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RESUMO 

 

As memórias não são armazenadas em sua forma definitiva. Logo após a 

aquisição, elas passam por um longo processo de estabilização conhecido como 

consolidação. Memórias já consolidadas podem se tornar novamente lábeis logo 

após a evocação e suscetíveis a ação de agentes amnésicos. Dessa forma, para 

persistirem devem passar pelo processo de reestabilização denominado, 

reconsolidação. Inúmeras evidências indicam que o hipocampo tem um papel 

importante tanto na consolidação quanto na reconsolidação de diferentes memórias. 

Assim, decidimos investigar a participação dos receptores NMDA e GABA da região 

CA1 do hipocampo dorsal na evocação e reconsolidação da memória espacial. 

Utilizando a tarefa de labirinto aquático de Morris (LAM) em ratos, demonstramos 

que a infusão na região CA1 do hipocampo do antagonista seletivo do receptor 

NMDA, AP5 (5 µg/µl) é capaz de bloquear temporariamente a evocação da memória 

espacial. Porém quando administrado diferentes doses e diferentes tempos, após a 

sessão de reativação na ausência de reforço não se observa efeito algum sobre a 

reconsolidação da memória espacial. Enquanto que o agonista do sítio da glicina no 

receptor NMDA, D-SER (10 µg/µl), melhora não só a consolidação, mas também a 

reconsolidação da memória espacial. Além disso, a infusão do agonista do receptor 

GABA, muscimol (0,1 µg/µl), impede temporariamente a evocação da memória do 

LAM. Porém, quando os animais recebem a infusão de muscimol antes da sessão 

de reativação e do inibidor da síntese de proteínas, anisomicina (160 µg/µl), 

imediatamente após esta sessão, a memória espacial permanece inibida. Assim, 

demonstramos que a inibição dos receptores NMDA impede a evocação mas não a 

reconsolidação da memória espacial e seu agonista é capaz de melhorar a 

consolidação e a reconsolidação dessa memória, enquanto a ativação do receptor 

GABA impede temporariamente a evocação e o prejuízo na memória é mantido com 

a inibição da síntese de proteínas. 

 

Palavras-chave: memória, consolidação, reconsolidação, evocação, memória 

espacial, receptor NMDA, receptor GABA. 

 

 



ABSTRACT 

 

Memories are not stored in its final form immediately after the acquisition. 

They undergo a long stabilization process known as consolidation. Consolidated 

memories can become labile again after the retrieval and susceptible to the action of 

amnesic agents. Thus, to persist must go through the re-stabilization process called 

reconsolidation. Several evidences indicate that the hippocampus plays an important 

role in both consolidation and reconsolidation process of different memories. In this 

way, we decided investigate the participation of NMDA and GABA receptors of dorsal 

hippocampus CA1 region on the retrieval and reconsolidation of spatial memory. We 

used the Morris water maze task (MWM) to demonstrate that infusion of AP5 (5 

µg/µl), the selective antagonist of the NMDA receptor, into the dorsal hippocampus 

CA1 region of rats is able to block temporarily the retrieval of spatial memory. 

However, when we administered different doses and different times after the 

reactivation session in the absence of reinforcement is not observed any effect on 

spatial memory reconsolidation. While agonists of the glycine site of NMDA 

receptors, D-SER (10 µg/µl), improves the consolidation and the reconsolidation of 

spatial memory. Furthermore, we found that infusion of the agonist of GABA, 

muscimol (0.1 µg/µl), temporarily prevents the memory retrieval of MWM. However, 

when the animals received infusion of muscimol before the reactivation session and 

the protein synthesis inhibitor, anisomycin (160 µg/µl), immediately after this session, 

spatial memory remains inhibited. Thus, we have demonstrated that inhibition of 

NMDA receptors prevents the retrieval but not the reconsolidation of the spatial 

memory and the NMDA agonist is capable of improving consolidation and 

reconsolidation of memory, while the GABA activation temporarily prevents retrieval 

and the impairment of memory is maintained through inhibition of protein synthesis. 

 

Key words: memory, consolidation, reconsolidation, retrieval, spatial memory, NMDA 

receptors, GABA receptors. 

 

 



LISTA DE FIGURAS 

  

Figura 1. Desenho esquemático do cérebro de rato mostrando o local de 
implantação das cânulas de infusão na região CA1 do hipocampo dorsal ............... 16 
 
Figura 2. Foto do animal sendo submetido à cirurgia estereotáxica para a 
implantação de cânulas de infusão na região CA1 do hipocampo dorsal ................. 17 
 
Figura 3. Vista geral da sala do LAM do Centro de Memória do Instituto de 
Pesquisas Biomédicas da PUCRS. ........................................................................... 19 
 
Figura  4. Fotografia de um rato sobre a plataforma de escape no LAM. ................. 20 
 
Figura 5. Infusão de fármacos através das cânulas-guia esterotaxicamente 
implantadas ............................................................................................................... 21 
 
Figura 6. AP5 modifica a evocação da memória espacial quando administrado na 
região CA1 do hipocampo dorsal antes de um teste na ausência de plataforma de 
escape ....................................................................................................................... 23 
 
Figura 7. AP5 não interfere na retenção da memória espacial quando administrado 
na região CA1 do hipocampo dorsal após um teste na ausência de plataforma de 
escape ....................................................................................................................... 24 
 
Figura 8. A D-cicloserina melhora a retenção da memória espacial quando 
administrada na região CA1 do hipocampo dorsal após um teste na ausência de 
plataforma de escape ................................................................................................ 26 
 
Figura 9. Muscimol modifica a evocação da memória espacial quando administrado 
na região CA1 do hipocampo dorsal antes de um teste na ausência de plataforma de 
escape ....................................................................................................................... 28 
 
Figura 10. Muscimol interfere na evocação da memória espacial quando 
administrado na região CA1 do hipocampo dorsal antes de uma sessão de 
reativação na ausência da plataforma de escape, e anisomicina imediatamente após 
essa evocação impede que a memória se recupere ................................................. 29 
 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE ABREVIATURAS 

 

ANI- Anisomicina 

AP5- Ácido D(−)-2-Amino-5-fosfopentanóico 

CPFm- Córtex pré-frontal medial 

D-SER- D-cicloserina 

EI- Esquiva inibitória  

GABA- Ácido gama-aminobutírico 

h- horas 

INF- infusão  

i.p.- Intraperitoneal 

i.c.v.- Intracerebroventricular 

LAM- Labirinto Aquático de Morris 

LTP- Potenciação de longa duração. Do inglês: Long-term Potentiation 

min - minuto 

LTM- Memória de longa duração. Do inglês: Long-term Memory 

MUS- Muscimol 

NMDA- N-Metil D-Aspartato  

PT- Teste na ausência da plataforma de escape 

QA- quadrante alvo 

s- segundos 

STM- Memória de curta duração. Do inglês: Short-term Memory 

VEH- Veículo  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO ....................................................................................................... 10 

2 OBJETIVOS ........................................................................................................... 15 
2.1 Objetivo geral: .................................................................................................. 15 
2.2 Objetivos específicos: ...................................................................................... 15 

3 MATERIAIS E MÉTODOS ..................................................................................... 15 
3.1 Animais Experimentais .................................................................................... 15 
3.2 Cirurgia Estereotáxica...................................................................................... 16 
3.3 Manipulação dos animais ................................................................................ 17 
3.4 Labirinto Aquático de Morris – LAM ................................................................. 17 
3.5 Aprendizado espacial no LAM ......................................................................... 19 
3.6 Reativação da memória espacial associada ao LAM ...................................... 20 
3.7 Tratamentos farmacológicos ............................................................................ 20 
3.8 Controle histológico da região estudada .......................................................... 21 
3.9 Análise Estatística dos Dados ......................................................................... 22 

4 RESULTADOS ....................................................................................................... 22 
4.1 A infusão intra-hipocampal de AP5 antes de uma sessão de reativação não 
reforçada no labirinto aquático de Morris, prejudica a evocação da memória 
espacial.................................................................................................................. 22 
4.2 A infusão intra-hipocampal de AP5 após uma sessão de reativação não 
reforçada no labirinto aquático de Morris, não prejudica a reconsolidação da 
memória espacial. .................................................................................................. 23 
4.3 A D-cicloserina melhora a consolidação e a reconsolidação da memória 
espacial quando administrada na região CA1 do hipocampo dorsal após um teste 
na ausência de plataforma de escape. .................................................................. 24 
4.4 A infusão intra-hipocampal de muscimol, 15 minutos antes de uma sessão de 
reativação não reforçada no labirinto aquático de Morris, prejudica a evocação da 
memória espacial. .................................................................................................. 27 
4.5 A infusão intra-hipocampal de muscimol, 15 minutos antes de uma sessão de 
reativação não reforçada no LAM impede a evocação da memória espacial. A 
infusão de anisomicina imediatamente após essa sessão prejudica a retenção da 
memória em um segundo teste. ............................................................................ 28 

5 DISCUSSÃO .......................................................................................................... 30 

6 CONCLUSÕES ...................................................................................................... 35 

7 REFERÊNCIAS ...................................................................................................... 36 

ANEXO ..................................................................................................................... 44 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 10 

1 INTRODUÇÃO 

 

As memórias são uma parte essencial da vida (Doyle e Kiebler, 2011), pois 

seu acervo é o que faz de cada indivíduo um ser único, e seu conjunto determina o 

que se conhece por personalidade (Squire e Kandel, 2003).  

Ao longo do processo evolutivo, o surgimento da capacidade de armazenar 

informações permitiu que os seres vivos se beneficiassem de experiências passadas 

para resolver problemas apresentados pelo meio ambiente, oferecendo aos animais 

uma maior adaptabilidade. Os grupos taxonomicamente mais antigos, como os 

invertebrados, já apresentam alguma capacidade mnemônica. No caso dos seres 

humanos, a memória exerce um papel ainda mais nobre, funcionando como um 

arcabouço que armazena nossa história pessoal, torna possível que cresçamos e 

mudemos ao longo da vida (Kandel et al., 2000). 

Para que uma memória se forme, informações originárias de fontes externas 

(experiências sensoriais oriundas da interação com o ambiente) ou internas 

(cognição, emoção) devem ser adquiridas e armazenadas. Porém, de todas as 

informações processadas pelo sistema nervoso, apenas algumas são de fato 

retidas. A maioria nem sequer é adquirida, sendo filtrada por mecanismos 

atencionais e emocionais. Dentre aquelas que são adquiridas, apenas algumas são 

armazenadas, e mesmo dentre essas, muitas são esquecidas.  

O acervo de informações que constitui a memória pode se diferenciar de 

acordo com vários critérios, porém os mais marcantes são quanto ao conteúdo e 

tempo de duração. Quanto ao conteúdo, as memórias podem ser classificadas como 

explícitas e implícitas. As memórias explícitas ou declarativas contêm informações 

que usualmente sabemos que possuímos e das quais temos acesso consciente. 

Esse tipo de memória inclui o conhecimento sobre nossa história pessoal e sobre o 

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

memórias episódicas, que são as autobiográficas, referentes a eventos aos quais 

assistimos ou participamos; e as memórias semânticas, que são as de conhecimento 

geral (Izquierdo e McGaugh, 2000; Squire e Zola, 1996). Já as memórias implícitas 

(também chamadas de não-declarativas) contêm informação à qual não precisamos 

ter acesso de forma consciente, tal como o conhecimento procedimental e a 

informação obtida a partir de aprendizados simples como aqueles produzidos pelo 

treino em tarefas de condicionamento e habituação (Izquierdo, 2002). 
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Quanto ao tempo de duração, as memórias que permanecem armazenadas 

por um curto período de tempo, poucos minutos ou horas, são denominadas de 

memória de curta duração (STM; sigla do inglês: short-term Memory; Izquierdo et al., 

1998a; Alberini et al., 2006), enquanto que, se ficarem armazenadas por um longo 

período de tempo, muitas horas, dias ou meses são denominadas de memórias de 

longa duração (LTM; sigla do inglês: long-term Memory; Izquierdo et al., 1998a). O 

processo no qual ocorre a formação da LTM é denominado de consolidação, e 

consiste em um conjunto complexo e altamente regulado de reações bioquímicas e 

requer a ativação de diversas proteínas e vias de sinalização interdependentes; esse 

processo ocorre nos neurônios e leva a modificações sinápticas que culminam em 

uma progressiva estabilização pós-aquisição das LTM (Dudai, 2004; Costa-Mattioli e 

Sonenberg, 2008).  

Após a consolidação, uma memória pode permanecer estavelmente 

armazenada e ser evocada quando necessário, mas isso não significa que esta 

memória estará cristalina e indefinidamente gravada, insensível a todo tipo de 

evento após a consolidação. Ao invés disso, as memórias consolidadas tornam-se 

novamente labilizadas quando reativadas, o que ocorre quando são evocadas. 

Durante esse novo período de fragilidade, as memórias podem ter sua retenção 

prejudicada se houver bloqueio da síntese de proteínas, de forma semelhante ao 

que ocorre na fase inicial de consolidação. Como um conjunto semelhante de 

interferências pode afetar a estabilidade de memórias quando agem tanto na fase 

inicial do aprendizado quanto logo após a evocação, o processo que converte a 

memória labilizada pela evocação em uma forma novamente estável denomina-se 

reconsolidação (Alberini, 2005; Dudai e Eisenberg, 2004; Nader et al., 2000; Sara, 

2000; Tronson e Taylor, 2007). 

Apesar da denominação usada, o processo da reconsolidação não é apenas 

uma simples reiteração da consolidação, pois a estabilização pós-reativação é um 

processo diferente da estabilização promovida na consolidação, apesar de existir 

uma sobreposição destes processos quanto a função de armazenamento de 

memórias e quanto a necessidade subjacente de síntese de proteínas (Tronson e 

Taylor, 2007). 

Trabalhos realizados em vários laboratórios, utilizando diferentes agentes 

amnésicos, bem como diversos paradigmas de aprendizado e espécies de animais, 

mostraram que após a evocação na ausência de reforço, as LTM necessitam da 
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síntese de proteínas para persistirem, ou seja, elas precisam ser reconsolidadas 

(Debiec et al., 2002; Kida et al., 2002; Pedreira et al., 2002; Sangha et al., 2003; 

Eisenberg et al., 2003; Lee et al., 2004; Stollhoff et al., 2005; Inda et al., 2005; 

Gainutdinova et al., 2005; Merlo et al., 2005),  

A ocorrência do processo reconsolidatório na tarefa de aprendizado espacial 

do labirinto aquático de Morris (LAM), foi comprovado através da infusão 

intrahipocampal em ratos, de diferentes agentes amnésicos (Rossato et al., 2006; 

Bonini et al., 2007; Da Silva et al., 2008). 

Na literatura está bem estabelecido que a integridade da formação 

hipocampal é essencial para a aprendizagem espacial, porém os mecanismos 

neurais sobre o envolvimento do hipocampo neste processo não estão totalmente 

compreendidos (Stewart e Morris, 1993; D`Hooge e De Deyn, 2001). O hipocampo é 

uma estrutura encefálica bilateral localizada no lobo temporal e é um importante 

componente do sistema límbico, desempenhando um papel fundamental na 

formação de memórias de curto e longo prazo, sendo que diferentes áreas corticais 

aferentes e eferentes interagem com esta estrutura para regular a aquisição e o 

armazenamento de novas informações (Izquierdo et al., 1998a, 1998b).  

Além da interação de diferentes regiões cerebrais com o hipocampo, 

inúmeros elementos moleculares e bioquímicos são necessários para o 

processamento da memória. Dentre esses componentes estão os receptores 

excitatórios glutamatérgicos do tipo NMDA e também os receptores inibitórios do tipo 

GABA, os quais se encontram amplamente distribuídos pelo sistema nervoso central 

de mamíferos (Brioni et al., 1989; Monaghan et al., 1998). 

Os receptores glutamatérgicos do tipo NMDA são encontrados em grande 

número no hipocampo (Monaghan et al., 1998; Sakurai et al., 1993). Onde sabe-se 

que estão envolvidos com a plasticidade sináptica (Collingridge, 1987). Sua ativação 

é capaz de gerar potenciação de longa duração (LTP, sigla do inglês: long-term 

potentiation), que é um meio artificial de indução de plasticidade sináptica (Lynch, 

1986; Bliss e Collingridge, 1993; Nicoll e Malenka, 1999; Rodrigues, 2004), sobre o 

qual se acredita ser uma valiosa ferramenta para estudar mecanismos celulares e 

moleculares envolvidos na formação de memórias (Morris et al. 1986; Sakimura et 

al., 1995; Tsien et al., 1996, McDonald et al., 2005). Camundongos transgênicos 

com déficit de receptores NMDA apresentam prejuízo na plasticidade sináptica e no 

aprendizado (Sakurai et al., 1993; Shimizu et al., 2000), enquanto que os animais 
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capazes de produzir mais receptores NMDA apresentam mais habilidades de 

aprendizado em algumas tarefas (Tang et al., 1999, 2001). 

No paradigma de esquiva inibitória (EI), observa-se que a infusão do 

antagonista do receptor NMDA, AP5, em ratos, é capaz de bloquear a consolidação 

da memória de esquiva inibitória, se administrado imediatamente, mas não 30 ou 

180 minutos após o treino (Izquierdo et al., 1992; Jerusalinsky et al., 1992). O efeito 

inibitório também é observado quando o bloqueio ocorre pré-teste, demonstrando 

prejudicar a evocação da memória para a tarefa de EI. Além disso, a administração 

sistêmica do antagonista do receptor NMDA, ifenprodil, antes do treino na tarefa de 

medo condicionado ao som e ao contexto leva a um prejuízo dose dependente na 

aquisição destas memórias, enquanto injeções antes do teste não produzem efeito 

(Rodrigues et al., 2001). 

A participação dos receptores NMDA não se restringe apenas as memórias 

aversivas, pois estudos também evidenciaram o envolvimento desses receptores na 

aquisição e consolidação de memórias espaciais. Sendo que o primeiro estudo a 

sugerir isto ocorreu em 1986 por Morris et al. (1986), que demonstrou que o bloqueio 

dos receptores NMDA, pela administração crônica intracerebroventricular (i.c.v.) de 

AP5, inibe o aprendizado espacial. Outros estudos usando camundongos 

geneticamente modificados chegaram à mesma conclusão. Tsien et al. (1996) 

demonstrou que camundongos nocautes para os receptores NMDA na região CA1 

exibem prejuízo na memória espacial, enquanto a memória não espacial fica intacta. 

Além do envolvimento no processo de consolidação de memórias, os 

receptores NMDA também se mostraram envolvidos no processo de reconsolidação, 

onde trabalhos evidenciaram que na memória de medo condicionado, a 

administração do antagonista do receptor NMDA, MK-801 i.p. (intraperitoneal), em 

ratos, prejudica a memória quando administrado após uma sessão de reativação, 

enquanto que a administração do seu agonista, D-cicloserina (D-SER) melhora a 

memória, indicando a participação dos receptores NMDA no processo de 

reconsolidação desse traço mnemônico (Lee et al., 2006). Esta participação também 

foi observada na tarefa de discriminação de odores, pois quando Torras-Garcia e 

colaboradores administraram i.c.v., em ratos, o antagonista dos receptores NMDA, 

AP5, imediatamente após a sessão de reativação, viram um prejuízo na retenção 

desta memória em um teste realizado 48 h após a sessão de reativação (Torras-

Garcia et al., 2005). 
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Outro grupo de receptores extremamente importantes para a formação de 

memórias e amplamente distribuídos pelo SNC de mamíferos são os GABAérgicos, 

os quais são os principais receptores inibitórios do SNC (Brioni et al., 1989; 

Castellano et al., 1989). Dentre os receptores GABA, o GABAA é o subtipo mais 

abundante no cérebro (Pirker et al., 2000). 

Estudos têm demonstrado que a LTP pode ser bloqueada pelo agonista do 

receptor GABA, muscimol (Bliss e Collingridge, 1993), e que a administração desse, 

após o treino, leva a uma redução na resposta de medo durante a sessão de teste 

na tarefa de EI, isso é observado quando a infusão ocorre tanto sistemicamente 

quanto diretamente na amígdala, hipocampo, córtex entorrinal, área pré-central 

medial anterior, córtex pré-frontal medial e dorso lateral (Ammassari-Teule et al., 

1991; Brioni et al., 1989; Carbo Tano et al., 2009; Introini-Collison et al., 1994, Mello 

e Souza et al., 2000, Izquierdo et al., 2007).  

Quanto ao envolvimento dos receptores GABA nas memórias espaciais, 

quando o agonista do receptor GABA, muscimol, é infundido no CPFm (córtex pré- 

frontal medial) de ratos, ocorre um prejuízo na memória para a tarefa do labirinto 

radial, em que os animais são treinados para escolher um objeto associado a uma 

recompensa. Assim, os animais que receberam muscimol apresentaram prejuízo ao 

expressar a memória para a localização do objeto se comparado com o grupo 

controle (Lee e Solivan, 2008). 

O prejuízo causado por muscimol também é observado ao administrá-lo no 

córtex entorrinal de ratos, ocasionando prejuízo na aquisição e expressão da 

informação em um labirinto radial, em que os animais na sessão de teste, não são 

capazes de recordar qual dos braços havia comida durante o treino (Gaskin e White, 

2010). 

Além disso, diazepam, um fármaco da família dos benzodiazepínicos que 

interage com os receptores GABA ativando-os, ao ser administrado i.p. em ratos, é 

capaz de levar a um déficit na memória espacial, prejudicando a aquisição da 

memória do labirinto aquático (Arolfo e Brioni, 1991). 

Com base nas evidências apresentadas acima quanto ao envolvimento dos 

receptores NMDA e GABA em diferentes tipos de memórias, o objetivo deste 

trabalho foi avaliar o envolvimento desses receptores na memória espacial utilizando 

a tarefa de labirinto aquático de Morris. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral: 

 

- Verificar a participação dos receptores NMDA e GABA, da região CA1 do 

hipocampo dorsal de ratos, na evocação e reconsolidação da memória espacial. 

 

2.2 Objetivos específicos: 

- Investigar a participação dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA da 

região CA1 do hipocampo dorsal de ratos, no processo de evocação da memória 

espacial. 

- Investigar a participação dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA da 

região CA1 do hipocampo dorsal de ratos, no processo de reconsolidação da 

memória espacial. 

- Investigar o efeito do agonista do receptor NMDA, D-SER, na região CA1 do 

hipocampo dorsal de ratos, no processo de consolidação e reconsolidação da 

memória espacial. 

- Investigar a participação dos receptores GABA da região CA1 do hipocampo 

dorsal de ratos, no processo de evocação da memória espacial. 

- Investigar o envolvimento da síntese de proteínas da região CA1 do 

hipocampo dorsal de ratos, no processo de retenção da memória espacial, após a 

ativação dos receptores GABA. 

 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais Experimentais 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos de 2,5 a 3 meses de idade, pesando 

em média 300 g. Os animais foram mantidos em caixas moradias em número de 5 

por caixa, em ambiente climatizado (temperatura de 21-23o C) submetidos a um ciclo 

claro/escuro de 12 h, com água e comida ad libitum. Os animais foram adquiridos da 

Fundação Estadual de Produção e Pesquisa em Saúde (FEPPS) e mantidos no 

biotério do Centro de Memória do Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS. 
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Todos os experimentos realizados estiveram de acordo com as normas dos 

“Principles of laboratory animal care” (NIH publication N˚85-23, revised 1996) e 

tiveram a aprovação do Comitê de Ética para o Uso de Animais da PUC-RS.  

Trata-se de um estudo com animais experimentais, desta forma o tamanho 

amostral (número de animais por grupo) foi definido com base nos estudos da área 

publicados em revistas científicas qualis A internacional e baseado em estudos 

prévios do nosso laboratório. Então, para um poder de 90%, com nível de 

significância de 0,05 os grupos precisarão ter um número de 8 animais. 

 

3.2 Cirurgia Estereotáxica 

 

Os animais utilizados foram submetidos à cirurgia estereotáxica para 

implantação de cânulas guia de 0,2 mm de calibre, posicionadas 1,0 mm acima da 

região CA1 do hipocampo dorsal, seguindo as coordenadas (A -4,2, L ±3,0, V -2,0 

mm) segundo o Atlas de Paxinos e Watson (1986; FIG. 1). 

 

Figura 1. Desenho esquemático do cérebro de rato mostrando o local de implantação das cânulas de infusão 
na região CA1 do hipocampo dorsal (Paxinos e Watson, 1986). 
 

 

Todo o procedimento foi realizado com os animais previamente anestesiados 

com ketamina (“Francotar”; Virba, ou “Vetanarcol”; König) juntamente com Xilazina, 

que é um sedativo/miorrelaxante/analgésico (“Coopazine”; Coopers), administrados 

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

(FIG. 2). 

Uma vez recuperados da anestesia, os animais foram recolocados em suas 

caixas-moradia, e não houve troca entre os animais em cada caixa ao longo de todo 

o experimento. 
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Figura 2. Foto do animal sendo submetido à cirurgia estereotáxica para a implantação de cânulas de infusão 
na região CA1 do hipocampo dorsal. No detalhe, vista geral do equipamento estereotáxico. 

 

3.3 Manipulação dos animais 

 

Quatro dias após a cirurgia, os animais passaram por duas sessões de 

manipulação. Durante cada sessão os animais foram levados do biotério até a sala 

onde os experimentos seriam conduzidos, retirados da gaiola e manuseados durante 

5 minutos. 

 

3.4 Labirinto Aquático de Morris – LAM 

 

O LAM foi desenvolvido há mais de 20 anos por Richard G. Morris (1984) 

como um instrumento para investigar aprendizado espacial em roedores. A relativa 

simplicidade do LAM é indubitavelmente umas das razões para seu sucesso. Na sua 

versão espacial (também denominada de “plataforma oculta”), esta tarefa está 

baseada em uma capacidade universal, a utilização de dicas ambientais para 

encontrar um alvo que, ao permitir o escape de uma situação desprazeirosa, atua 

como reforço positivo. De fato, o LAM é o modelo comportamental mais amplamente 

usado para analisar a participação do hipocampo no processamento de informação 

espacial. O paradigma é plástico o suficiente como para poder ser adaptado com 

êxito à análise de diferentes fases e modalidades do processamento do traço 

mnemônico espacial, aonde um maior número de sessões de treino, ou bem a 

execução do mesmo durante vários dias conduz ao estabelecimento de um mapa 
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mnemônico perdurável, claramente evidenciado pelo surgimento de uma marcada 

preferência espacial. O fato de que a intensidade e a duração do treinamento 

possam ser alteradas com consequências previsíveis na magnitude da resposta 

adquirida e da preferência espacial estabelecida, facilita a análise correlativa entre 

os dados comportamentais e suas contrapartidas bioquímicas.  

O LAM utilizado em nossos experimentos encontra-se em uma sala ampla, 

bem iluminada (iluminação indireta) e sem janelas, a qual foi especialmente 

construída nas instalações do Centro de Memória do Instituto de Pesquisas 

Biomédicas da PUCRS. O labirinto em si consiste de uma piscina circular feita de 

concreto rebocado e impermeabilizado pintada da cor preta (2 m de diâmetro e 0,6 

m de altura). A piscina está conceitualmente dividida em 4 quadrantes imaginários 

idênticos. Dois centímetros abaixo da água (mantida entre 21–23°C durante todo o 

experimento) e oculta da vista do sujeito experimental encontra-se uma plataforma 

de escape de 12 cm de diâmetro. A superfície da plataforma é abrasiva para permitir 

que o animal suba nela assim que a detectar. O LAM esta rodeado de numerosos 

elementos claramente visíveis e de cores e motivos contrastantes ainda que 

comportamentalmente neutros (figuras, fotografias, desenhos geométricos e 

abstratos, etc.) pendurados nas paredes da sala, esses elementos servem como 

dicas de localização espacial e sua posição pode ser mudada a vontade do 

experimentador (FIG. 3). 
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Figura 3. Vista geral da sala do LAM do Centro de Memória do Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS. 

 

3.5 Aprendizado espacial no LAM 

 

O treino na versão espacial do LAM consistiu de 1 sessão diária de 8 largadas 

durante 2 ou 5 dias, sendo o treino de 2 dias empregado na tentativa de se avaliar 

se fármacos podem levar a uma melhora no processamento da tarefa. A plataforma 

de escape foi mantida na mesma posição durante os dias de treino. Cada uma das 8 

largadas diárias foi iniciada de uma posição distinta da piscina de acordo com um 

padrão pseudoaleatório gerado por um sistema computadorizado desenvolvido em 

nosso laboratório. A duração máxima da largada foi de 60 s e se o animal não 

encontrasse a plataforma neste período de tempo era conduzido até ela pelo 

experimentador, permanecendo sobre a mesma durante 30 s. A retenção da 

memória no LAM foi avaliada em um teste de retenção na ausência da plataforma de 

escape de 60 s, realizado 24 h após o treino. O tempo que o animal permaneceu 

nadando no quadrante alvo (QA, quadrante onde a plataforma de escape esteve 

localizada durante o treino) foi utilizado como o principal indicador de retenção da 

memória espacial (FIG. 4; Da Silva et al., 2008). 
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Figura 4. Fotografia de um rato sobre a plataforma de escape no LAM. 

 

3.6 Reativação da memória espacial associada ao LAM 

 

O treino no LAM foi realizado como descrito no item 3.5. Vinte quatro ou 120 

horas após a última sessão de treino os ratos foram submetidos a um teste de 

reativação na ausência da plataforma de escape (PT). 24 ou 120 horas após o teste 

(PT1) realizamos um novo teste na ausência da plataforma de escape (PT2 ou PT3). 

 

3.7 Tratamentos farmacológicos 

 

Para a realização dos diferentes tratamentos farmacológicos utilizamos uma 

cânula de infusão (0,05 mm de diâmetro), conectada a uma micro-seringa por meio 

de um tubo de polietileno acoplado a uma agulha de infusão; o fármaco a ser 

administrado foi colocado dentro do tubo e a agulha acoplada então à luz da cânula 

guia de infusão na cabeça do animal. A infusão foi realizada a uma velocidade de 

0,5 l/min. Ao término de cada infusão, a cânula foi deixada no local por 30-60 s 

adicionais para evitar refluxo. Utilizamos neste trabalho os seguintes fármacos: 

 Anisomicina: inibidor da síntese de proteínas, 
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 AP5: antagonista seletivo competitivo do receptor NMDA, 

 D-cicloserina: agonista do sitio da glicina do receptor NMDA, 

 MK-801: antagonista seletivo não competitivo do receptor NMDA,  

 Muscimol: agonista do receptor GABA. 

Os fármacos foram dissolvidos em DMSO 2% ou solução salina 0,9% e 

guardados protegidos da luz a -20°C até o uso. As doses utilizadas foram 

determinadas com base em experimentos pilotos e em estudos prévios que 

mostraram o efeito destes fármacos sobre o aprendizado e a memória de ratos, e 

em outras variáveis comportamentais e fisiológicas. Os animais do grupo controle 

receberam infusão bilateral de 1 µl do veículo utilizado para a preparação dos 

fármacos estudados. 

 

 

 

Figura 5. Infusão de fármacos através das cânulas-guia esterotaxicamente implantadas. A cânula de infusão, 
1,0 mm maior em comprimento do que a cânula-guia é introduzida na luz desta, atingindo a região-alvo onde se deseja que o 
fármaco ou salina sejam infundidos. 

 

3.8 Controle histológico da região estudada 

 

A verificação do posicionamento anatômico das cânulas implantadas e do 

local atingido pela infusão foi realizada post mortem. Para isso, depois dos 

procedimentos comportamentais aos quais os animais foram submetidos, estes 

receberam a infusão de 1 µl de uma solução de azul de metileno 0,1% através das 

mesmas cânulas utilizadas para a aplicação das drogas. Quinze minutos depois da 

infusão, os animais foram sacrificados por decapitação, seus cérebros removidos e 

colocados em uma solução de formol 4% por um período de quatro dias. 
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Posteriormente, procedeu-se a análise histológica. Somente animais com a 

localização correta das cânulas foram considerados na análise estatística dos dados 

(FIG. 1). 

 

3.9 Análise Estatística dos Dados 

 

Para a análise dos dados do LAM utilizamos testes de estatística paramétrica 

(ANOVA de uma ou duas vias seguidas do contraste adequado ou teste t de Student 

para amostra única ou amostra pareadas). Valores de p<0,05 foram considerados 

estatisticamente significantes. A análise foi realizada utilizando o software Prism 

Graph-Pad 5.1. 

 

 

4 RESULTADOS 

 

4.1 A infusão intra-hipocampal de AP5 antes de uma sessão de 

reativação não reforçada no labirinto aquático de Morris, prejudica a evocação 

da memória espacial. 

Com o objetivo de verificar se o bloqueio do receptor NMDA antes de uma 

sessão de reativação, não reforçada (sem a presença da plataforma), exerce algum 

efeito sobre a evocação da memória espacial, ratos foram treinados durante cinco 

dias na versão espacial do LAM, conforme descrito no item 3.5, sendo submetidos a 

uma sessão de teste na ausência da plataforma de escape (PT1) 24 horas após o 

treino. 5, 15 ou 30 minutos antes da realização de PT1 (FIG. 6), os animais foram 

infundidos bilateralmente na região CA1 do hipocampo dorsal com VEH ou o 

antagonista do receptor NMDA, AP5 (5 µg/lado). A retenção da memória foi avaliada 

em um segundo teste na ausência da plataforma de escape realizado 24 horas após 

o PT1. Como se pode observar nas FIG. 6B e 6C os animais que receberam a 

infusão de AP5 15 ou 30 min antes de PT1 passaram uma menor porcentagem de 

tempo no quadrante alvo em comparação com os animais controles, porém no teste 

realizado 24 horas após PT1 (PT2), ambos os grupos de animais passaram a 

mesma porcentagem de tempo no quadrante alvo. Indicando que os receptores 

glutamatérgicos do tipo NMDA são necessários durante a evocação da memória 

espacial, e que seu efeito inibitório é temporário. 
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Figura 6. AP5 modifica a evocação da memória espacial quando administrado na região CA1 do hipocampo dorsal 
antes de um teste na ausência de plataforma de escape. Ratos com cânulas implantadas na região CA1 do hipocampo 
dorsal foram treinados durante 5 dias na versão espacial do LAM. 24 h após foram divididos em grupos experimentais e 
submetidos a um teste de 60 s na ausência da plataforma de escape (PT1). A) Média do tempo gasto no quadrante alvo (QA) 
durante um teste realizado 24 h após o último dia de treino para animais que receberam VEH ou AP5 (5 µg/lado) 5 minutos 
antes do teste (PT1). A seta preta indica o momento da infusão. A retenção da memória foi avaliada em um segundo teste de 
60 s (PT2) realizado 24 horas após PT1. Os dados estão apresentados como a média ± SEM. B) Média do tempo gasto no 
quadrante alvo (QA) durante um teste realizado 24 h após o último dia de treino para animais que receberam VEH ou AP5 (5 
µg/lado) 15 minutos antes do teste (PT1). A seta preta indica o momento da infusão. A retenção da memória foi avaliada em 
um segundo teste de 60 s (PT2) realizado 24 horas após PT1. Os dados estão apresentados como a média ± SEM. 
***p<0,0001 vs VEH; n=8 por grupo. C) Média do tempo gasto no quadrante alvo (QA) durante um teste realizado 24 h após o 
último dia de treino para animais que receberam VEH ou AP5 (5 µg/lado) 30 minutos antes do teste (PT1). A seta preta indica o 
momento da infusão. A retenção da memória foi avaliada em um segundo teste de 60 s (PT2) realizado 24 horas após PT1. Os 
dados estão apresentados como a média ± SEM. ***p<0,0001 vs VEH; n=8 por grupo. 

 

 

4.2 A infusão intra-hipocampal de AP5 após uma sessão de reativação 

não reforçada no labirinto aquático de Morris, não prejudica a reconsolidação 

da memória espacial. 

Com o objetivo de investigar se o bloqueio do receptor NMDA, após uma 

sessão de reativação não reforçada (sem a presença da plataforma), exerce algum 

efeito sobre a reconsolidação da memória espacial, ratos foram treinados durante 

cinco dias na versão espacial do LAM, conforme descrito no item 3.5, sendo 

submetidos a uma sessão de teste na ausência da plataforma de escape (PT1) 24 

horas após a última sessão de treino. Imediatamente, 30 ou 90 minutos após PT1, 

os animais foram infundidos bilateralmente na região CA1 do hipocampo dorsal, com 

VEH ou o antagonista seletivo do receptor NMDA, AP5 (FIG. 7: A-0,5 µg/lado; B-2,5 

µg/lado; C-5 µg/lado ou D-25 µg/lado). A retenção da memória foi avaliada em um 

segundo teste na ausência da plataforma de escape (PT2) realizado 24 ou 120 

horas após o PT1.  
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Figura 7. AP5 não interfere na retenção da memória espacial quando administrado na região CA1 do hipocampo dorsal 
após um teste na ausência de plataforma de escape. Ratos com cânulas implantadas na região CA1 do hipocampo dorsal 
foram treinados durante 5 dias na versão espacial do LAM, 24 h após foram divididos em grupos experimentais e submetidos a 
um teste de 60 s na ausência da plataforma de escape (PT1). Os animais receberam na região CA1, VEH ou AP5 (A-0,5 
µg/lado; B-2,5 µg/lado; C-5 µg/lado; D-25 µg/lado) imediatamente, 30 ou 90 minutos após PT1. A retenção da memória foi 
avaliada em um segundo teste na ausência da plataforma de escape (PT2) realizado 24 ou 120 h após PT1. Os dados estão 
apresentados como a média (± SEM) da porcentagem do tempo total gasto no quadrante alvo (QA); n=8 por grupo. 
 

 

Como pode ser observado nas FIG. 7A, 7B, 7C e 7D os animais que 

receberam a infusão de AP5 em diferentes tempos após a sessão de reativação, 

apresentaram um comportamento similar ao grupo controle quando testados 24 ou 

120 horas após PT1. Assim, o bloqueio do receptor NMDA por AP5 não prejudica a 

reconsolidação da memória espacial, pois quando esta foi labilizada, através da 

utilização de uma sessão de reativação, AP5 não interferiu sobre esta memória. 

 

 

4.3 A D-cicloserina melhora a consolidação e a reconsolidação da 

memória espacial quando administrada na região CA1 do hipocampo dorsal 

após um teste na ausência de plataforma de escape. 

Da mesma forma que a hipótese tradicional da consolidação só foi aceita 

após a comprovação da existência de drogas pró amnésicas, a corroboração 

conclusiva da existência de um processo reconsolidatório requer a demonstração de 

que o mesmo possa ser modulado positivamente por agentes farmacológicos. Com 

o objetivo de verificar se a consolidação da memória espacial poderia ser melhorada 

farmacologicamente, decidimos avaliar o efeito da D-cicloserina (D-SER), um 

agonista do sítio da glicina no receptor NMDA, e que diversos estudos já 
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demonstraram ser capaz de facilitar o aprendizado de distintas tarefas (Lelong et al., 

2001; Richardson et al., 2004; Akirav et al., 2006). Primeiramente determinamos se 

a D-SER (10 µg/lado) infundida na região CA1 hipocampal era capaz de melhorar a 

aquisição da memória espacial no LAM. Para isso, os animais foram treinados no 

LAM somente por dois dias, utilizando um protocolo que envolvia oito largadas/dia 

(ver metodologia). Imediatamente após cada dia de treino, os animais foram 

infundidos bilateralmente na região CA1 do hipocampo, com VEH, D-SER (10 

µg/lado) ou MK-801 (10 µg/lado), um antagonista não competitivo dos receptores 

NMDA. Os animais que receberam D-SER, encontraram a plataforma de escape 

mais rapidamente que os animais controles durante o segundo dia de treino (FIG. 

8A), e passaram mais tempo nadando no quadrante alvo durante uma sessão de 

teste na ausência da plataforma de escape realizado 24 h após a última sessão de 

treino (FIG. 8B). Enquanto que os animais que receberam MK-801, demoraram mais 

tempo para encontrar a plataforma de escape em comparação com os animais 

controles, durante o segundo dia de treino (FIG. 8A), e passaram menos tempo 

nadando no quadrante alvo durante uma sessão de teste na ausência da plataforma 

de escape realizado 24 h após a última sessão de treino (FIG. 8B). Após termos 

demonstrado que a administração de D-SER melhora a consolidação da memória 

espacial no LAM avaliamos se a D-SER também poderia atuar melhorando a 

reconsolidação da memória espacial do LAM. Para isso, treinamos animais na 

versão espacial do LAM durante dois dias e 24 horas após realizamos um teste de 

retenção na ausência da plataforma de escape. Imediatamente depois 

administramos VEH, D-SER (10 µg/lado) ou MK-801 (10 µg/lado) na região CA1 

hipocampal. Os animais que receberam D-SER logo após a reativação na ausência 

da plataforma de escape (FIG. 8C) mostraram uma melhora na retenção da memória 

durante um segundo teste de evocação (PT2) não reforçada realizado 24 h após 

PT1. Entretanto esse efeito não foi observado no teste realizado 120 h após PT1 

(PT3). Os animais que receberam a infusão de MK-801 após a sessão de 

reativação, tiveram um comportamento parecido com o grupo controle, quando 

testados 24 ou 120 h após PT1 (FIG. 8C). 
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Figura 8. A D-cicloserina melhora a retenção da memória espacial quando administrada na região CA1 do hipocampo 
dorsal após um teste na ausência de plataforma de escape. Ratos com cânulas implantadas na região CA1 do hipocampo 
dorsal foram treinados durante 2 dias na versão espacial do LAM. A) Média das latências de escape durante 2 dias de 
aquisição do aprendizado espacial para ratos que receberam VEH, D-cicloserina (10 µg/lado; D-SER) ou MK-801 (10 µg/lado) 
imediatamente após a última largada de cada sessão de treino. Os dados estão apresentados como médias ± SEM. *p<0,05 vs 
VEH; n=8 por grupo. B) Média do tempo gasto no quadrante alvo (QA) durante um teste realizado 24 h após o último dia de 
treino para animais que receberam VEH, D-SER (10 µg/lado) ou MK-801 (10 µg/lado). Os dados estão apresentados como a 
média ± SEM. *p<0,05 vs VEH; n=8 por grupo. C) Os animais foram treinados durante 2 dias na versão espacial do LAM e, 24 
h após a última sessão de treino foram submetidos a um teste na ausência da plataforma de escape. Imediatamente após o 
teste os animais receberam VEH, D-SER (10 µg/lado) ou MK-801 (10 µg/lado). A seta preta indica o momento da infusão. A 
retenção da memória foi avaliada em um segundo teste de 60 s (PT2) realizado 24 h após o primeiro e em um terceiro teste 
realizado 120 h após o primeiro (PT3). Os dados estão apresentados como a média ± SEM da percentagem do tempo total de 
natação gasto no QA. **p<0,01 vs VEH; n=8 por grupo. D) Os animais foram tratados exatamente como mostrado na figura 8C, 
exceto que não foram submetidos a um teste um dia após a última sessão de treino. VEH, D-SER (10 µg/lado) ou MK-801 (10 
µg/lado) foram infundidos na região CA1 24 h pós treino (INF) e a retenção da memória foi avaliada em um PT realizado 24 h 
(PT1) ou 120 h (PT2) após a infusão; n=8 por grupo. 

 

 

Estes dados confirmam que a administração de D-SER na região CA1 

hipocampal melhora a aquisição e a consolidação da memória espacial do LAM. A 

infusão de D-SER, imediatamente após o teste de reativação na ausência da 

plataforma de escape também melhora a reconsolidação da memória espacial no 

LAM. Enquanto MK-801, prejudica a aquisição e a consolidação, mas não a 

reconsolidação da memória do LAM. A infusão intra-hipocampal de D-SER ou MK-

801, 24 h após o treino no LAM, na ausência de um evento comportamental 
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relevante, não induz qualquer alteração na retenção da memória espacial 

previamente adquirida (FIG. 8D). 

 

4.4 A infusão intra-hipocampal de muscimol, 15 minutos antes de uma 

sessão de reativação não reforçada no labirinto aquático de Morris, prejudica a 

evocação da memória espacial. 

Com o objetivo de verificar se a ativação do receptor GABA, antes de uma 

sessão de reativação, não reforçada (sem a presença da plataforma), exerce algum 

efeito sobre o processo de evocação da memória espacial, ratos foram treinados 

durante cinco dias na versão espacial do LAM, conforme descrito no item 3.5, sendo 

submetidos a uma sessão de teste na ausência da plataforma de escape (PT1) 24 

horas após a última sessão de treino. 15 minutos antes da realização de PT1 (FIG. 

9), os animais foram infundidos bilateralmente na região CA1 do hipocampo dorsal 

com VEH ou o agonista seletivo do receptor GABA, muscimol (0,1 µg/lado). A 

retenção da memória foi avaliada em um segundo teste na ausência da plataforma 

de escape realizado 24 horas após o PT1 (PT2). 

Como pode ser observado na FIG. 9, os animais que receberam a infusão de 

muscimol, na região CA1 do hipocampo, 15 minutos antes de PT1 passaram uma 

menor porcentagem de tempo no quadrante alvo em comparação com os animais 

controles, porém durante a sessão de teste realizada 24 horas após PT1 (PT2), 

ambos os grupos de animais, passaram a mesma porcentagem de tempo no 

quadrante alvo. Estes resultados mostram que a ativação dos receptores GABA 

prejudica a evocação da memória espacial, e que seu efeito inibitório é temporário. 
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Figura 9. Muscimol modifica a evocação da memória espacial quando administrado na região CA1 do hipocampo 
dorsal antes de um teste na ausência de plataforma de escape. Ratos com cânulas implantadas na região CA1 do 
hipocampo dorsal foram treinados durante 5 dias na versão espacial do LAM, 24 h após foram divididos em grupos 
experimentais e submetidos a um teste de 60 s na ausência da plataforma de escape (PT1). Média do tempo gasto no 
quadrante alvo (QA) durante um teste realizado 24 h após o último dia de treino para animais que receberam VEH ou muscimol 
(0,1 µg/lado) 15 minutos antes do teste (PT1). A seta preta indica o momento da infusão. A retenção da memória foi avaliada 
em um segundo teste de 60 s (PT2) realizado 24 h após PT1. Os dados estão apresentados como a média ± SEM. 
***p<0,0001 vs VEH; n=8 por grupo. 

 

 

4.5 A infusão intra-hipocampal de muscimol, 15 minutos antes de uma 

sessão de reativação não reforçada no LAM impede a evocação da memória 

espacial. A infusão de anisomicina imediatamente após essa sessão prejudica 

a retenção da memória em um segundo teste. 

Ao verificarmos que a ativação do receptor GABA, antes de uma sessão de 

reativação, não reforçada (sem a presença da plataforma), é capaz de prejudicar a 

evocação da memória do LAM, decidimos verificar o efeito da infusão de 

anisomicina (ANI), inibidor de síntese de proteínas, quando administrado 

imediatamente após a sessão de reativação na ausência de reforço (PT1) nos 

animais que haviam recebido muscimol 15 minutos antes de PT1. Para tal, ratos 

foram treinados durante cinco dias na versão espacial do LAM, conforme descrito no 

item 3.5, sendo submetidos a uma sessão de teste na ausência da plataforma de 

escape (PT1) 24 horas após o último dia de treino. 15 minutos antes da realização 

de PT1, os animais foram infundidos bilateralmente na região CA1 do hipocampo 

dorsal com VEH ou o agonista seletivo do receptor GABA, muscimol (0,1 µg/lado). 

Imediatamente após PT1, os grupos que receberam VEH ou muscimol, foram 

divididos em 2 grupos cada, que receberam VEH ou ANI (160 µg/lado) na região 

CA1 do hipocampo. A retenção da memória foi avaliada em um segundo teste (PT2) 

na ausência da plataforma de escape realizado 24 horas após o PT1. 
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Como pode se observar na FIG. 10, os animais que receberam muscimol 15 

minutos antes do teste na ausência da plataforma de escape (PT1), passaram uma 

menor porcentagem de tempo no quadrante alvo em comparação com os animais 

controles. Os animais que receberam VEH ou muscimol 15 minutos antes e ANI 

imediatamente após PT1, ao serem submetidos ao segundo teste 24 horas após 

PT1 (PT2), permaneceram com a memória inibida. Porém, os animais que 

receberam muscimol 15 minutos antes e VEH imediatamente após PT1, 

apresentaram o mesmo desempenho dos animais controles. Demonstrando que os 

receptores GABA interferem na evocação da memória espacial, entretanto sua 

ativação não é suficiente para impedir a síntese de proteínas, levando a um prejuízo 

na retenção da memória espacial no teste realizado 24 horas após PT1. 

 

 
Figura 10. Muscimol interfere na evocação da memória espacial quando administrado na região CA1 do hipocampo 
dorsal antes de uma sessão de reativação na ausência da plataforma de escape, e anisomicina imediatamente após 
essa evocação impede que a memória se recupere. Ratos com cânulas implantadas na região CA1 do hipocampo dorsal 
foram treinados durante 5 dias na versão espacial do LAM. 24 h após foram divididos em grupos experimentais e submetidos a 
um teste de 60 s na ausência da plataforma de escape (PT1). Média do tempo gasto no quadrante alvo (QA) durante um teste 
realizado 24 h após o último dia de treino para animais que receberam VEH ou muscimol (0,1 µg/lado) 15 minutos antes do 
teste (PT1). Imediatamente após PT1 os animais foram divididos em grupos que receberam VEH ou anisomicina (160 µg/lado). 
As setas pretas indicam o momento das infusões. A retenção da memória foi avaliada em um segundo teste de 60 s (PT2) 
realizado 24 horas após PT1. Os dados estão apresentados como a média ± SEM. **p<0,01 vs VEH; n=8 por grupo. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que a inibição dos 

receptores NMDA por AP5, 15 ou 30 min antes da sessão de reativação na ausência 

de reforço no LAM, foi capaz de prejudicar a evocação dessa memória, porém esse 

efeito foi temporário, não sendo observado no teste realizado 24 horas após PT1 

(PT2; FIG. 6), demonstrando que durante determinado tempo antes da evocação da 

memória, é necessário que ocorra a ativação dos receptores NMDA. 

Memórias já consolidadas, quando evocadas entram em um estado 

vulnerável, durante o qual se tornam novamente sensíveis à interferência de agentes 

amnésicos, influências neuro-humorais e aprendizados adicionais (Loftus e Palmer, 

1974; Izquierdo, 1989; Schacter e Dodson, 2001). Essas memórias, para 

persistirem, necessitam passar por um processo de estabilização conhecido como 

reconsolidação (Sara, 2000; Nader, 2003; Eisenberg e Dudai, 2004; Lee et al., 

2004). Os receptores NMDA parecem estar envolvidos nesse processo, pois já foi 

demonstrado sua participação na reconsolidação de memórias de medo contextual 

em camundongos (Kida et al., 2002; Suzuki et al., 2004; Mamiya  et al., 2009). 

Entretanto, os resultados aqui obtidos, mostram que esses receptores parecem não 

estar envolvidos na reconsolidação da memória espacial do LAM, pois quando seu 

antagonista, AP5, foi administrado em diferentes tempos (0, 30 e 90 min) e 

diferentes doses (0,5 µg/lado; 2,5 µg/lado; 5 µg/lado ou 25 µg/lado) após a sessão 

de reativação na ausência de reforço, não foi capaz de bloquear a memória em 

questão (FIG. 7).   

Diversos trabalhos, utilizando diferentes paradigmas comportamentais, 

demonstram que para haver a reconsolidação da memória, é preciso que ocorra um 

evento comportamental relevante durante a sessão de reativação (Debiec et al., 

2002; Kida et al., 2002; Pedreira et al., 2002; Eisenberg et al., 2003; Lee et al., 2004; 

Inda et al., 2005; Gainutdinova et al., 2005). Na tarefa de LAM, a reconsolidação 

pode ser observada quando a evocação da memória ocorre na ausência de reforço 

(ausência da plataforma de escape). Isso foi comprovado através do uso de 

diferentes agentes amnésicos que atuam sobre a inibição da síntese de proteínas, 

inibição da síntese de RNAm e inibição da PKC (proteína cinase C) (Rossato et al., 

2006; Bonini et al., 2007; Da Silva et al., 2008).  
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Nos resultados obtidos neste trabalho, o antagonista do receptor NMDA não 

interfere na reconsolidação da memória do LAM, e isso não é devido a um protocolo 

ineficaz, pois trabalhos anteriores já comprovaram a existência do processo 

reconsolidatório, utilizando o mesmo protocolo do presente trabalho (Rossato et al., 

2006 Bonini et al., 2007; Da Silva et al., 2008). 

Os primeiros autores a sugerirem o envolvimento dos receptores NMDA na 

memória espacial foram Morris e colaboradores (1986), ao estudarem o efeito da 

administração crônica i.c.v. de AP5, na memória espacial no labirinto aquático.   

Depois desse, diversos outros estudos têm demonstrado que a ativação de 

receptores NMDA é requerida para a memória espacial (Sakimura et al., 1995; Tsien 

et al., 1996; Nakazawa et al., 2004). Estudos genéticos têm descrito que a deleção 

gênica de subunidades do receptor NMDA é capaz de prejudicar a memória espacial 

(Tsien et al.,1996; Sakimura et al., 1995), enquanto a expressão aumentada de 

subunidades do receptor levam ao aumento do aprendizado espacial (Tang et al., 

1999; Zhuo, 2009). 

No LAM, AP5 prejudica o aprendizado não só com a infusão i.c.v. (Butcher et 

al., 1990, Davis et al., 1992) mas também quando a administração ocorre 

intrahipocampal (Morris et al., 1989), além de prejudicar a memória quando a 

plataforma é mudada de lugar para o quadrante diagonal oposto, mas não quando 

uma versão não espacial é realizada, sugerindo que AP5 não interfere no processo 

sensorimotor e motivacional (Butcher et al., 1991). 

Outros trabalhos também tentaram demonstrar a participação dos receptores 

NMDA, observando que a infusão de seu antagonista pré-treino mostrou-se capaz 

de prejudicar a aquisição da memória espacial em ratos, porém a mesma dose 

administrada após o treino não tem um efeito inibidor acentuado. Entretanto, quando 

a infusão ocorre cinco minutos antes do teste, o inibidor não é capaz de prejudicar a 

evocação da memória espacial (Liang et al., 1994). 

Além da memória espacial, a infusão do antagonista dos receptores NMDA 

tem sido relatada por prejudicar o aprendizado de outras tarefas, dentre elas, a 

tarefa de localização (Morris, 1986), aquisição da memória do radial maze, retenção 

da memória de esquiva inibitória (Danysz et al., 1983) e aquisição da tarefa de 

discriminação olfativa (Staubli et al., 1989), quando o tratamento é realizado tanto 

pré quanto pós-treino. 

Baseado nos resultados apresentados, podemos determinar que durante um 
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certo período de tempo, os receptores NMDA devem estar ativos para que a 

memória aprendida possa ser evocada. Quanto a participação de receptores NMDA 

na reconsolidação da memória espacial do LAM, demonstramos que até a dose 

estudada, os receptores NMDA parecem não estar envolvidos na reconsolidação 

desta memória. 

Quanto a D-cicloserina, podemos verificar que ocorre uma melhora na 

aquisição (FIG. 8A), na consolidação (FIG. 8B), bem como na reconsolidação da 

memória espacial (FIG. 8C). Um argumento muito utilizado para contestar a hipótese 

da reconsolidação é que quase todas as conclusões a respeito deste processo 

resultaram de experimentos usando drogas conhecidas por bloquear a consolidação 

e/ou a evocação.  

Entretanto, algumas tentativas foram feitas no intuito de analisar os efeitos da 

administração de drogas pró-amnésicas após a reativação. Em muitos casos, no 

entanto (Horne et al., 1997; Rodriguez et al., 1993, 1999), o protocolo usado para a 

reativação envolveu reexposição a um estímulo igual ou muito similar àquele usado 

durante o treino e, portanto, o efeito facilitatório observado pode ser atribuído à ação 

destas drogas no que é aprendido durante esta nova sessão de treino, e não da 

reconsolidação do traço original. 

Assim, nos experimentos realizados demonstramos que o agonista do sítio de 

união para glicina do receptor NMDA, D-SER, acelera a aquisição e a consolidação 

da memória espacial associada ao LAM. Mais importante ainda, indica que a D-SER 

administrada na região CA1 do hipocampo dorsal logo após um teste de evocação 

não reforçado, melhora a retenção da memória durante um segundo teste realizado 

24 horas após (FIG. 8).  

Quanto a administração do antagonista não competitivo dos receptores 

NMDA, MK-801, esse mostrou-se capaz de prejudicar a aquisição e também a 

consolidação da memória num teste realizado 24 h após a última sessão de treino 

no LAM. Porém, assim como AP5, MK-801, não tem efeito sobre a reconsolidação 

da memória espacial do LAM.  

O fato de a D-SER não ter afetado a retenção na ausência de reativação da 

memória (FIG. 8D), demonstra que esta droga não age per se, e indica que o efeito 

pró-amnésico da infusão de D-SER após a evocação é dependente da reativação da 

memória espacial. Nossos resultados estão de acordo com um trabalho que mostra 

que a ativação da PKA (proteína cinase dependente de AMPc) na amígdala 
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basolateral após a evocação, aumenta a retenção da memória de medo (Tronson et 

al., 2006), sendo a reconsolidação o processo mais plausível para descrever estes 

resultados. 

A evocação não reforçada pode enfraquecer o traço reativado, mas, se a 

memória original persiste como acontece no trabalho de Tronson e colaboradores 

(2006) e em outros experimentos, então este enfraquecimento pode ser desfeito e 

permitir a re-estabilização do traço original. A ativação farmacológica da maquinaria 

molecular envolvida neste processo pode melhorar e levar a produção de uma 

memória reconsolidada mais forte do que a inicial. A possibilidade de um fenômeno 

semelhante a este está extensivamente documentada em inúmeros trabalhos que 

mostram drogas que induzem melhora da consolidação da memória (Lynch, 2002; 

Izquierdo e McGaugh, 2000; Izquierdo et al., 2006). Nossos resultados sugerem que 

a evocação labiliza a memória espacial e o traço desestabilizado recupera-se 

através de um processo de reconsolidação, dependente do hipocampo e que é 

melhorado por D-SER logo após a reativação da memória.  

Assim como acontece com o antagonista do receptor NMDA, o efeito inibitório 

sobre a evocação da memória espacial do LAM, também é observado com o 

agonista dos receptores GABA, muscimol, quando infundido 15 minutos antes da 

sessão de reativação na ausência de reforço (PT1; FIG. 9). O efeito do agonista 

muscimol sobre os receptores GABA não é duradouro, pois no teste realizado 24 

horas após PT1 (PT2), a memória original é recuperada. Porém, ao administrarmos 

muscimol 15 minutos antes da sessão de reativação na ausência de reforço e 

administrarmos ANI imediatamente após essa sessão (PT1), observamos que ocorre 

um prejuízo na retenção da memória (FIG. 10).  

O neurotransmissor GABA, é o principal neurotransmissor com ação inibitória 

no SNC de mamíferos (Brioni et al., 1989; Castellano et al., 1989). Diversos estudos 

farmacológicos, tem demonstrado o efeito de agonistas e antagonistas GABAérgicos 

sobre os mecanismos da memória, demonstrando que a administração pós-treino de 

antagonistas GABA é capaz de aumentar a consolidação de memórias (Castellano e 

McGaugh, 1990), enquanto agonistas (Akirav et al., 2006) prejudicam a retenção de 

memórias. Sugerindo assim, que os receptores GABA são funcionalmente 

envolvidos na formação e estabilização de memórias. 

Estudos quanto a participação desses receptores, demonstraram que a 

infusão do agonista GABA, muscimol, é capaz de impedir a formação da memória de 
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esquiva inibitória se administrada sistemicamente ou localmente na amígdala, 

hipocampo ou córtex entorrinal (Ammassari-Teule et al., 1991; Brioni et al., 1989; 

Carbo Tano et al., 2009; Introini-Collison et al., 1994). E Rossato et al (2004) 

examinou o curso de tempo do envolvimento de GABA na memória, onde 

demonstrou que a memória da esquiva inibitória é prejudicada quando a infusão de 

muscimol na região CA1 e na amígdala ocorre imediatamente após o treino.  

A infusão de muscimol também prejudica a memória de maneira dose-

dependente, se administrado na região septal, antes do treino no LAM (Brioni et al., 

1990). Enquanto a administração de muscimol imediatamente após o treino, leva ao 

prejuízo da memória de habituação a um novo ambiente, a qual é uma das mais 

elementares formas de memória não associativa (Viana et al., 2000).  

O efeito do inibidor de síntese proteica, anisomicina (ANI), na reconsolidação 

da memória espacial já foi comprovado, demonstrando que a administração de ANI, 

imediatamente após uma sessão de reativação na ausência de reforço é capaz de 

bloquear a reconsolidação da memória do LAM (Rossato et al., 2006). Neste 

trabalho observamos que ao se bloquear a evocação da memória com o agonista do 

receptor GABA, muscimol, 15 minutos antes do primeiro dia de teste (PT1), e injetar 

ANI imediatamente após essa sessão de reativação, ao se realizar o segundo teste 

24 h após PT1 (PT2), a memória não é capaz de se recuperar, prejudicando assim, 

a retenção da memória espacial. Corroborando os resultados de Rossato et al 

(2006), observa-se que os animais que receberam a infusão de VEH antes de PT1 e 

receberam ANI imediatamente após PT1, não recuperaram a memória no segundo 

teste (PT2), prejudicando também a retenção da memória. Enquanto os animais que 

não receberam o inibidor de síntese proteica, a memória é recuperada no teste 

realizado 24 h depois (PT2; FIG.10). 

Estes resultados demonstram que o efeito de ANI é mais marcante que a 

inibição da evocação por muscimol, pois mesmo o receptor GABA estando ativado 

no momento da reativação sem reforço, o efeito de ANI permanece o mesmo em 

PT2, onde os grupos que receberam VEH ou muscimol antes da reativação e 

receberam ANI imediatamente após essa sessão, apresentam um prejuízo na 

retenção da memória do LAM, despendendo um menor tempo no quadrante alvo, se 

comparado com o grupo que recebeu VEH em ambos os momentos. Indicando 

assim, que mesmo não ocorrendo a reativação da memória espacial devido a 

ativação do receptor GABA por muscimol, observamos um prejuízo na retenção da 
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memória espacial dos animais que receberam anisomicina.  

 

6 CONCLUSÕES 

 

A partir da análise dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir 

que: 

- A inibição dos receptores NMDA 15 ou 30 minutos antes da sessão de 

reativação na ausência de reforço, impede a evocação da memória por um breve 

período de tempo, esse efeito inibitório não se observa se a infusão ocorrer 5 

minutos antes da sessão de reativação sem reforço. 

- Os receptores NMDA na região CA1 do hipocampo dorsal, não estão 

envolvidos na reconsolidação da memória espacial do labirinto aquático de Morris. 

- O agonista do receptor NMDA, D-SER, melhora a consolidação e a 

reconsolidação da memória espacial do LAM, quando administrada na região CA1 

do hipocampo dorsal. 

- A ativação dos receptores GABA 15 minutos antes da sessão de reativação 

na ausência de reforço, impede a evocação da memória por um breve período de 

tempo. 

- A administração do inibidor da síntese de proteínas, anisomicina, 

imediatamente após a reativação na ausência de reforço em animais que haviam 

recebido muscimol 15 minutos antes da sessão de reativação, impede a retenção da 

memória do LAM, no teste realizado 24 horas após PT1. 
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ANEXO 
ANEXO A- Artigo submetido ao periódico Revista Brasileira de Psiquiatria. 
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