles animais que durante a sessao de treino ndo desceram
da plataforma antes de transcorridos 30 segundos foram eliminados do estudo.
Os testes foram realizados 24h ou 160h apds a reativacdo da memoaria.

No momento da infusdo da droga, uma agulha de infusdo 30-gauge era
colocada dentro da canula implantada. As infusdes (0,5uL/lado) se davam ao
longo de 60 segundos e a agulha de infusdo ficava no lugar por mais 60
segundos para evitar refluxo. A localizacdo exata do implante das canulas foi

verificada post mortem através de andlise histologica.

3.4.2. Campo Aberto

A fim de verificar se a atividade locomotora e 0 comportamento
exploratorio dos animais nao estavam alterados devido aos tratamentos
farmacoldgicos, utilizou-se a tarefa denominada de campo aberto. O aparelho
utilizado nesta tarefa consiste em uma caixa de madeira com dimensodes de 60
x 40 x 50 cm (comprimento x profundidade x altura) com a sua parede frontal
de vidro transparente, sendo o assoalho da caixa dividido em 12 quadrantes
iguais. Vinte e quatro horas apos a infusdo do farmaco na BLA, o animal era
colocado na arena do campo aberto e deixado ali para explorar a caixa
livremente por 5 minutos. Foram registrados o numero de linhas cruzadas e o
namero de elevacdes (em inglés rearings), e tomados como indicadores de

locomocéo e atividade exploratéria respectivamente (Bonini et al., 2006).

3.4.3. Labirinto em Cruz Elevado

O labirinto em cruz elevado constitui um modelo animal utilizado em
estudos para a compreensdo de processos neurobiolégicos associados a
ansiedade (Da Silva et al., 2006). O aparato consiste em dois bracos abertos,
medindo 50 x 10 cm, dispostos perpendicularmente a dois bracos fechados por
paredes laterais desprovidas de teto, medindo 50 x 10 x 40 cm. O labirinto fica

elevado a uma altura de 1 metro do chao.
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No intuito de verificar possiveis alteracdes causadas pela infusdo dos farmacos
no estado de ansiedade dos animais, 24 horas ap0s a administracdo
farmacoldgica os mesmos eram colocados no centro do labirinto em cruz
elevado e ficavam livres para explora-lo. Durante uma sessao de 5 minutos, foi
registrado o namero total de entradas nos quatro bragcos, bem como o0 numero
de entradas e o tempo de permanéncia nos bracos abertos (Bevilaqua et al.,
2003; Kerr et al., 2005).

3.4.4. Analise Histologica

A verificagdo do posicionamento anatomico das canulas implantadas e
do local atingido pela infusdo foi realizada post mortem. Para isso, depois dos
procedimentos comportamentais aos quais 0os animais foram submetidos, estes
receberam a infusdo de 1 pl de uma solugéo de azul de metileno 0,1% através
das mesmas canulas utilizadas para aplicagdo das drogas. Quinze minutos
depois da infusdo, os animais foram sacrificados por decapitacdo, seus
cérebros foram removidos e colocados em uma solucéo de formol 4% por um
periodo de quatro dias. Posteriormente, procedeu-se a analise histoldgica.
Somente animais com a localizagao correta das canulas foram considerados na

analise estatistica dos dados.

3.5. Tratamentos Farmacolégicos

Os Farmacos utilizados neste estudo foram AMA (a-Amanitina) Inibidor
da polimerase 1l e Ill do RNA eucarioto; Anti-BDNF (do inglés brain- derived
neurotrophic factor) Inibidor da funcionalidade da proteina BDNF; ANI
(Anisomicina) Inibe a sintese protéica por impedir a atividade da enzima
peptidil transferase; EME (Emetina) Induz a apoptose; CHX (cicloheximida)
inibe a traducdo em eucariotos resultando na morte celular.

Os farmacos foram preparados imediatamente antes do uso, a fim de
evitar degradacao, os mesmos foram dissolvidos em DMSO ou solucéo salina

0,9% e armazenados protegidos da luz, a -20C até o momento do uso.
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Instantes antes da administracdo, uma aliquota era degelada e diluida até a
concentracéo de trabalho com 0,1% de DMSO em salina (pH 7.2).

As doses utilizadas foram determinadas baseadas em experimentos
pilotos e estudos prévios mostrando o efeito de cada composto sobre o
aprendizado ou desempenho comportamental.

Para a realizagdo do tratamento farmacoldgico utilizou-se uma micro-
seringa Hamilton, acoplada a um tubo de polietiieno com uma agulha de
infusdo (0,05 mm de diametro). Foram infundidos bilateralmente 0,5 pl/lado dos
farmacos ou seu veiculo (0,1% DMSO em solugdo salina 0,9%) a uma
velocidade de 0,5 pl/min com o auxilio de uma bomba de infusdo (KDScientific).
Ao término, a agulha de infusdo era deixada no local por 60 segundos

adicionais para evitar refluxo.

3.6. Experimentos bioquimicos

Nos experimentos bioquimicos foram utilizados 3 grupos controles: 1)
Controle Absoluto total: animais que ndo receberam nenhum estimulo
experimental e que foram utilizados como referéncia em todos os experimentos
bioquimicos; 2) Controle (TR): animais que foram treinados na tarefa de El
porém, ndo foram submetidos ao protocolo de extingdo e reativacdo; 3)
Controle (EXT): animais que foram treinados na tarefa de El e submetidos ao
protocolo de extingdo, porém nédo foram submetidos a reativacdo da memoria
realizada 24h apds a Ultima sessdo de extingcdo; 4) animais treinados e

sacrificados em diferentes tempos apds a reativacgao.

3.7.Imunoblot

A separacéo eletroforética de proteinas foi realizada atraves de técnicas
convencionais. A detec¢cdo imunoldgica das proteinas eletrotransferidas a
membranas de PVDF foi realizada utilizando anticorpos secundarios acoplados

a peroxidase e um sistema quimioluminescente.



20

4. ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise dos dados obtidos na tarefa de esquiva inibitéria foram
utilizados testes de estatistica paramétrica, sendo eles: ANOVA de uma via
seguida pelo teste de comparacado multipla de Bonferroni. Para a analise dos
dados das tarefas de campo aberto e do labirinto em cruz elevado foi utilizado
teste t de Student. Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente
significativos.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software Prism Graph-Pad 5.1.
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5. RESULTADOS

A fim de analisar o efeito da durabilidade da memdéria de extingao,
animais foram treinados na tarefa da esquiva inibitéria de sessao Unica (El)
conforme descrito na metodologia e, foram submetidos ao protocolo de
extincdo (ver metodologia). Conforme podemos observar na Figura 1, se o
procedimento de extin¢do é repetido diariamente durante cinco dias, a resposta
de descer da plataforma, ou seja, a laténcia de descida diminui gradativamente,
resposta esta que perdura por até 14 dias, demonstrando que a memoéria de
extincdo obtida de acordo com nosso protocolo nédo sofre recuperacéo

espontanea.
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Figura 1. A memoéria de extingdo do medo condicionado ndo sofre
recuperacao espontanea. Ratos Wistars foram treinados na tarefa de EI com um
choque de 0,4mA durante 2 segundos, 24 h apds os treino eles foram submetidos a
5 sessOes de extingdo 24, 48, 72, 96 e 120 h apds o treino. A retengdo da memoria
foi avaliada em um teste realizado 1, 7 ou 14 dias depois da ultima sessdo de
extincdo. (n = 12/10 por grupo). Barras representam a média (£ SEM) de laténcia

de descida.

Ao ser verificado que a memodria aversiva apds ser submetida a
extincdo nao sofre recuperacdo espontanea, foi investigado se a inibicdo de
sintese protéica hipocampal apos a reativacdo (sessdo extra de extingdo) da
memoéria de extincdo afeta a persisténcia da mesma. Para tal, ratos Wistar

machos foram treinados na El e submetidos ao protocolo de extingéo.
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Imediatamente (Figura 2) ou 6 horas (Figura 3) apds a reativacao, os animais
receberam infusbes bilaterais na regido CA1l do hipocampo dorsal de veiculo
(VEH; 0.1% DMSO em salina) ou do inibidor da sintese protéica anisomicina
(ANI; 160 pg/lado). A expressao da memoéria de extingdo foi avaliada em um
teste, sem reforco, 3, 24 ou 168 horas apos a reativacdo. De acordo com a
Figura 2 e 3, os animais tratados com VEH lembraram perfeitamente da
memoria de extingdo (0 que é demonstrado pela laténcia baixa) em todos os
tempos em que foram testados. A ANI quando dada imediatamente apos a
reativacdo da memoria de extingdo para o aprendizado em esquiva inibitéria
(Figura 2), mas nao 6 horas depois (Figura 3), impediu a retengéo futura da
mesma e permitiu o reaparecimento da memoaria aversiva original. Este efeito
observou-se apenas quando os animais foram testados 24 h ou 168 h, mas néo
3 h apds a reativacao, indicando que a inibicdo da sintese protéica hipocampal
logo apds a reativacdo ndo afeta a retencdo da memoria de curta duracdo e
sugerindo entdo que o efeito amnésico demonstrado para a memaria de longa
duracdo se deve efetivamente ao bloqueio do processo de manutencdo da

memoaria apds sua reativacao.
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Figura 2. A inibicdo da sintese protéica hipocampal logo apos a reativacgdo
do traco impede a persisténcia da memoria de extincdo do medo
condicionado. Ratos Wistar treinados na tarefa de EI foram submetidos a 5
sessOes de extingdo 24, 48, 72, 96 e 120 h apds o treino. Um dia mais tarde a
memodria de extincdo foi reativada, logo apds os animais receberam injegoes

bilaterais de veiculo (VEH) ou anisomicina (ANI; 160 pg/lado) na regiao CA1l do



23

hipocampo dorsal. A retencao da memoria em questdo foi avaliada 3, 24 ou 168 h
mais tarde. Barras representam a média (£ SEM) de laténcia de descida.* p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,001 usando o teste t de Student ou teste de Bonferroni apds

ANOVA. As setas indicam o momento da infusao da droga.
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Figura 3. A inibicdo da sintese protéica hipocampal 6 h apos a reativacdo
do traco ndo impede a persisténcia da memoria de extingdo do medo
condicionado. Ratos Wistar treinados na tarefa de EI foram submetidos a 5
sessOes de extingdo 24, 48, 72, 96 e 120 h apds o treino. Um dia mais tarde a
memoéria de extingdo foi reativada, 6h apds os animais receberam injecbes
bilaterais de veiculo (VEH) ou anisomicina (ANI; 160 ug/lado) na regido CA1l do
hipocampo dorsal. A retencdo da memodria em questdo foi avaliada 24 ou 168 h
mais tarde. Barras representam a média (£ SEM) de laténcia de descida.* p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,001 usando o teste t de Student ou teste de Bonferroni apds

ANOVA. As setas indicam o momento da infusao da droga.

A ANI é um inibidor de sintese protéica que atua no bloqueio da enzima
peptidil transferase em ribossomos eucariotos. Decidiu-se entdo, investigar o
efeito de outros inibidores de sintese protéica que atuam por mecanismos
distintos. A emetina (EME; 20 pg/lado) que atua na inducdo da apoptose e a
cicloheximida (CHX; 50 pg/lado) que inibe a traducdo em eucariotos resultando
na morte celular. Animais treinados e submetidos ao protocolo de extincédo
receberam na regido CA1l do hipocampo dorsal imediatamente apds a
reativacdo, infusdes bilaterais de VEH, EME, ou CHX e tal como no
experimento anterior, foram testados 3, 24 ou 168 horas ap0s a reativacao.
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Como pode se observar na figura 4, os animais tratados com VEH possuem
memoéria de extingdo, enquanto que o tratamento com EME ou CHX impediu a
retencdo futura da mesma e permitiu o reaparecimento da memoria aversiva
original, somente quando os animais foram testados 24 ou 168 horas depois da
reativacdo. Esses resultados indicam que independentemente do farmaco
utilizado para inibir sintese protéica apds a reativacdo da memoria de extingéo,
observou-se a perda da mesma com a concomitante reaparicdo da memoria

aversiva original.
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Figura 4. A inibicdo da sintese protéica hipocampal logo apos a reativagdo
do traco impede a persisténcia da memoria de extincdo do medo
condicionado. Ratos Wistar treinados na tarefa de EI foram submetidos a 5
sessOes de extingdo 24, 48, 72, 96 e 120 h apds o treino. Um dia mais tarde a
memodria de extincdo foi reativada, logo apds os animais receberam injegoes
bilaterais de veiculo (VEH), emetina (EME; 50 pg/lado) ou cicloheximida (CHX; 20
pMg/lado) em lugar de ANI. na regiao CAl do hipocampo dorsal. A retengdo da
memdaria em questdo foi avaliada 3, 24 ou 168 h mais tarde. Barras representam a
média (£ SEM) de laténcia de descida.* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 usando
o teste t de Student ou teste de Bonferroni apés ANOVA. As setas indicam o

momento da infusao da droga.
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Estudos sugerem que os efeitos pds-evocacdo de alguns agentes
amnésicos dependem da duragdo da sessao de reativacao e da idade do trago
mnemonico. Decidiu-se entdo, analisar se a reativacdo de um traco
envelhecido estaria suscetivel aos efeitos da inibicdo de sintese protéica. Para
tal, animais foram treinados e submetidos ao protocolo de extin¢ao, sete dias
apos o ultimo dia de extincdo a memoria foi reativada e imediatamente apos 0s
animais receberam infusdes bilaterais de VEH, ANI, EME ou CHX e foram
testadas 24 horas mais tarde. Como podemos observar na Figura 5, os animais
que receberam infusdo de VEH continuam recordando da memoaria de extingéo,
enquanto que os animais tratados com os diferentes inibidores de sintese
protéica mostram uma perda da memadria de extincdo onde a memoria original
reaparece. Esses resultados indicam que um traco mnemonico mais velho
também é suscetivel ao bloqueio de expressao através da infusédo de inibidores
de sintese protéica.
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Figura 5. A inibicdo da sintese protéica hipocampal ap6s a reativacao
realizada 7 dias apods a ultima sessao de extingdao impede a persisténcia da
memoria de extingao do medo condicionado. Ratos Wistar treinados na tarefa
de EI foram submetidos a 5 sessdes de extingdo 24, 48, 72, 96 e 120 h apods o
treino. 7 dias mais tarde a memoéria de extincdo foi reativada, logo apds os animais
receberam injecdes bilaterais de veiculo (VEH), anisomicina (ANI; 160 pg/lado),
emetina (EME; 50 pg/lado) ou cicloheximida (CHX; 20 pg/lado) na regiao CA1l do

hipocampo dorsal. A retencdao da memoria em questdo foi avaliada 24 h mais tarde.
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Barras representam a média (£ SEM) de laténcia de descida.* p<0,05; ** p<0,01;
*** pn<(0,001 usando o teste t de Student ou teste de Bonferroni apdés ANOVA. As

setas indicam o momento da infusdao da droga.

Para descartar a possibilidade de que os inibidores de sintese protéica
(ANI, EME ou CHX) estivessem provocando algum prejuizo na funcionalidade
hipocampal, e que este fosse a causa da amnésia observada, animais foram
treinados e submetidos ao protocolo de extingdo. Um ou sete dias ap0s o
término da extingdo os animais receberam infusdo bilateral na regido CA1 do
hipocampo dorsal de VEH, ANI, EME ou CHX e 24 horas mais tarde foram
submetidos a uma sessao de teste. Como se pode observar na Figura6 e 7, a
infusdo intra-hipocampal de ANI, EME ou CHX, por si s6, ndo produz qualquer
alteracdo na retengao do trago mnemonico. O fato de que estes inibidores da
sintese protéica ndo tenham efeito na retencéo do traco quando administrados
na auséncia de um comportamento relevante, sugere que a expressao nao
reforcada da memoria de medo associada a EIl inicia um processo
reconsolidatério dependente da sintese protéica hipocampal.

180

mmm VEH

— ANI
» 150{== EME
© -—
5 CHX
g 1201
v
° |
o 90 |
- |
©
-G 60_
c
Y | «
3 30- T Infusdo

|_,_| 1 dia
>
0
L 24 )

1 2 3 4 5

Sessao de extingao Tempo apés infusao (h)

Figura 6. A inibicao da sintese protéica hipocampal na auséncia de um
estimulo relevante ndo afeta a retencdao da memodria de extingdo. Ratos
Wistars treinados na tarefa de EI foram submetidos a cinco sessdes de extingao 24,

48, 72, 96 e 120 h apds o treino. Um dia apds a ultima sessdo, os animais



27

receberam infusdes bilateral de VEH, ANI, EME, ou CHX na regidao CAl do
hipocampo dorsal. A Retencao foi avaliada 24 h depois. Barras representam a
média (£ SEM) de laténcia de descida .* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 usando
o teste t de Student ou teste de Bonferroni apés ANOVA. As setas indicam o

momento da infusao da droga.

180

mmm VEH

— ANI
@ 150 == EME
[} —-—
3 CHX
‘s 120+
@ |
S !
o 90 -
- |
[
‘s 607 |
[ =
@ B
3 30 I Infusdo

m 7 dias
>
0
[ 24 '

1 2 3 4 5

Sessao de extingao Tempo apés infusdo (h)

Figura 7. A inibicao da sintese protéica hipocampal na auséncia de um
estimulo relevante ndo afeta a retencao da memoria de extingdo. Os
animais foram tratados exatamente como em 3A, exceto que as drogas foram
infundidas 7 dias apds a ultima sessdo de extingdo (n = 12/10 por grupo). Barras
representam a média (+ SEM) de laténcia de descida. Barras representam a média
(£ SEM) de laténcia de descida .* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 usando o teste
t de Student ou teste de Bonferroni apés ANOVA. As setas indicam o momento da

infusdo da droga.

O conjunto de experimentos acima descritos sugere que a memoria de
extincdo quando reativada se torna suscetivel a acdo de inibidores de sintese
protéica que impedem a expressao da mesma e fazem com que a memoria
aversiva original reapareca.

Depois de demonstrado o efeito da inibicdo da sintese protéica na
manutencdo da memoria de extingdo apds sua evocacdo, foi verificado se a
inibicdo da expressdo génica hipocampal ap0s a reativacdo desta memodria
afeta sua persisténcia. Para tanto, animais foram treinados na EIl e submetidos
ao protocolo de extincdo durante cinco dias. Um dia mais tarde, os animais
foram reativados e logo apds foram tratados com VEH ou um inibidor de

transcricdo génica, a-amanitina (AMA; 50 uM). Os animais foram testados 3, 24
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ou 168 horas ap6s a infusdo dos farmacos. Como observado na Figura 8, os
animais que receberam infusdo bilateral intra-CA1 de VEH lembraram a
memoria de extingdo em todos os tempos analisados, enquanto que 0s animais
tratados com AMA ndo evocaram a memoéria de extingdo quando testados 24
ou 168 horas, mas ndo 3 horas apos a reativacdo. E sabido que, uma das
diferencas mais notaveis entre as memarias de longa (LTM) e de curta duragéo
(STM) é sua sensibilidade a acdo de inibidores da sintese protéica e
transcricdo génica. A partir desta diferenca entre LTM e STM foi avaliado se o
efeito amnésico da AMA devia-se efetivamente a inibicdo da memdéria de
extincdo consolidada ou, pelo contrario, devia-se simplesmente a um efeito
inibitorio sobre a capacidade de expressao do traco.

Este bloqueio da expressdo da memoria de extingdo é observado com
a concomitante reaparicdo da memoria aversiva original. Estes resultados
indicam que além da sintese protéica, a expressdo génica também é

necessaria para a manutencdo da memoria de extingdo ap0s sua expressao.
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Figura 8. A expressdo génica hipocampal é necessaria para a manutengdo
da memoéria de extingdo apos sua expressao. Ratos Wistar treinados na tarefa
de EI foram submetidos a 5 sessdes de extingdo 24, 48, 72, 96 e 120 h apods o
treino. Um dia mais tarde a memodria de extingdo foi reativada, logo apds os
animais receberam injecdes bilaterais de veiculo (VEH) ou a-amanitina (AMANI; 50

MM) na regido CA1l do hipocampo dorsal. A retengdo da memoédria em questdo foi
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avaliada 3, 24 ou 168 h mais tarde. Barras representam a média (£ SEM) de
laténcia de descida .* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 usando o teste t de
Student ou teste de Bonferroni apos ANOVA. As setas indicam o momento da

infusao da droga.

Para analisar a janela temporal do efeito amnésico da AMA apos
expressdo da memoria de extingdo, os animais foram treinamos e submetidos
ao protocolo de extincdo. Um dia depois se realizou a reativacdo da memoria
de extincdo e seis horas mais tarde os animais foram tratados com VEH ou
AMA. De acordo com o que se observa na Figura 9, tanto os animais controles
quanto os AMA recordaram da memoéria de extingdo, indicando que a
expressao génica € necessaria para a manutencédo desta dentro de uma janela

de tempo restrita que pode ir até perto de 6 horas.
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Figura 9. A expressdo génica hipocampal é necessaria para a manutengdo
da memoria de extingdao dentro de uma janela de tempo restrita ap6s sua
expressao. Ratos Wistar treinados na tarefa de EI foram submetidos a 5 sessoes
de extingcdo 24, 48, 72, 96 e 120 h apds o treino. Um dia mais tarde a memdria de
extincdo foi reativada, 6 h apds os animais receberam injecGes bilaterais de veiculo
(VEH) ou a-amanitina (AMANI; 50 pM) na regido CA1 do hipocampo dorsal. A
retencdo da memoria em questdo foi avaliada 24 ou 168 h mais tarde. Barras
representam a média (£ SEM) de laténcia de descida.* p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001 usando o teste t de Student ou teste de Bonferroni apés ANOVA. As setas

indicam o momento da infusao da droga.



30

Como citado e demonstrado anteriormente, a idade do trago
mnemonico apos a reativacdo pode afetar a suscetibilidade deste a acédo de
agentes amneésicos. Neste experimento mostrou-se que a infusédo intra-
hipocampal de VEH ou AMA ap0s a reativacdo do traco da memoria de
extingdo envelhecido exerce algum efeito na manutencéo deste. Observando-
se a Figura 10, pode ser percebido que a infusédo de AMA afeta a manutencgé&o
do traco apos este ser reativado, onde foi observado o reaparecimento da

memaria original.
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Figura 10. A expressao génica hipocampal é necessaria para a manutengao
da memoria de extingdo apds sua reativacao. Ratos Wistars treinados na
tarefa de EI foram submetidos a cinco sessdes de extingao 24, 48, 72, 96 e 120 h
apos o treino. 7 dias apds a Ultima sessdo, os animais receberam, imediatamente
apos a reativacdo, infusGes bilateral de veiculo (VEH) ou a-amanitina (AMANI; 50
MM) na regiao CA1 do hipocampo dorsal. A Retencao foi avaliada 24 h depois.
Barras representam a média (£ SEM) de laténcia de descida.* p<0,05; ** p<0,01;
*** p<(0,001 usando o teste t de Student ou teste de Bonferroni apdés ANOVA. As

setas indicam o momento da infusdao da droga.

Para determinar se a infuséo intra-hipocampal de AMA um (Figura 11)

ou sete (Figura 12) dias apoés a extingdo afeta a manutencdo da mesma, foram
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treinados animais na El que foram submetidos ao protocolo de extingdo. Um
dia ou sete dias apO0s a extingdo os animais receberam infusdo intra-
hipocampal de AMANI e foram testados 24 horas mais tarde. De acordo com
as Figuras 11 e 12, observa-se que a infusdo de AMANI por si s6 ndo afeta a
manutencdo da memodria de extingdo, indicando que a amnésia observada nos
experimentos anteriores se deve a um bloqueio real da persisténcia da

memoria de extingdo apos sua reativacao.
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Figura 11. A expressdo génica hipocampal é necessaria para a manutengdo
da memoria de extingdo apds sua reativacdo. Ratos Wistars treinados na
tarefa de EI foram submetidos a cinco sessdes de extingdo 24, 48, 72, 96 e 120 h
apos o treino. 24h apds a uUltima sessdo, os animais receberam infusoes bilateral de
veiculo (VEH) ou a-amanitina (AMANI; 50 uM) na regiao CA1 do hipocampo dorsal.
A Retencgdo foi avaliada 24 h depois. Barras representam a média (£ SEM) de
laténcia de descida.* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 usando o teste t de
Student ou teste de Bonferroni apdés ANOVA. As setas indicam o momento da

infusdo da droga.
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Figura 12. A expressdo génica hipocampal é necessaria para a manutengdo
da memoria de extingdo apds sua reativacdo. Ratos Wistars treinados na
tarefa de EI foram submetidos a cinco sessdes de extingdao 24, 48, 72, 96 e 120 h
apos o treino. 7 dias ap0s a Ultima sessdo, os animais receberam infusGes bilateral
de veiculo (VEH) ou a-amanitina (AMANI; 50 uM) na regiao CA1 do hipocampo
dorsal. A Retencdo foi avaliada 24 h depois. Barras representam a média (+ SEM)
de laténcia de descida.* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 usando o teste t de
Student ou teste de Bonferroni apdés ANOVA. As setas indicam o momento da

infusdo da droga.

A partir dos resultados acima, observou-se que a sinteses de novas
proteinas e a expressdo génica s80 necessarias para a manutencdo da
memoria de extincdo apds sua reativacdo, com esses dados, foi investigado
quais proteinas poderiam estar envolvidas neste processo.

A atividade neuronal regula a transcricdo de uma grande variedade de
genes, muitos dos quais codificam proteinas que modificam a funcionalidade
sinaptica. No hipocampo, a proteina BDNF parece estar envolvida em
processos de plasticidade neural e neurogénese. Varios autores sugerem que
o BDNF exerce um papel importante na formacdo e na manutencdo de
memorias (Bekinschtein et al., 2008; Rossato et al., 2009; Alonso, 2005). Desta
forma, decidiu-se investigar se a proteina BDNF estaria sendo ativada apés a
reativacdo da memoria de extingdo. Para tal, animais foram treinados na El e
submetidos ao protocolo de extincdo, um dia apds o término da mesma 0s

animais passaram pela sessdo de reativacdo e foram mortos a distintos
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tempos. Como podemos observar na Figura 13 a expressao da proteina BDNF
aumenta apds a reativacdo quando comparada com o0s grupos que foram

submetidos ao protocolo de extingdo sem a presenca da reativacao.
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Figura 13. A expressdo da proteina BDNF aumenta apods a reativacao. Ratos
Wistar treinados na tarefa de EI foram submetidos a 5 sessdes de extingao 24, 48,
72, 96 e 120 h apds o treino. 24h apos o ultimo dia de extingdo, esta memoria foi
reativada e imediatamente, 30, 90, 180 ou 360 min apds a reativagdo os animais
foram sacrificados e a regido CA1 do hipocampo dorsal removida. Os niveis da
proteina BDNF foram verificados mediante técnica de Western-Blotting. Os dados
estdo expressos (média = erro padrao) e sdo representados como porcentagem em
relacdo ao grupo controle. ***p<0,01 e **p<0,05 em teste ANOVA seguido de

Bonferroni (n=5 por grupo).

Para ter-se certeza de que o aumento da expressdo de BNDF se deve
realmente a reativacdo da memdria de extincdo e ndo a uma modificagcdo na
quantidade de proteinas totais, foi analisada a expressdo de uma proteina
enddgena que ndo deveria estar alterada por uma condigdo comportamental.

Para tal, analisamos a expressao da proteina tubulina. Como se pode ver na
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Figura 14 a expressdo desta proteina ndo estd alterada nas diferentes
condicbes comportamentais apresentadas, indicando que a Vvariagédo
encontrada na expressdao de BNDF é devido a reativacdo da memoria de

extincao.
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Figura 14. A expressdao da proteina Tubulina n3ao se altera apés a
reativacdao. Ratos Wistar treinados na tarefa de EI foram submetidos a 5 sessOes
de extingdo 24, 48, 72, 96 e 120 h apds o treino. 24h apds o ultimo dia de
extincdo, esta memdria foi reativada e imediatamente, 30, 90, 180 ou 360 min
apos a reativacdo os animais foram sacrificados e a regidao CAl1 do hipocampo
dorsal removida. Os niveis da proteina Tubulina foram verificados mediante técnica
de Western-Blotting. Os dados estdo expressos (média + erro padrdo) e sdo
representados como porcentagem em relagdao ao grupo controle absoluto total.
***p<0,01 e **p<0,05 em teste ANOVA seguido de Bonferroni (n=5 por grupo).

ApOs certificar-se que a proteina BDNF aumenta apos a reativacéo da
memoéria de extincdo, foi averiguado se o bloqueio farmacolégico de BDNF
possui algum efeito na manutencdo deste traco apds sua reativacdo. Para
tanto, animais foram treinados e submetidos ao protocolo de extingcao.
Imediatamente ou 6 horas apos a reativacdo os animais receberam infusées
bilaterais intra-hipocampais de VEH ou Anti-BDNF, um anticorpo bloqueador da
funcdo da proteina (A-BDNF; 0,5 pg/lado). Os animais foram testados 24 ou
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168 horas mais tarde. Os animais tratados com VEH se recordam da memoria
de extincdo independentemente do tempo em que foram testados e do
momento em que receberam a infuséo (Figura 15 e 16). No entanto os animais
tratados com A-BDNF imediatamente ap0s a reativacdo perdem a memoria de
extincdo, onde é observado o reaparecimento da memdria aversiva original

(Figura 15), este efeito amnésico ndo é observado quando a infusdo é

realizada 6 horas apoés a reativacao (Figura 16).
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Figura 15. A funcionalidade de BDNF é necessaria para a manutengdo da
memoria de extingdo imediatamente apdés sua reativagdao. Ratos Wistar
treinados na tarefa de EI foram submetidos a 5 sessbes de extingdao 24, 48, 72, 96
e 120 h apds o treino. Um dia mais tarde a memoria de extingdo foi reativada, logo
apos os animais receberam injecdes bilaterais de veiculo (VEH) ou Anti-BDNF (A-
BDNF; 0,5 pL /lado) na regido CA1 do hipocampo dorsal. A retencdo da memoria
em questdo foi avaliada 24 ou 168 h mais tarde. Barras representam a média (%
SEM) de laténcia de descida. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 usando o teste t
de Student ou teste de Bonferroni apdos ANOVA. As setas indicam o momento da

infusdo da droga.
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Figura 16. A funcionalidade de BDNF é& necessaria para a manutencgdo da
memoria de extingdo imediatamente, mas ndo 6h apds sua reativacgdo.
Ratos Wistar treinados na tarefa de EI foram submetidos a 5 sessdes de extingao
24, 48, 72, 96 e 120 h apos o treino. Um dia mais tarde a memoria de extingdo foi
reativada, 6h apds os animais receberam injecdes bilaterais de veiculo (VEH) ou
Anti-BDNF (A-BDNF; 0,5 pL /lado) na regidao CA1 do hipocampo dorsal. A retencgao
da memodria em questdo foi avaliada 24 ou 168 h mais tarde. Barras representam a
média (£ SEM) de laténcia de descida .* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 usando
o teste t de Student ou teste de Bonferroni apés ANOVA. As setas indicam o

momento da infusao da droga.

Para averiguar se a infusédo intra-hipocampal dos famacos utilizados
neste trabalho, anisomicina — ANI, emetina — EME, cicloheximida — CHX,
amanitina — AMA e anti-BDNF — A-BDNF, exercia alguma acéo tardia no
estado de ansiedade ou na atividade exploratoria dos animais que pudesse
mascarar a evocacdo da memoria de extincdo relacionada a El, infundiu-se
bilateralmente VEH, ANI, EME, CHX, AMANI ou A-BDNF e os animais foram
submetidos 24 horas mais tarde, a uma sessao comportamental no campo
aberto ou no labirinto em cruz elevado. Como se pode observar na Tabela 1
nenhuma das drogas utilizadas afetou o0 niumero de entradas totais, 0 numero

de entradas nos bracos abertos nem o tempo total gasto nos bracos abertos
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durante uma sesséo de 5 min no labirinto em cruz elevado. Similarmente, as
drogas utilizadas n&do alteram nem o numero de cruzamentos nem o numero de
elevacbes durante uma sessdo comportamental de 5 min de duracdo num
campo aberto. Em conjunto, estes resultados indicam que quando infundida no
hipocampo 24 h antes da avaliagdo comportamental as drogas utilizadas neste
trabalho ndo modificaram o estado de ansiedade e a atividade motora dos

animais.
VEH ANI EME CHX AMA A-BDNF
1 152+09 1365+0.9 9.7+2.0 132+08 163+ 1.4 13.1+0.8
2 85+08 70+0.7 59+1.6 7.2+0.6 8.3+0.8 7.4+0.6
3 416+37 469+83  442+79  396+3.7 429%3.7 39.7+36
4 420+79 486+84  401+104 543+97 401+53 42.0%8.0
5 16.7+20 20.2+36 14.1+4.1 176+41 174+ 47 14632

Tabela 1: Infusdes de VEH, ANI, EME, CHX, AMANI, A-BDNF na regiao CA1
do hipocampo dorsal nao apresentam efeito sobre as atividades
locomotoras e exploratéria ou sobre o estado de ansiedade. ANI
(1pg/lado), EME (20 pg/lado), CHX (50 ng/lado), AMA (5 upg/lado), A-
BDNF (0,5 upg/lado) ou veiculo (VEH; 0.1% DMSO em salina) foram
infundidos na regido CA1 do hipocampo dorsal 24 horas antes da exposicdo as
tarefas de labirinto em cruz elevado e campo aberto. Os dados sdo expressos como
média £ erro padrdo do numero total de entradas (1), nUmero de entradas nos
bragos abertos (2) e a porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos (3),
Labirinto em cruz elevado; n = 8 por grupo, e o numero de cruzamentos e
elevagdes (4 e 5), Campo aberto; n = 8 por grupo, teste t de Student. Diferentes

grupos de animais foram utilizados para cada teste comportamental.
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6. DISCUSSAO

Os resultados apresentados acima indicam que a inibicdo da sintese
protéica e da expressao génica na regido CA1l do hipocampo dorsal apos a
reativacdo da memoria de extin¢do, prejudica a retencdo da mesma sem afetar
a memoria original aversiva, consequentemente, o traco original do medo
reaparece. Este fendmeno foi observado mediante a utilizacdo de inibidores de
sintese protéica com mecanismos de acao distintos, com isso € possivel
descartar qualquer efeito farmacoldgico inespecifico. Além disso, o efeito
amnésico dos farmacos foi tempo-dependente e ocorreu concomitantemente a
reativacdo da memoaria de extingdo, ndo podendo ser atribuido aos fenébmenos
de recuperacao espontanea (Rescorla, 2004), renovacao (Bouton et al., 2004)
ou restabelecimento (McAllister & McAllister, 2006). Nos grupos experimentais
gue receberam inibidores de sintese protéica e de expressao génica 6 h apos a
reativacdo, ndo foi observado a presenca desses fendbmenos. De fato, o
protocolo de treinamento utilizado induz uma memdaria de extingdo que persiste
pelo menos até 14 dias (Fig. 1). Deste modo, a explicagdo mais plausivel para
os dados sugere que a memoria de extingdo para a tarefa de esquiva inibitéria
debilita-se ap0ds sua reativacdo de modo que, para persistir, precisa passar por
um processo de reconsolidacao dependente de sintese protéica no hipocampo.

Atualmente, muitos trabalhos tém demonstrado que a evocacdo de uma
mem©éria consolidada, quando reativada na auséncia de um reforgo,
desencadeia dois processos opostos: a consolidacdo da memoria de extingcéo e
a reconsolidacdo da memoaria original. O que vai determinar a direcdo desses
dois processos sdo as condicbes ambientais, fisiolégicas e comportamentais
expostas no momento da reativagdo (Eisenberg, 2003; Suzuki et al., 2004).
Juntamente com essas descobertas recentes (Garcia-Delatorre, 2010), os
resultados desse trabalho sugerem que a dinamica do processamento da
memoria ap0s a reativacdo € muito mais complexa do que se pensava, e
indicam que o modelo atual acerca da evocacao deve incluir a possibilidade de
que a memoria de extingdo consolidada também esta suscetivel a atualizagédo
e modificacdo apos a evocacao. Esta possibilidade tem profundas implicacdes
a nivel clinico, pois ajuda a compreender e evitar a reincidéncia de uma

mem©aria aversiva ap0s o aparente sucesso das terapias de extingcdo utilizadas
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para o tratamento de fobias e distlrbios de ansiedade (Foa, 2000; Miller &
Sweatt, 2006).

A atividade neuronal apés a reativacdo parece estar associada com a
regulacdo de muitos genes, 0s quais estdo envolvidos na codificacdo de
proteinas que modificam a funcionalidade sinaptica (Dudai, 2004; Kandel,
2001). No hipocampo, a proteina BDNF exerce um papel fundamental na
plasticidade neuronal e neurogénese (Schinder, 2000; Tyler, 2002), sendo
fundamental para formacéo e manutencdo de memorias (Rossato, 2009), além
de promover alteragcbes morfologicas nas sinapses que suportam a
manutencao da LTM (Bekinschtein et al., 2008; Lamprecht & LeDoux, 2004). A
partir desses dados, os resultados bioquimicos e farmacolégicos deste trabalho
acerca do envolvimento do BDNF demonstraram que, o aumento dessa
proteina apods a reativacao pode estar relacionado com a manuten¢éo do traco
mnemonico extinto no momento da sua expressdo, deste modo, a atuacéo
deste fator neurotrofico também € de extrema relevancia na manutencdo da

memoria de extingcdo apas reativacao.
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7. CONCLUSAO

O conjunto desses resultados apresentados sugere que, a inibicdo da
sintese protéica e da expressado génica apOs a reativagdo da memoria de
extincdo prejudica a retencdo da mesma, ndo por apagar o traco extinto, mas
sim, por inibir um processo dependente de sintese de proteinas iniciado no
momento da evocacdo dessa memoria. Esta expressdo apos a reativacao é
fundamental para acessar as informacdes armazenadas no momento da
aguisicdo, possibilitando sua atualizacdo. Portanto, a memdria de extingao
consolidada, quando reativada, desencadeia um processo reconsolidatério
dependente da sintese de proteinas e expressdo de novos genes no
hipocampo para se re-estabilizar.

A partir desses achados, novos estudos serdo necessarios para
compreender esse dinamico caminho mnemonico desencadeado pela
reativacdo de uma memoéria extinta, e com isso possibilitar o avanco no
conhecimento acerca de futuras estratégias terapéuticas para o tratamento de

distarbios de ansiedade e fobias associados ao medo aprendido.
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Resumo
A expressdo de uma memoria ja consolidada pode levar a ocorréncia de dois
processos opostos, que requerem a sintese de novo de proteinas nas mesmas
areas do cérebro: a extincdo e a reconsolidacdo. A extingdo debilita a expresséo da
memo©ria original, enquanto que a reconsolidagdo permite a incorporacdo de nova
informacéo a ela. O conhecimento dos processos envolvidos apds a expressado de
distintos tipos de memorias tem avancado muito nos Ultimos anos, e alguns
conceitos novos foram instituidos. Portanto, neste artigo, serdo reunidas algumas
das principais descobertas das ultimas décadas envolvendo o estudo dos processos
decorrentes da expressdo de memdria, com o intuito de acumular o conhecimento
basico que permita o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o

tratamento de disturbios de ansiedade e fobias associadas ao medo aprendido.
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Abstract

The non-reinforced expression of long-term memory may lead to two opposite protein
synthesis-dependent processes in the same brain areas: extinction and
reconsolidation. Extinction weakens consolidated memories, whereas reconsolidation
allows incorporation of additional information into them. Knowledge about the
processes initiated by the expression of different types of memory has advanced
greatly in recent years, and some new concepts have been introduced. Therefore, in
this article, we will comment about some of the main findings of the last decades
concerning the study of the processes resulting from memory expression. This is
important to consolidate our knowledge about the possible development of new
therapeutic strategies to treat anxiety disorders and phobias associated to learned

fear.

Keywords: Consolidation, reconsolidation, extinction, memory, retrieval
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Introducéo

A famosa frase proferida por Descartes “penso, logo existo”, quando colocada
em um contexto mais atual, talvez ndo possa ser considerada totalmente correta,
pois como sugerido por Squire e Kandel!, nossa individualidade € formada pelo
acervo mnemonico construido a partir de experiéncias vivenciadas que podem ser
expressas. Deste modo, ndo somos aquilo que somos simplesmente porque
pensamos. Somos aquilo que somos porque podemos lembrar aquilo que
pensamos. Sendo assim, a evocacdo das memorias € fundamental para a
sobrevivéncia, ja que este processo nos permite utilizar, consciente ou
inconscientemente, a informacdo adquirida para responder e adaptar-nos aos
desafios que o ambiente nos apresenta ao longo da vida. Evidéncias indicam que,
apos serem evocadas, as memorias tornam-se instaveis e, para persistirem, devem
passar por um processo de re-estabilizacdo dependente de sintese proteica
denominado reconsolidacdo?. Esse processo ndo € simplesmente a repeticdo da
consolidac&do inicial, mas sim um mecanismo independente com um objetivo
biolégico especifico: atualizar e estabilizar uma informacao previamente armazenada
com relacdo as modificacbes ambientais ou internas do individuo para assim
determinar sua persisténcia.? A evocacao de uma memoria pode ainda desencadear
outro fendmeno conhecido como extincdo, que se caracteriza pela evocacao
repetida do traco na auséncia do estimulo incondicionado que levou a sua
formacéo®, o qual também requer sintese de proteinas em &reas especificas do
cérebro®

Deste modo, o conhecimento dos processos envolvidos apos a expressao de

distintos tipos de memdrias, tem avancado muito nos udltimos anos, e alguns
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conceitos novos foram instituidos. Portanto, neste artigo, serdo reunidas as
principais descobertas das Ultimas décadas envolvendo o estudo dos processos
decorrentes da expressdo de memarias: extingdo e reconsolidacdo, com o intuito de
acumular o conhecimento basico que permita o desenvolvimento de novas

estratégias terapéuticas para o tratamento de distlrbios de ansiedade e fobias.

Consolidacéao, extincdo e reconsolidacdo de memaorias

Apos o processo de aprendizagem, a informag&o tem dois destinos possiveis:
ela pode ser perdida para sempre, de maneira que, nunca mais estara disponivel
para ser acessada; ou ela pode passar por um processo de estabilizagdo, durante o
qual ocorrem modifica¢cdes bioquimicas que determinam sua persisténcia.l Este
processo € denominado consolidacdo. Distintos eventos moleculares estédo
envolvidos com a formagdo e manutencdo das memoérias de longa duracdo. Estes
eventos incluem a ativacdo do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), proteinas
cinases e fatores de transcrigéo. °

Quando uma memdéria consolidada € reativada, ou seja, evocada, nha
auséncia de um reforco, dois processos antagdnicos podem ser desencadeados: a
consolidagdo da memodria de extingdo ou a reconsolidacdo da memaria original. O
que vai determinar a direcdo desses dois processos sédo as condicbes ambientais,
fisiolégicas e comportamentais expostas no momento da reativacdo. '° Esses
processos desempenham um papel fundamental para a modificacdo de uma

mem©aria existente, pois proporcionam as mesmas caracteristicas dindmicas, uma
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vez que estdo em permanente reorganizacao, conferindo aos individuos uma facil
adaptacdo em funcédo de uma experiéncia ou de alteracdes do ambiente externo. 2

Desde os estudos pioneiros de Pavlov  sabe-se que a reativacdo repetida da
memoria na auséncia de reforco conduz a sua extingdo, que se caracteriza por
suprimir a expresséo do aprendizado original ao invés de apaga-lo. >*° Além disso,
essa memoria extinta que foi consolidada pode tornar-se suscetivel a atualizacao
apos a reativacdo, assim como ocorre com a reconsolidacéo.**

A hipdtese da reconsolidacao foi primeiramente proposta no final da década
de 1960, por Misanin e colaboradores*® sugerindo que, as memdrias de longa
duracdo quando evocadas entram em um periodo de labilizacdo necessitando ser
reconsolidadas para permanecerem. Essa hipotese foi reafirmada a partir dos
achados reportados por Nader e colaboradores *** demonstrando que, em ratos, a
infusdo intra-amigdala de um inibidor da sintese protéica imediatamente apés a
evocacdo de uma resposta condicionada ao medo, induz amnésia persistente. A
partir desses trabalhos, outros grupos tém pesquisado o papel da reconsolidacéo na
manutencdo da memoria ap0s a reativacdo, enfatizando o estudo acerca dos
requisitos moleculares desse processo.***’

Deste modo, os processos de reconsolidacdo e extincdo estdo relacionados
funcionalmente, pois ambos baseiam-se na aquisi¢cdo de informacdo sobre o que
acontece no momento da expressao, informacao que, por sua vez, esta associada
com o aprendizado original. Contudo, eles apresentam mecanismos distintos quanto
a formacéo. Apesar de estar difundida na literatura a relagcdo molecular e bioquimica
destes dois processos, ainda € contraditoria a interagdo comportamental destes
eventos. Trabalhos de diversos laboratorios demonstraram que, a ocorréncia de

extincdo € um dos fatores que limitam ou de fato impedem a reconsolidacdo de
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memorias. Enquanto, resultados mais recentes indicam que a reconsolidacdo pode
ocorrer independentemente da extingdo prévia da memoria em questédo, sugerindo
que ambos os processos sdo independentes.®?! Entretanto, em um estudo recente,
foi demonstrado que a memodria de extingcdo para a tarefa de esquiva inibitéria
debilita-se apds sua reativacdo de modo que, para persistir, precisa passar por um
processo de reconsolidacéo dependente de sintese protéica no hipocampo.** A partir
desses achados, mais estudos serdo necessarios para compreender o caminho de
uma memaria extinta apds a sua expressao.

A memoaria é um produto formado a partir de uma experiéncia passada, que &
usada para responder questdes no presente. O traco mnemaonico quando evocado,
permite que sejam feitas modificacdes plasticas nas sinapses para a manutencao
das memorias de longa duracdo. Essa atualizacdo, mediante a reconsolidacao,
confere ao traco mnemonico caracteristicas dinamicas, que estdo em constante
reorganizacao em funcao de experiéncias futuras que a vida proporciona.

O conhecimento acerca dos requerimentos moleculares, bioquimicos e
comportamentais que sustentam a manutencdo de um traco mnemonico apds sua
reativacdo, ainda é limitado, porém necessario para compreender o mecanismo
associado com a reincidéncia de uma memaria aversiva ap0s 0 aparente sucesso
das psicoterapias baseadas no processo de extingdo, que sao utilizadas para o
tratamento de transtornos de ansiedade e do estresse poés-traumatico. Portanto, os
fendbmenos  denominados  recuperacdo  espontanea,”>  renovacdo,”®  ou
restabelecimento,?* que envolvem o reaparecimento de uma meméria aversiva ap6s
a extincdo, sdo alvos nos estudos acerca desses disturbios. Deste modo, serdo
necessarias mais investigagcbes para compreender esse dinamico caminho

mnemonico desencadeado pela reativacdo de uma memoria, € com isso possibilitar
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0 avanco no conhecimento com relacdo as futuras estratégias terapéuticas para o

tratamento de distarbios de ansiedade e fobias associados ao medo aprendido.
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