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Resumo

Introdugao: Terapias baseadas no bloqueio da reconsolidacdo ou no
fortalecimento da extingdo oferecem a possibilidade terapéutica de diminuir o
impacto causado pela persisténcia das lembrancgas de eventos traumaticos. No
entanto, a interacdo entre a reconsolidagdo e a extingdo tem sido pouco
analisada. Previamente, nosso grupo demonstrou que a memoria de extingdo do
medo pode ser reconsolidada, porém as bases moleculares que sustentam esse
processo ainda sao desconhecidas. O fator neurotrofico dependente do cérebro
(BDNF) tem sido frequentemente relacionado com a extingdo do medo; por isso,
nds analisamos o possivel envolvimento dessa neurotrofina na reconsolidagao
da memoria de extingdo do medo.

Métodos: Com a tarefa de esquiva inibitéria como modelo experimental junto
com ferramentas farmacolégicas especificas, nos investigamos o efeito da
expressao génica, sintese de proteinas e da inibicdo da sinalizacdo de BDNF
sobre a persisténcia da memoria de extingado apds a sua reativagao em ratos.
Resultados: Quando injetado imediatamente apds a reativagdo da memoéria de
extingdo, o inibidor de sintese proteica anisomicina (ANI), inibidor de expresséo
génica a-amanitina (AMA), o bloqueador da maturacdo de BDNF (PAI-1) e um
anticorpo bloqueador da fungdo de BDNF (anti-BDNF), prejudicaram a
persisténcia da memodria de extingdo. Os niveis de pro-BDNF, BDNF e pTrKB
foram alterados na regido CA1 do hipocampo dorsal apds a reativagdo da
memoria de extincdo. A Co-infusdo de BDNF recombinante reverteu o
reaparecimento do medo induzido pela infusdo de ANI e AMA na regidao CA1 do
hipocampo dorsal.

Conclusao: Esses dados sugerem que o BDNF hipocampal é suficiente para
sustentar a reconsolidacdo da memoria de extingdo do medo e indicam que o
aumento da sua sinalizacdo apds a reativacdo da memoria de extingdo impede

a reincidéncia do medo causado por inibidores desse processo.

Palavras-chave: BDNF; medo; hipocampo; aprendizado; reativagado; memoria



Abstract

Background: Therapies based on the impairment of memory reconsolidation or
the enhancement of extinction learning offer the possibility of diminishing the
impact caused by the persistent recollection of traumatic events. Nonetheless,
the possible interaction between reconsolidation and extinction has rarely been
considered. Previously, we reported that reactivation induces reconsolidation of
fear extinction, but the molecular bases of this process are largely unknown.
Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) has been repeatedly linked to fear
extinction; therefore we analyzed the possible involvement of this neurotrophin in
fear extinction memory reconsolidation.

Methods: With a step-down inhibitory avoidance-learning task (IA) and selective
pharmacological tools, we investigated the effect of gene expression, protein
synthesis and BDNF signaling inhibition on the persistent storage of the
reactivated fear extinction memory trace in rats.

Results: When given in dorsal CA1 immediately after |A extinction reactivation,
the protein synthesis inhibitor anisomycin (ANI), the gene expression inhibitor a-
amanitin (AMA), the BDNF maturation blocker PAI-1, and function-blocking anti-
BDNF antibody hindered extinction memory persistence. Pro-BDNF and BDNF
levels were altered in dorsal CA1 after extinction memory reactivation. Co-
infusion of recombinant BDNF reversed the recovery of fear induced by intra-CA1
ANI and AMA.

Conclusion: These data suggest that hippocampal BDNF is sufficient to sustain
fear extinction memory reconsolidation and indicate that increasing BDNF
signaling after extinction memory retrieval impedes the recurrence of fear caused

by impairing this process.

Key words: BDNF; fear; hippocampus; learning; reactivation; memory
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1. Introducgao

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 & Kandel (2000), nossa
individualidade é formada pelo acervo mnemodnico 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 daquilo que pensamos. Sendo assim, a evocag¢ao das
memorias € inerente a formagao da nossa personalidade, ja que este processo
nos permite acessar as nossas lembrangas, consciente ou inconscientemente, e
assim respondermos aos desafios que o ambiente nos apresenta ao longo da
vida. Sabe-se que, apos serem expressas, as memoarias ja consolidadas tornam-
se novamente instaveis, devendo passar por um processo de restabilizacido
dependente de sintese proteica denominado reconsolidagdo para persistir
(Przybyslawski & Sara, 1997; Cammarota et al., 2003). Além disso, a evocagéo
repetida de uma memoria na auséncia do estimulo incondicionado que levou a
sua formagdo pode desencadear outro fenbmeno também dependente da
sintese de proteinas, conhecido como extingdo (Rossato et al., 2006). Esse
processo se manifesta como uma diminui¢do na probabilidade de emissido da
resposta previamente aprendida, mas nao envolve o esquecimento da memoria
original formada, sendo o aprendizado de uma nova associagdo de valéncia
contraria que compete com o trago original pelo controle do comportamento

(Pavlov I, 1927). Devido a relevancia clinica que o bloqueio da reconsolidagao
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e o fortalecimento da extingdo poderiam ter como tratamento coadjuvante a
terapia cognitivo-comportamental para transtornos de ansiedade e medo, as
pesquisas tém se concentrado em entender como € possivel manipular
farmacologicamente esses processos de forma independente. No entanto, a
possivel existéncia de reconsolidacdo para a memoéria de extincdo nunca foi
avaliada. Em relagao a isso, resultados recentes do nosso grupo demostraram
que a extincdo de uma memoria aversiva pode ser modulada apds a sua
reativacdo; esse processo reconsolidatorio requer sintese proteica no
hipocampo (Rossato et al.,, 2010). No entanto, as bases moleculares dos
processos que sustentam a reconsolidagao da memoria de extingdo e permitem
sua persisténcia apds a sua expressao ainda sao desconhecidas.

Sabe-se que, no hipocampo, o fator neurotréfico dependente do cérebro (BDNF)
e seu receptor tropomiosina quinase B (TrkB) estdo envolvidos nos processos
de plasticidade neural e neurogénese, fundamentais para a formagado e
manutengdo das memorias aversivas. Trabalhos recentes demonstraram que a
infusdo dessa neurotrofina na regido infralimbica do cortex pré-frontal medial
facilita a extingdo (Rosas-Vidal et al., 2014; Peters et al., 2010). Além disso, o
BDNF promove, no hipocampo, alteracbes morfolégicas nas sinapses que
suportam a manuten¢do das memodrias de longa duragao (Bekinschtein et al.,
2008) e, por outra parte, sabe-se que humanos e roedores com polimorfismos
que reduzem a expressdo de BDNF no hipocampo apresentam prejuizos na
consolidagdo da memoaria de extingao (Pattwell et al., 2012; Soliman et al., 2010).
Devido a essas evidéncias, decidimos investigar o papel dessa neurotrofina na

manutencdo da memoria de extingdo. Nossos resultados confirmam a hipétese
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de que o BDNF é suficiente para evitar o reaparecimento do medo causado pelo
bloqueio da reconsolidacdo da memaria de extingdo.

O entendimento sobre os mecanismos basicos associados com a extingao
e a reconsolidacdo de memodrias € indispensavel para compreender a dindmica
das modificagdes moleculares decorrentes do declinio cognitivo que é
prevalecente com o aumento da idade, j4 que a perda das fungdes cognitivas
pode ser derivada de alteracbes estruturais e moleculares especificas, como
modificagdes na morfologia celular que podem levar a morte neuronal. Portanto,
sao necessarios mais estudos acerca dos requisitos bioquimicos envolvidos no

percurso e na vulnerabilidade de um trago mnemonico apds a sua expressao.
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2. Revisao da Literatura

2.1 Sobre o envelhecimento e a modificagcao da memoria:

O envelhecimento é caracterizado pela diminuicdo progressiva da
capacidade funcional, acarretando limitagdes de ordem fisica, psicoldgica e
social que afetam drasticamente a qualidade de vida do idoso (Squire & Kandel,
2000). No entanto, em fungdo das melhorias das condi¢des de vida em geral e
do avango tecnoldgico da area médica, a expectativa de vida aumentou. De
acordo com dados do IBGE, o crescimento da populacao idosa esta ocorrendo
a um nivel sem precedentes. A populagdo de 65 anos ou mais de idade, no
Brasil, aumentou entre 1997 e 2007 em 49,2% (IBGE, 2002). Deste modo, o
aumento da expectativa de vida e do numero de pessoas acima de 65 anos
reflete drasticamente no aumento progressivo da prevaléncia de transtornos
cognitivos e psiquiatricos que afetam a meméria (Ferri et al., 2012).

Com a senescéncia cuja caracteristica esta associada com o processo
normal do envelhecimento, inicia-se uma série de mudangas neuropsicolégicas,
especialmente como os déficits cognitivos associados com alteragdes no
aprendizado e memoria, pois, nessa fase da vida, existem fatores estressantes
mais frequentes e intensos, destacando-se as doencas fisicas e perda de
autonomia que levam a sintomas depressivos e ansiosos. Além disso, a
capacidade de modificar as conexdes do encéfalo varia em funcado da idade. Ha
uma perda de sinais modulatérios no hipocampo - estrutura do lobo temporal

fundamental para o processamento mneménico — que leva a prejuizos na
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plasticidade sinaptica, que, por consequéncia, prejudica o aprendizado e a
memoria (Burke et al., 2006). No entanto, o numero de neurdnios
glutamatérgicos hipocampais em humanos, macacos e ratos, ndo diminui com o
envelhecimento normal (Burke & Barnes, 2010). Além disso, em um estudo
realizado com humanos, foi demonstrado que a ramificagao dentritica de idosos
saudaveis comparado com individuos jovens nao varia; no entanto, essa
diferenca fica evidente quando comparada com idosos que apresentam
deméncia senil (Flood et al., 2010). Com isso, acredita-se que as alteragdes que
prejudicam a memoria durante a senescéncia sdo derivadas de modificagdes
estruturais e moleculares especificas. Por exemplo, em um estudo realizado com
modelo animal que apresenta perda da memoria relacionado com a idade,
demonstrou-se uma diminui¢cao das sinapses excitatérias em vias aferentes do
hipocampo, que ocasionam prejuizos na potenciagao de longa duragao (LTP),
0s quais afetam drasticamente o aprendizado e a memoria (Landfield et al.,
1978). Além disso, os interneurbnios inibitérios gabaérgicos apresentam
degeneracao e perda de funcdo durante o envelhecimento (Burke & Barnes,
2010). O Acido gama-aminobutirico (GABA) & um neurotransmissor inibitério
dominante do sistema nervoso central; contudo, prejuizos na sua funcionalidade
levam a danos para a formagao da memoaria de extingao (Kim et al., 2007b), que
esta prejudicada durante o envelhecimento (Topic et al., 2005), e também em
individuos que apresentam alguma psicopatologia ligada ao medo e a
ansiedade.

Desse modo, para entender acerca dos prejuizos da memdéria decorrente
do processo normal ou patolégico do envelhecimento, €& necessario

compreender as bases moleculares e bioquimicas que sustentam formacéo e a
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expressao das memoarias, ja que esse € um dominio cognitivo dindmico e que
estd em constante reorganizacdo em diferentes regides encefalicas. Portanto,
estudos provenientes da pesquisa experimental basica sdo fundamentais para
compreender e detectar com mais facilidade o que pode estar acontecendo de
anormal nestes mecanismos e, subsequentemente, determinar a origem das

doencas que afetam a expressao da memodria.

2.2BDNF e Envelhecimento.

A memoria € um dos primeiros dominios cognitivos a ser afetado em
consequéncia das psicopatologias que incidem sobre a populagéo idosa. Por
isso, os estudos sobre a fisiologia dos processos cognitivos tém sido importantes
para compreender a dindmica dos requisitos moleculares envolvidos com a
modificacdo das memdrias que ocorrem durante o processo de envelhecimento.

O BDNF desempenha um papel de extrema relevancia na regulagao da
estrutura, fungdo e desenvolvimento neuronal até a idade adulta, além de estar
envolvido na regulacdo da plasticidade sinaptica no hipocampo (Bekinschtein et
al., 2008). No entanto, com o envelhecimento, os niveis dessa neurotrofina estao
diminuidos em neurénios piramidais no hipocampo e nas células granulares do
giro denteado, estruturas fundamentais para a manutengcdo e expressao de
memorias (Gooney et al., 2004). Esse desequilibrio entre a expressdo de BDNF
e as modificagdes morfolégicas que ocorrem no cérebro do idoso pode levar a
perda da memdria, que € considerada um fator de risco para desencadear os
transtornos de ansiedade que levam a depressao, disturbio psiquiatrico mais

comum na populagédo idosa que afeta drasticamente as fung¢des cognitivas e
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eleva o risco de deméncias (Benjamin et al., 2011). Além disso, estudos com
neuroimagem realizados em idosos deprimidos demonstraram que ha uma
reducao significativa do volume hipocampal desses pacientes (Schmidt et al.,
2007). Por outro lado, estudos realizados com roedores demostraram que essa
atrofia hipocampal pode ser revertida com o uso de antidepressivos, pois o
mecanismo de acao desses psicofarmacos envolve a normalizagao dos niveis
de BDNF no hipocampo (Garza et al., 2004). Outro trabalho realizado com
modelo animal com depressdao demonstrou que roedores apresentam perda de
fibras serotoninérgicas e redugdo dos espinhos dentriticos no hipocampo;
contudo, esses efeitos foram revertidos através de manipulagdes que melhoram
a sinalizagao de BDNF e serotonina, que parecem agir em conjunto para regular
aspectos da plasticidade neural em varias regides do cérebro (Mattson et al.,
2004). Desse modo, a sinalizagdo desses neuromoduladores parece estar
prejudicada durante o processo de envelhecimento e também com as doengas
neurodegenerativas relacionadas com a idade. O conjunto desses resultados
sugere que a plasticidade hipocampal pode ser modulada com o uso de
antidepressivos, por ser um possivel mediador que melhora a expressao de
BDNF. Esses dados apontam que essa neurotrofina parece desempenhar um
papel importante na fisiopatologia da depressao.

Considerando essas consequéncias negativas da depressao geriatrica, o
estudo da etiologia dessa psicopatologia € um passo importante para
compreender como as memorias se modificam em consequéncia dos

transtornos psiquiatricos que afetam a populagao idosa.
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2.3Extingdo da memoéria aversiva e o papel do BDNF:

O medo é um processo adaptativo que nos permite responder
adequadamente aos estimulos e contextos que prenunciam o perigo. No
entanto, a incapacidade de extinguir a expressdo de um estimulo aversivo, em
resposta a um estimulo que n&o prevé ameacga iminente, define o cenario das
psicopatologias ligadas ao medo e a ansiedade, que est&o entre os transtornos
mentais mais comuns de serem diagnosticados. Essas disfun¢gdes normalmente
sao tratadas com terapias de extincdo baseadas na exposi¢cao ao estimulo que
levou a formacao do trauma; contudo, a diminuicdo das respostas condicionadas
do medo apds a extingdo nédo é permanente, podendo reaparecer mediante os
fendbmenos denominados recuperagao esponténea, (Rescorla, 2004) renovagao,
(Bouton et al., 2004) ou restabelecimento (McAllister & McAllister, 2006), que
sao alvos dos estudos acerca desses disturbios. Evidéncias clinicas indicam que
os tratamentos farmacolégicos quando realizados de modo coadjuvante a
terapia cognitivo-comportamental, como a terapia de exposigdo baseada na
extincdo do medo, podem melhorar a eficacia do tratamento. Porém, a
associacgao de alguns medicamentos comumente usados para os transtornos de
ansiedade e medo, como os benzodiazepinicos, nao estado sendo mais efetivos,
e sim contraprodutivos por afetar o aprendizado do procedimento terapéutico
(Ressler et al., 2014). Desse modo, compreender as bases neurobiolégicas e
comportamentais subjacentes a formagao da meméria de extingdo desperta um

grande interesse tanto na ciéncia basica como na pesquisa clinica.
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A consolidacdo da memodria de extingdo envolve a formagao de um novo
aprendizado de associagao contraria que compete com o trago original pelo
controle do comportamento. Esse processo recruta uma complexa via regulatéria
que envolve um padrao de alteragdes intracelulares que conduzem a sintese de
novas proteinas e expressao de novos genes (Ressler et al., 2014). Recentes
trabalhos realizados em ratos e humanos demonstraram que o aprendizado
inibitério formado durante as terapias de exposi¢cao ao medo pode ser reforgado
farmacologicamente com D-cicloserina, um agonista do receptor NMDA (N-Metil-
D-aspartato) (Ledgerwood et al., 2005; Bouton et al., 2008; Ressler, 2004;
Kuriyama et al., 2011), que pode agir juntamente com BDNF e seu receptor TrkB
(Andero et al, 2012). O BDNF fortalece a transmissdo das sinapses
glutamatérgicas e aumenta a fosforilacdo das subunidades NR2B do receptor
NMDA no hipocampo que, por sua vez, controla a inducéo de LTP (potenciagao
de longa duracdo) melhorando a efetividade sinaptica. Essa neurotrofina
desempenha diversas fungdes na regulagdo da estrutura neuronal durante o
desenvolvimento, além de modular as modificagdes sinapticas decorrentes do
aprendizado e da memoaria. A infusdo de BDNF exdgeno no hipocampo ou no
cértex medial infralimbico melhora a formagéo da memoria de extingdo (Sotres-
Bayon & Quirk, 2010). Em fungé&o disso, ha um interesse crescente nos efeitos
do BDNF sobre a plasticidade neuronal que medeia a consolidagao da meméaria
de extincdo do medo (Andero et al., 2012), visto que essa neurotrofina e seu
receptor estdo presentes no hipocampo, amigdala e cértex pré-frontal,
componentes da circuitaria neuronal envolvidas no processamento do medo.
Pessoas que sofrem de transtorno de estresse pds-traumatico, cuja

caracteristica principal € a inabilidade de extinguir uma memdria aversiva,



19

apresentam reducao do volume hipocampal, o que afeta a conectividade dessa
regido com outras estruturas, como o cortex pré-frontal infralimbico (Peters et
al., 2010). Em consequéncia disso, supbe-se que a sinalizagao de BDNF esteja
deficiente nessas estruturas, acarretando, consequentemente, prejuizos na
sintomatologia dos transtornos psiquiatricos e tornando menos efetiva as
terapias baseadas na extingao. A partir de uma perspectiva clinica, tratamentos
que melhoram a sinalizacdo de BDNF podem ser uteis para aliviar os sintomas
decorrentes da expressao de memorias traumaticas. No entanto, ainda é
necessario compreender amplamente as bases comportamentais,
neurofisiolégicas e bioquimicas que sustentam a formagado de uma meméria de

extingéo.
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3 Objetivos:

3.20bjetivo Geral

O objetivo geral do presente trabalho € analisar comportamental e
bioquimicamente a participagdo da neutrofina BDNF na reconsolidagdo da

memoria de extincdo em ratos.

3.30bjetivos Especificos

- Estudar o efeito da inibicdo de BDNF na regiao CA1 do hipocampo dorsal apos

a expressao da memoria de extingao.

- Analisar a natureza da amnésia induzida pela inibicdo de BDNF na regido CA1
do hipocampo dorsal apds a expressdo da memdria de extingdo, com o intuito
de determinar se a mesma € consequente do bloqueio persistente da evocacéao

ou da supressao do traco mnemoénico.

- Estudar se o BDNF é necessario e suficiente para a manutengdo da memoria

aversiva apos sua reativacao.

- Analisar se o efeito da administracdo de BDNF exdgeno no momento da
reativacdo da memoria de extingdo € suficiente para prevenir o reaparecimento
da memdria aversiva causada por inibidores de sintese proteica e transcricdo

génica.
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3. Metodologia

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. Foram tomadas precaugdes
com o intuito de minimizar o sofrimento dos animais e de reduzir o numero de
animais utilizados. Todos os 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
implantagcédo 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 os
animais previamente anestesiados com ketamina (“Francotar”; Virba, ou
“Vetanarcol”; Konig) 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, os animais eram
recolocados em suas caixas-moradia, sem ter ocorrido troca entre os mesmos

em cada caixa ao longo de todo o experimento.

3.3. Manipulagao

Quatro dias apds a cirurgia, os animais foram submetidos a duas sessdes de
manipulag&do. Durante cada sessédo 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 manipulacao

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

3.4.1. Esquiva inibitéria

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 é a parte segura da caixa, a plataforma, o
estimulo incondicionado € um choque nas patas do animal quando o mesmo
desce da plataforma e a resposta condicionada € permanecer na area segura,
resultando no aumento da laténcia de descida da plataforma apds a exposi¢cao
ao estimulo incondicionado (Cammarota et al., 2004; Bevilaqua et al., 2003).

O aparato utilizado na tarefa de esquiva inibitéria 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 sessdo, 0s animais aprenderam a nao
descer da plataforma para evitar o choque. Para extinguir a meméria de esquiva,
os animais foram submetidos a uma sessao diaria de evocag¢ao 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
nao receberam o choque e foi permitido explorar a caixa de treino durante 30
segundos. Durante a sesséao de reativagao, realizada no 6° dia, os animais foram
colocados na plataforma da caixa de treino e ao descer eles foram retirados
imediatamente da mesma, apos este processo eles foram submetidos a
diferentes tratamentos farmacoldgicos em diversos tempos. O procedimento
utilizado na sesséo de teste era idéntico ao empregado na sessao de treino,
exceto que ao descer da plataforma o animal ndo recebia choque. Para as
sessdes de treino e teste foram adotados tempos maximos de descida, sendo
30 segundos para a sessao de treino e 300 segundos para a sessao de teste,

apos os quais o animal era devolvido a sua caixa moradia, aqueles animais que
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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 apos a reativagdo da memodria. 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 infusao
ficava no lugar por mais 60 segundos para evitar refluxo. A localizagao exata do

implante das canulas foi verificada post mortem através de analise histologica.

3.5. Tratamentos Farmacolégicos

Os Farmacos utilizados neste estudo foram AMA (a-Amanitina) Inibidor
da polimerase Il e lll do RNA eucarioto; BDNFab (do inglés brain- derived
neurotrophic factor) Inibidor da funcionalidade da proteina BDNF; BDNF
recombinante exégeno; ANI (Anisomicina) Inibe a sintese protéica por impedir a
atividade da enzima peptidil transferase. Os farmacos foram preparados
imediatamente antes do uso, a fim de evitar degradagdo, os mesmos foram
dissolvidos em DMSO ou solugao salina 0,9% e armazenados protegidos da luz,
a -20°C até o momento do uso. Instantes antes da administragcdo, uma aliquota
era degelada e diluida até a concentragao 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 microseringa Hamilton, acoplada a um
tubo de polietilieno com uma agulha de infusdo (0,05 mm de didmetro). Foram
infundidos bilateralmente 0,5 pl/lado dos farmacos ou seu veiculo (0,1% DMSO
em solugéo 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.
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3.6. Experimentos bioquimicos

Nos experimentos bioquimicos foram utilizados 3 grupos controles: 1) Controle
Absoluto total: animais que nao 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, n&o foram
submetidos ao protocolo de extingdo e reativagao; 3) Controle (EXT): animais
que foram treinados na tarefa de El e submetidos ao protocolo de extingao,
porém nao foram submetidos a reativacdo da memdria realizada 24h apds a
ultima sessao de extingédo; 4) animais treinados e sacrificados em diferentes

tempos apos a reativacao.

3.7. Imunoblot

A separacgao eletroforética de proteinas foi realizada através de técnicas
convencionais. A deteccdo imunoldgica das proteinas eletrotransferidas a
membranas de PVDF foi realizada utilizando anticorpos secundarios acoplados

a peroxidase e um sistema quimioluminescente.
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4 Hipoteses:

- A infuséo intra-hipocampal de um anticorpo bloqueador da funcionalidade de
BDNF apos a reativacdo da memoria de extingdo ndo apaga a mesma, mas afeta
um mecanismo necessario para a formacgéo de sua representacdo no momento

da evocacao.

Para avaliar se o BDNF é necessario para a manutengao da memoaria de
extingdo apos sua evocacgao, foram utilizados ratos Wistar machos (3 meses de
idade, 300-350 g), os quais foram treinados na tarefa de esquiva inibitéria e
submetidos ao protocolo de extingdo. Para avaliar esta hipotese em particular,
foi estudada a velocidade de re-aquisicdo da memoria de extingdo apds o
bloqueio de sua reconsolidagdo, bem como a existéncia de remanescentes do
traco original e da memoaria de extingdo apds o tratamento farmacolégico. A
inibicdo do BDNF foi obtida mediante a infusdo de um anticorpo bloqueador
dessa neurotrofina através de cénulas de infusdo posicionadas na regidao CA1

do hipocampo. A meméaria foi avaliada 1 ou 7 dias apds a infusdo.

- A co-infusdo de BDNF exdgeno junto com o inibidor de sintese proteica ou
inibidor de expressao génica imediatamente apos a reativacdo da memoria de
extincdo reverte o efeito amnésico causado por esses farmacos quando
infundidos isoladamente. Esse dado indica que BDNF é necessario e suficiente

para a manutencao da memoéria de extingdo apos sua reativacao.

Para corroborar essa hipotese, ratos wistar foram treinados na esquiva inibitoria
e submetidos ao protocolo de extingdo, imediatamente apds a reativacédo da
memoria de extingdo. Os animais foram co-infundidos com anisomicina (inibidor
de sintese proteica) e BDNF exdgeno ou amanitina (inibidor da transcrigéo
genica) e BDNF exdgeno, juntamente com os respectivos controles. A meméria

foi avaliada 1 ou 7 dias apds a infusao.
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- 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 funcionalidade da neurotrofina BDNF parece estar envolvida
em processos de plasticidade neural e neurogénese. Com isso, supde-se que
essa neurotrofina, junto com seus mediadores, estdo funcionalmente expressos

na manutengcdo da memoria de extingdo apoés a reativacgao.

O nivel de ativagdo de BDNF, pr6-BDNF e TrkB foi determinado mediante a
avaliacao do seu estado de funcionalidade e fosforilagdo por immunoblot, com
anticorpos especificos. A identidade das proteinas induzidas pela reativagao da
memoria de extingdo na regido CA1 do hipocampo dorsal foi

obtida a partir dos seguintes grupos experimentais:

Naive: Animais ndo submetidos a nenhum estimulo comportamental relevante;

Treinados: Animais treinados na tarefa de esquiva inibitoéria e eutanasiados em
tempos distintos apos o treino sem serem submetidos ao protocolo de extingao;
Extingao: animais treinados na tarefa de esquiva inibitéria e eutanasiados apés
serem submetidos ao protocolo de extingao;

Tempos apoés a reativagao (0, 30, 90 180 e 360 minutos): Animais treinados
na tarefa de esquiva inibitéria, submetidos ao protocolo de extingdo e

eutanasiados em tempos distintos apds a reativacdo desta memoria.
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Abstract

Therapies based on the impairment of reconsolidation or the enhancement of
extinction offer the possibility of decreasing the persistent recollection of
distressing memories. However, the direct interplay between reconsolidation and
extinction has rarely been considered. Previously, we reported that reactivation
induces reconsolidation of fear extinction memory. Here, using a step-down
inhibitory avoidance learning paradigm in rats, we show that intra-hippocampus
infusion of function-blocking anti-brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
antibody immediately or 6 h after extinction memory reactivation impairs the
reconsolidation of extinction. Extinction memory reactivation increases proBDNF,
BDNF and tropomyosin receptor kinase B (TrkB) phosphorylation levels in dorsal
CA1, and blocking BDNF maturation in the hippocampus with plasminogen
activator inhibitor 1 (PAI-1) hinders the persistence of extinction and induces the
recurrence of fear. Moreover, co-infusion of recombinant BDNF (0.25 ug/side)
after extinction memory reactivation impedes the recovery of the avoidance
response induced by inhibiting gene expression and protein synthesis in the
dorsal hippocampus. Our findings unravel a new role for BDNF, suggesting that
this neurotrophin is necessary and sufficient to maintain the reactivated fear

extinction engram.
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Introduction

Repeated unreinforced reexposure to the conditioned stimulus induces extinction
of conditioned fear. This protein synthesis-dependent process creates an
inhibitory memory that competes with, but does not destroy, the original one.
Instead, brief re-exposure to the conditioned stimulus results in reconsolidation
of the learned response. Reconsolidation restabilizes the trace labilized during
unreinforced retrieval and depending on the conditions prevailing at that moment
can also strengthen or update the reactivated memory engram. Blockade of
memory reconsolidation and enhancement of extinction learning offer the
therapeutic possibility of diminishing the impact caused by the intrusive
recollection of traumatic events (Parsons and Ressler, 2013). However, the
direct interplay between reconsolidation and extinction has seldom been
analyzed. Previously, we demonstrated that fear extinction memory can undergo
protein synthesisdependent reconsolidation in the hippocampus (Rossato et al.,
2010). This suggests that maintenance of fear extinction memory can be
modulated upon its reactivation, and indicates that understanding the molecular
bases of extinction memory reconsolidation can lead to pharmacological
strategies for increasing the persistence of extinction and therefore help post-
traumatic stress disorder (PTSD) patients to overcome the recurrence of
disturbing recollections. Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is a key
member of the neurotrophic family of signaling proteins. Besides its well-
documented participation in neuronal proliferation and survival, BDNF regulates
synaptic plasticity and memory storage, and is linked to fear extinction (Panja
and Bramham, 2014; Bekinschtein et al., 2008a; Rosas-Vidal et al., 2014). Intra-
hippocampus administration of BDNF induces extinction of conditioned fear even
in the absence of extinction training (Peters et al., 2010) and rescues the late-
phase of long-term potentiation as well as the amnesia caused by protein
synthesis inhibitors (Pang et al., 2004; Bekinschtein et al., 2008b). Actually,
hippocampus-specific deletion of BDNF impairs aversive memory extinction
(Heldt et al., 2007). Therefore, we posited that BDNF is also responsible for
sustaining avoidance extinction after reactivation. If this hypothesis is true, then
impairing BDNF function upon reactivation of extinction memory should recover

the learned fear response. Furthermore, when administered at the moment of
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fear extinction reactivation, exogenous BDNF should suffice to prevent the

reappearance of fear caused by blocking extinction memory reconsolidation.

Materials and Methods

Subjects, surgery and drug infusion procedures: The subjects were
experimentally naive 3 month-old male Wistar rats, weighting 280-310 g at the
start of the experiments. They were housed in groups of 5, kept with free access
to water and food in a holding room maintained at 22-23°C on a normal light cycle
(12 h light: 12 h dark; lights on at 6.00 AM) and implanted with 22-gauge guides
aimed to the CA1 region of the dorsal hippocampus at stereotaxic coordinates
AP -4.2/LL £3.0/DV -3.0. The animals were allowed to recover from surgery for
4 days before any other procedure. At the time of drug delivery, infusion cannulas
were tightly fitted into the guides and injections (1 pl/side) carried out over 60 s
with a microinjection pump. The cannulas were left in place for 60 additional
seconds to minimize backflow. At the end of surgery, animals were injected with
a single dose of meloxicam (0.2 mg/kg) as analgesic. Behavioral procedures
commenced 5-7 days after surgery. The placement of the cannulas was verified
postmortem: 2-4 h after the last behavioral test, 1 ul of a 4% methylene-blue was
infused as described above and the extension of the dye 30 min thereafter taken
as an indication of the presumable diffusion of the previously given drug. Only

data from animals with correct implants were analyzed.

Inhibitory avoidance training: After recovery from surgery, animals were handled
once a day for 2 days and then trained in the one-trial step-down inhibitory
avoidance (lA) task during the light phase of the subjective day (between 9:00
and 11:00 AM). The training apparatus was a 50 x 25 x 25-cm Plexiglas box with
a 5-cm- high, 8-cm-wide, and 25cm-long platform on the left end of a series of
bronze bars that made up the floor of the box. For training, animals were placed
on the platform facing the left rear corner of the training box and when they
stepped down and placed their four paws on the grid received a 2-s 0.5-mA

scrambled foot-shock and were immediately withdrawn from the training box.

Inhibitory avoidance memory extinction procedure: To extinguish the learned

avoidance response, rats trained in IA were submitted to 5 unreinforced test
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sessions 24 h apart. For this purpose, the animals were put back on the training
box platform until they stepped down to the grid. No footshock was given, and
the animals were allowed to explore the training apparatus freely for 30 s after
they had stepped down. During this time the animals stepped up onto the
platform and down again several times. To reactivate the extinction memory
trace, 24 h after the last extinction training session the animals were put on the
training box platform until they stepped down and right after that were removed
from the training box. In some experiments the animals were submitted to a

second extinction protocol after memory reactivation.

Drugs: Anisomycin (ANI; 160 ug/side, Sigma-Aldrich), a-amanitin (AMA; 45
ng/side,

Sigma-Aldrich), AP5 (5 pg/side, Sigma-Aldrich) and plasminogen activator
inhibitor 1 (PAI-1; 50 ng/side, Sigma-Aldrich) were dissolved according to the
manufacturer instructions and stored protected from light at —20 °C until use.
Right before that, an aliquot was thawed and diluted to working concentration in
0.1% DMSO in saline (pH 7.2). The doses used were determined based on pilot
experiments and previous studies showing the behavioral and biochemical
effects of each compound (Bekinschtein et al., 2007; Revest et al., 2014). Human
recombinant BDNF (BDNF) was from Sigma-Aldrich (lot number SLBC5725V)
and function-blocking anti-BDNF antibody (BDNFab) was from EMD Millipore.
They were dissolved at working concentration in sterile saline and stored at —20
°C until use. BDNF was administered at 0.25 pg/side, a dose that has been
previously shown to reverse the amnesic effect caused by inhibition of
hippocampal protein synthesis (Bekinschtein et al., 2008b). BDNFab was
administered at 0.5 ug/side, a dose that has been previously shown to hinder
BDNF signaling in the dorsal hippocampus (Bekinschtein et al., 2007).

Immunoblotting: Animals were killed by decapitation and the CA1 region of the
dorsal hippocampus rapidly dissected out and homogenized in ice-chilled
homogenization buffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.4, containing 0.32 M sucrose, 1
mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM PMSF, 10 pg/ml aprotinin, 15 pg/ml leupeptin, 10
pgg/ml bacitracin, 10 pg/ml pepstatin, 50 mM NaF, and 1 mM sodium
orthovanadate). Protein concentration was determined using the BCA protein

assay (Pierce), and equal amounts of proteins fractionated by SDS—- PAGE
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before being transferred to PVDF membranes (Immobilon-P, Millipore). After
verification of protein loading by Ponceau S staining the blots were blocked in
TweenTris-HCI buffer saline (TTBS; 100 mm Tris-HCI, pH 7.5, containing 0.9%
NaCl and 0.1% Tween 20) and incubated overnight with anti-BDNF (1:5000
dilution, Santa Cruz Biotechnology), anti-proBDNF (1:5000 dilution, Sigma-
Aldrich), anti-TrKB (1:5000 dilution, Sigma-Aldrich), anti-pTyr515TrkB (1:10000
dilution, Sigma-Aldrich) or B-tubulin (1:20000, Abcam). The blots were washed
in TTBS and incubated with HRP-coupled anti-lgG antibody, washed again, and
the  immunoreactivity detected using the West-Pico enhanced
chemiluminescence kit (Pierce). Densitometric analyses were carried out with an
ImageQuant RT-ECL system (GE).

Results

To test the hypotheses mentioned above, we utilized a one-trial step-down
inhibitory avoidance task (IA) in rats. IA training produces a persistent
hippocampus-dependent aversive memory (Bekinschtein et al., 2008b).
However, repeated re-exposure to the training apparatus in the absence of the
ensuing footshock induces the NMDArdependent extinction of the IA response
(F1,12=4.77, p = .04 for treatment and F4,4s8= 2.69, p = .04 for treatment x session
interaction), which is not prone to spontaneous recovery, reinstatement or
renewal (Figs. 1A and 1B). Confirming and extending previous results (Rossato
et al., 2010), we found that the protein synthesis inhibitor anisomycin (ANI; 160
Mg/side) and the mRNA synthesis blocker a-amanitin (AMA; 45 ng/side) impaired
the retention of extinction when given in the dorsal hippocampus immediately
after extinction memory reactivation (Fz.27 = 9.64, p = .0007 and F227=7.47, p =
.0026 for 1 day and 7 days post-reactivation, respectively) but not 6 h thereafter
(Fig. 1C), indicating that reconsolidation of avoidance extinction requires not only
protein-synthesis but also gene-expression in the hippocampus. We also found
that intra-dorsal hippocampus infusion of function-blocking anti-BDNF antibody
(BDNFab; 0.5 pg/side) immediately (Fig. 2A; t22=5.19 and t22 = 4.79; p < .0001
for 1 day and 7 days, respectively) or 6 h after extinction memory reactivation
(Fig. 2A; t19=6.01 and t19 = 4.65; p < .0001 for 1 day and 7 days, respectively)

induced the reappearance of the |IA response on test sessions carried out 1 day
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or 7 days later. BDNFab had no effect on extinction memory persistence when
given 12 h post-reactivation or when injected 24 h after the last extinction training
trial in the absence of a behaviorally relevant event, indicating that it did not alter
locomotion, motivation or anxiety nor affected the functionality of the
hippocampus nonspecifically. The mnemonic effect of BDNFab cannot be
attributed to transient inhibition of extinction memory expression either, because
reextinction of the recovered avoidance response necessitated several re-
exposure sessions and was blocked by the NMDAr antagonist APS (5 pg/side)
(Fig. 2B; F120 = 10.41, p = .004 for treatment and F4s0 = 4.39, p = .003 for
treatment x session interaction), exactly as initial extinction. Extinction memory
reactivation increased proBDNF and BDNF levels, as well as the phosphorylation
of tropomyosin receptor kinase B (TrkB) at Tyr 515 (pTrkB) in dorsal CA1, but
had no effect on total TrkB expression (Fig 3A). prorBDNF peaked 30 min post-
reactivation and remained increased for at least 90 min (Fs20= 7.02, p = .0006).
The increases in BDNF (Fs20=5.01, p =.0039) and pTrkB levels (Fs20=5.30, p
= .0029) were slower and reached a maximum between 180 min and 360 min
post-reactivation, probably reflecting the proteolytic conversion of newly
synthesized proBDNF to mature BDNF, a key step in BDNF signaling and
memory processing. Indeed, intra-dorsal hippocampus infusion of the BDNF
maturation blocker plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1, 50 ng/side; Revest
et al., 2014) immediately after extinction memory reactivation also hampered the
persistence of extinction and induced the reappearance of avoidance (Fig. 3B;
t15=6.27; p <.0001 and t15=2.70; p = .016 for 1 day and 7 days post-reactivation,
respectively). Importantly, co-infusion of recombinant BDNF (0.25 ug/side) right
after extinction memory reactivation impeded the recovery of the learned
avoidance response induced by ANI and AMA, suggesting that BDNF is sufficient

to restabilize the 1A extinction memory trace after reactivation (Fig. 4).
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Discussion

Most findings suggest that the persistent recollection of fearful and aversive
experiences can be attenuated by enhancing extinction learning or by impairing
memory reconsolidation. Our data indicate that the recurrence of learned fear
can be controlled also by modulating BDNF signaling at the moment of extinction
memory reactivation. This initiates a gene expression- and protein synthesis-
dependent reconsolidation process that induces proBDNF, its conversion to
mature BDNF and the activation of TrkB in the dorsal hippocampus, and is totally
hindered by blocking BDNF maturation or functionality. Furthermore,
pharmacological activation of BDNF signaling immediately after extinction
memory expression precludes the reemergence of fear caused by impairing
extinction memory reconsolidation with inhibitors of mMRNA and protein synthesis,
suggesting that BDNF is not only necessary but also sufficient for maintaining
the avoidance extinction memory trace after reactivation. Several plasticity
phenomena susceptible to protein synthesis blockers, including conditioned taste
aversion and spatial memory consolidation as well as synaptic potentiation
(Martinez-Moreno et al., 2011; Ozawa et al., 2014; Pang et al., 2004) are restored
by exogenous BDNF, maybe through a mechanism involving inhibition of PKM(
degradation (Mei et al., 2011). In this respect, it was demonstrated that BDNF is
internalized promptly after exogenous application and becomes rapidly available
for activity-dependent secretion, successfully replacing the new synthesis
pathway (Santi et al., 2006). Our results showing that BDNFab, but not AMA or
ANI, hinders extinction memory when given 6 h after reactivation indicate that
gene expression and protein synthesis are dissociated from BDNF at this time
point. On this matter, it was previously shown that BDNF regulates several plastic
mechanisms in a protein-synthesis independent manner (Panja and Bramham,
2014). For example, the rapid increase in synaptophysin and synaptobrevin
levels induced by BDNF in hippocampal slices, as well as the modulation of
hippocampal high-frequency transmission produced by this neurotrophin are not
prevented by protein synthesis inhibitors (Gottschalk et al.,1999; Tartaglia et al.,
2001). The facilitatory role of BDNF in the acquisition of fear extinction is well
documented (Ander and Ressler, 2012) and there seems to be a correlation
between PTSD risk and BDNF expression levels (Zhang et al., 2014). On the
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contrary, the involvement of BDNF in memory reconsolidation has seldom been
demonstrated (Samartgis et al., 2012; Wang et al., 2012; Giachero et al., 2013).
Indeed, it has been repeatedly suggested that BDNF actually participates in
memory consolidation but not in reconsolidation (Lee et al., 2004; Lee and
Hynds, 2013), which seems to contradict our results. However, it must be pointed
out that our experiments do not entail the reactivation of a single memory trace,
as is the case for almost all previous studies on the potential role of BDNF in
memory reconsolidation but, instead, involve two conflicting well-consolidated
memories competing for the control of behavior. Therefore, we believe that at
least for the reconsolidation of extinction memory, it would be too simplistic to
talk about BDNF as a “consolidation” or a “reconsolidation” protein. Instead, we
prefer to think of BDNF as a key mediator of the physiological mechanisms
controlling the persistent behavioral dominance of extinction memory after its
reactivation. In any case, our results unravel a new role for BDNF, and further
demonstrate the existence of a hitherto unexplored window of opportunity for the

treatment of anxiety disorders.
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Figure 1. Retrieval induces reconsolidation of fear extinction memory. (A)
Extinction of inhibitory avoidance memory is not prone to spontaneous recovery,
reinstatement or renewal, and requires NMDAr activation in the dorsal
hippocampus. Animals were trained in IA (TR) and beginning 24 h later were
submitted to one daily extinction session (EXT) in the training context (Context
A) for 5 days. After that, the animals were randomly assigned to one out of three
different experimental groups. The first group (Recovery) was tested for retention
in Context A 7 days or 14 days after the last extinction session. The animals in
the second group (Reinstatement) received a non-contingent footshock (US)
identical in intensity and duration to that received during IA training, but in a
different context, 24 h after extinction, and were tested for retention in Context A
1 day or 7 days later. The animals in the third group (Renewal) were treated as
the animals in the Recovery Group but were tested for retention in Context B. (B)
Animals trained in IA were submitted to one daily extinction session in the training
context for 5 days (first session 24 h after IA training). Immediately after each
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session the animals received bilateral intraCA1 microinfusions of vehicle (VEH =
0.1% DMSO in saline) or AP5 (5 pg/side). n = 7 per group; *p < 0.05 in Holm-
Sidak’s multiple comparison test after two-way repeatedmeasures ANOVA. (C)
Inhibition of gene expression or protein synthesis in dorsal CA1 immediately after
fear extinction memory reactivation recovers the learned fear response. Animals
were trained in 1A (TR) and beginning 24 h later were submitted to one daily
extinction session for 5 days. Twenty-four hours after the last extinction session,
extinction memory was reactivated (RA) and immediately or 6 h later the animals
received bilateral intra-CA1 microinfusions of vehicle (VEH = 0.1 % DMSO in
saline), the protein synthesis inhibitor anisomycin (ANI; 160 pg/side) or the
MRNA synthesis blocker a-amanitin (AMA; 45 ng/side). Retention was assessed
1 day or 7 days after RA. n = 8 - 12 per group; *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p <
0.001 in Dunnet’s multiple comparison test after ANOVA.
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Figure 2. BDNF is required for fear extinction memory reconsolidation. (A)
Blockade of BDNF function immediately or 6 h after reactivation hinders the
persistence of fear extinction memory. Animals were trained in IA (TR) and
beginning 24 h later were submitted to one daily extinction session for 5 days.
Twenty-four hours after the last extinction session, extinction memory was
reactivated (RA) and immediately, 6 h or 12 h later the animals received bilateral
intra-CA1 microinfusions of vehicle (VEH = control sheep IgG in sterile saline) or
function-blocking anti-BDNF antibody (BDNFab; 0.5 pg/side). A group of animals
was not submitted to the RA session but instead received BDNFab in dorsal CA1
24 h after the last extinction session (INJ). Retention was assessed 1 day or 7
days after RA or INJ. n = 10 - 13 per group; ***p < 0.001 in twotailed Student’s t
test. (B) Animals were trained in IA (TR) and beginning 24 h later were submitted
to one daily extinction session for 5 days. Twenty-four hours after the last
extinction session, extinction memory was reactivated (RA) and immediately
thereafter the animals received bilateral intra-CA1 microinfusions of BDNFab.
Beginning 24 h after RA the animals were submitted to one daily re-extinction
session in the training context for 5 extra days. Immediately after each re-
extinction session the animals received bilateral intra-CA1 microinfusions of VEH
or AP5 (5 ug/side). n = 10 per group; **p < 0.01 in Holm-Sidak’s multiple
comparison test after two-way repeated-measures ANOVA.
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Figure 3. Reactivation of fear extinction memory increases BDNF signaling,
and inhibition of BDNF maturation blocks fear extinction memory
reconsolidation. (A) Reactivation of fear extinction memory increases prorBDNF
and BDNF levels and induces the phosphorylation of TrkB at Tyr-515 (pTrkB) in
dorsal CA1. Rats trained in inhibitory avoidance were submitted to 5 daily
extinction sessions (first session 24 h after |IA training). Twenty-four hours
following the last extinction session, extinction memory was reactivated (RA) and
the animals killed by decapitation at different times thereafter (5 - 360 min). The
CA1 region of the dorsal hippocampus was dissected out, homogenized and
utilized to determine proBDNF, BDNF, pTrkB, TrkB and B-tubulin levels by
immunoblotting. NAIl = naive animals; TR = animals trained in IA and killed 6
days later; EXT = animals trained in IA that were submitted to 5 daily extinction
sessions (first session 1 day after training) and killed 24 h after the last one. n =
5 animals per group; *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 in Dunnett’s multiple
comparison test after repeated measures ANOVA. (B) Post-reactivation infusion
of a BDNF maturation blocker hinders the persistence of the reactivated fear
extinction trace. Animals were trained in IA (TR) and beginning 24 h later were
submitted to one daily extinction session for 5 days. Twenty-four hours after the
last extinction session, extinction memory was reactivated (RA) and immediately
thereafter the animals received bilateral intra-CA1 microinfusions of vehicle (VEH
= 0.1% DMSO in saline) or of the BDNF maturation blocker PAI-1 (50 ng/side).
Retention was analyzed 1 or 7 days later. n = 8 - 9 animals per group; *p < 0.05
and ***p < 0.001 in two-tailed Student’s t test.
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Figure 4. Intra-CA1 infusion of recombinant BDNF reverses the effect of
anisomycin and a-amanitin on extinction memory reconsolidation. Animals
were trained in IA (TR) and beginning 24 h later were submitted to one daily
extinction session for 5 days. Twenty-four hours after the last extinction session,
extinction memory was reactivated (RA) and immediately thereafter the animals
received bilateral intra-CA1 infusions of vehicle (VEH = 0.1% DMSO in saline),
anisomycin (ANI; 160 pg/side), aamanitin (AMA; 45 ng/side), BDNF (0.25
Mg/side), anisomycin plus BDNF (ANI+BDNF) or a-amanitin plus BDNF
(AMA+BDNF). Retention was assessed 1 day or 7 days after RA. n =8 - 11 per
group; ***p < 0.001 in Dunnet’s multiple comparison test after ANOVA.
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Resumo

A expressao 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 reconsolidagao. A extingdo debilita a expressao
da memoria original, enquanto que a reconsolidagdo permite a incorporagao de
nova informacdo a ela. O conhecimento dos processos envolvidos apds a
expresséao de distintos tipos de memdérias tem avangado 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 expressao de memoria, com o intuito de

acumular o conhecimento basico que permita o desenvolvimento de novas
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estratégias terapéuticas para o tratamento de disturbios de ansiedade e fobias
associadas ao medo aprendido.

Palavras-chave: consolidagao; reconsolidagao; extincdo; memdaria; evocacao

About consolidation, reconsolidation and extinction of memories

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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Sobre la consolidacion, la reconsolidacién y la extincidon de las memorias

Resumen

La expresion no reforzada de la memoria de largo término puede desencadenar
uno de dos procesos opuestos, ambos dependientes de sintesis de proteinas en
las mismas regiones cerebrales: la extincion y la reconsolidacién de la memoria.
La extincion produce una disminucion de la retencién de la memoria, mientras
que la reconsolidacion permite la incorporacién de informacién adicional al trazo
mnésico. En los ultimos afios se ha avanzado enormemente en el conocimiento
de estos procesos iniciados por la expresion de diferentes tipos de memoria, y
nuevos conceptos han sido introducidos. Por lo tanto, en este articulo
comentaremos los hallazgos mas relevantes de las ultimas décadas respecto al
estudio de la reconsolidacion y la extincion de la memoria, remarcando la
importancia de esta tematica en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas

para el tratamiento de trastornos de ansiedad y fobias.

Palabras clave: consolidacion; reconsolidacion; extincidon; memoria; evocacion
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Introducgao

A nossa individualidade é formada pelo acervo mnemonico construido a
partir de experiéncias vivenciadas que podem ser expressas. Deste modo,
estudar o funcionamento da memodria nos permite conhecer a complexa
interacdo entre mente e cérebro e, com isso, entender como essa relacao
influencia na cognigao, emogao e consciéncia que temos de nés mesmos e com
o mundo (Squire & Kandel, 2000). Sendo assim, a evocagdo das memorias é
fundamental para a sobrevivéncia, ja que este processo nos permite utilizar,
consciente ou inconscientemente, a informagcao adquirida para responder e
adaptar-nos aos desafios que o ambiente nos apresenta ao longo da vida.
Evidéncias indicam que, apds serem evocadas, as memorias tornam-se
instaveis e, para persistirem, devem passar por um processo de re-estabilizacao
dependente de sintese proteica denominado reconsolidagcéo (Przybyslawski &
Sara, 1997). Esse processo ndo € simplesmente a repeticdo da consolidagéo
inicial, mas sim um mecanismo independente com um objetivo bioldgico
especifico: atualizar e estabilizar uma informacéo previamente armazenada com
relacdo as modificagcdes ambientais ou internas do individuo para assim
determinar sua persisténcia (Cammarota, 2003). A evocagédo de uma memoria
pode ainda desencadear outro fenbmeno conhecido como extingdo, que se
caracteriza pela evocacado repetida do traco na auséncia do estimulo
incondicionado que levou a sua formagao (Pavlov, 1927) o qual também requer
sintese de proteinas em areas especificas do cérebro (Rossato, 2006).

Deste modo, o conhecimento dos processos envolvidos na formagao e

expressao de distintos tipos de memdrias, tem avangado muito nos ultimos anos,
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e alguns conceitos novos foram instituidos. Portanto, neste artigo, seréo
reunidas as principais teorias das ultimas décadas envolvendo o estudo dos
processos decorrentes da expressao de memorias: extingdo e reconsolidagao,
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.

Consolidagao, extin¢ao e reconsolidagao de memoérias

ApoOs o processo de aprendizagem, a informacédo 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
estabilizagao, durante o qual ocorrem modificagdes sinapticas que determinam
sua persisténcia. Este processo é denominado consolidagao (Lechner, 1999).
Termo esse que foi primeiramente proposto pelo psicélogo experimental Georg
Elias Miller e seu aluno Alfons Pilzecker em um trabalho publicado em 1900,
demonstrando que as memoérias ndao sao formadas instantaneamente apds o
aprendizado, elas necessitam de um tempo para serem fixadas (ou
consolidadas). Consequentemente, esse trago mnemobnico consolidado pode
tornar-se suscetivel a interferentes que promovem sua modificagao (Eisenberg,
2003). Deste modo, quando uma memdéria consolidada € reativada na auséncia
de um reforgco, dois processos antagbnicos podem ser desencadeados: a
consolidacdo da memodria de extingdo ou a reconsolidacido da memoria original.
O que vai determinar a direcdo desses dois processos sao as condi¢des
ambientais, fisioldgicas e comportamentais expostas no momento da reativacao
(Milner, 1998; Suzuki, 2004). Esses processos desempenham um papel

fundamental para a modificagdo de uma memoaria existente, pois proporcionam
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as mesmas caracteristicas dindmicas, uma vez que estdo em permanente
reorganizagao, conferindo aos individuos uma facil adaptagédo em fungao de uma
experiéncia ou de alteragdes do ambiente externo (Przybyslawski, 1997). Sabe-
se que memorias associadas com o medo podem ser de rapida formacgao e de
longa duracdo, permitindo que todos aprendemos a evitar certos
comportamentos por medo de sermos feridos. Contudo, a incapacidade de
extinguir a expressao de um estimulo aversivo, em resposta a um estimulo que
nao prevé ameaca iminente, define o cenario das psicopatologias ligadas ao
medo e a ansiedade, os mais comuns dos transtornos psiquiatricos.

Desde os estudos pioneiros de Pavlov (1927) sabe-se que a reativagao
repetida da memoria na auséncia de reforco conduz a sua extingdo, que se
caracteriza por suprimir a expressao do aprendizado original ao invés de apaga-
lo. Além disso, essa memoria extinta que foi consolidada pode tornar-se
suscetivel a atualizacdo apds a reativacdo, assim como ocorre com a
reconsolidagdo (Rossato, 2010).

A hipotese da reconsolidacdo foi primeiramente proposta no final da
década de 1960, por Misanin e colaboradores (1968) sugerindo que, as
memorias de longa duragdo quando evocadas entram em um periodo de
labilizacado necessitando ser reconsolidadas para permanecerem. Essa hipotese
foi reafirmada a partir dos achados reportados por Nader e colaboradores
(2000a; 2000b) demonstrando que, em ratos, a infusdo intra-amigdala de um
inibidor da sintese protéica imediatamente apds a evocagao de uma resposta
condicionada ao medo, induz amnésia persistente. A partir desses trabalhos,

outros grupos tém pesquisado o papel da reconsolidacdo na manutengédo da
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memoria apos a reativacdo, enfatizando o estudo acerca dos requisitos
moleculares desse processo (Child, 2003; Lattal, 2004; Alberini, 2005).

Deste modo, os processos de reconsolidacdo e extincdo estao
relacionados funcionalmente, pois ambos baseiam-se na aquisicao de
informacao sobre o0 que acontece no momento da expressao, informacéo que,
por sua vez, estd associada com o aprendizado original. Contudo, eles
apresentam mecanismos distintos quanto a formacgao. Apesar de estar difundida
na literatura a relacdo molecular e bioquimica destes dois processos, ainda é
contraditdria a interacdo comportamental destes eventos. Trabalhos de diversos
laboratérios demonstraram que, a ocorréncia de extincdo € um dos fatores que
limitam ou de fato impedem a reconsolidacdo de memdrias. Enquanto,
resultados mais recentes indicam que a reconsolidacdo pode ocorrer
independentemente da extingdo prévia da memdéria em questéo, sugerindo que
ambos o0s processos sdo independentes (Debiec,2002; Sangha,2003;
Pedreira,2003; Duvarci,2006). Entretanto, em um estudo recente, foi
demonstrado que a memodria de extingdo para a tarefa de esquiva inibitéria
debilita-se apds sua reativacao de modo que, para persistir, precisa passar por
um processo de reconsolidagcao dependente de sintese protéica no hipocampo
(Rossato, 2010). A partir desses achados, mais estudos serdo necessarios para
compreender o caminho de uma memoaria extinta apds a sua expressao.

A memodria € um produto formado a partir de uma experiéncia passada,
que é usada para responder questdes no presente. O trago mnemonico quando
evocado, permite que sejam feitas modificagdes plasticas nas sinapses para a
manutengcdo das memorias de longa duragdo. Essa atualizagdo, mediante a

reconsolidagao, confere ao traco mnemonico caracteristicas dinamicas, que
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estdo em constante reorganizacéo em fungéo de experiéncias futuras que a vida
proporciona.

O conhecimento acerca dos requerimentos moleculares, bioquimicos e
comportamentais que sustentam a manutengcdo de um trago mnemonico apos
sua reativacdo, ainda € limitado, porém necessario para compreender o
mecanismo associado com a reincidéncia de uma memoria aversiva apos o
aparente sucesso das psicoterapias baseadas no processo de extingdo, que sao
utilizadas para o tratamento de transtornos de ansiedade e do estresse pos-
traumatico. Portanto, os fendbmenos denominados recuperagao espontanea
(Rescorla, 2004), renovagao (Bouton, 2004), ou restabelecimento (McAllister,
2006) que envolvem o reaparecimento de uma memoria aversiva apds a
extincdo, sédo alvos nos estudos acerca desses disturbios. Deste modo, serdo
necessarias mais investigacbes para compreender esse dindmico caminho
mnemoénico desencadeado pela reativacdo de uma memodria, € com isso
possibilitar o avango no conhecimento com relagdo as futuras estratégias
terapéuticas para o tratamento de disturbios de ansiedade e fobias associados

ao medo aprendido.
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7 Consideragoes finais

O conjunto dos resultados apresentados sugere que a persisténcia das
memorias traumaticas pode ser modulada pela modificacdo da sinalizacdo do
BDNF no momento da reativacdo da memodria de extingdo. Assim, quando
reativada, a memoria de extingdo, desencadeia um processo reconsolidatorio
dependente da expressao de BDNF no hipocampo para persistir. Ainda mais, a
ativacdo farmacolégica do receptor TrkB mediada pela administragédo intra-
hippocampal de BDNF recombinante, € suficiente para evitar o reaparecimento
do medo causado pelo bloqueio da reconsolidacdo da memdria de extingdo. A
partir desses achados, novos estudos acerca dos requisitos anatomicos,
neuroquimico e eletrofisiologicos serdo necessarios para compreender esse
dindmico caminho mneménico desencadeado pela reativagdo da memoria de
extingdo, e com isso possibilitar o avango no conhecimento acerca de futuras
estratégias terapéuticas para o tratamento de disturbios de ansiedade e fobias

associados ao medo aprendido.
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