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RESUMO

Desde os primeiros estudos sobre a formacdo da memoria pensou-se que a
mem©éria consolidada permanecia inalterada ou imutavel por todo o tempo pelo qual
permanecesse armazenada. Porém, diversos estudos tém desafiado esta teoria,
sugerindo que uma vez evocadas, as memdrias precisam passar por um novo
processo de estabilizacdo, chamado de reconsolidacédo, que pode ser uma simples
repeticdo da consolidagédo inicial ou um processo independente, que utiliza vias
moleculares distintas. Sendo assim, nosso objetivo neste trabalho foi verificar a
existéncia real do processo reconsolidatério e a participacdo do sistema
noradrenérgico no mesmo. Aqui nds demonstramos que a infusdo intra-nucleo
basolateral da amigdala de inibidores da sintese protéica, anisomicina ou emetina,
imediatamente, mas ndao 6 horas ap6s a reativagdo blogueia permanentemente a
memoria da tarefa de esquiva inibitéria. Além disso, verificamos que a infusdo de
noradrenalina no ndcleo basolateral imediatamente, mas ndo 6 horas apds a sesséo
de reativacdo, facilita a retencdo da memoria. Este efeito facilitatério da NA
provavelmente deve-se a ativacdo de receptores B-adrenérgicos, ja que a
administracao intra-nucleo basolateral da amigdala de timolol, um antagonista deste
subtipo de receptor, imediatamente, mas ndo 6 horas apds a reativacao, causa
prejuizo sobre esta memdria. Os resultados sugerem que a reativagcdo da memoria
desencadeia um processo de reconsolidacdo, dependente da sintese de novas
proteinas e da ativacdo de vias neuromodulatérias, como a via noradrenérgica, no

nucleo basolateral da amigdala.

Palavras-chave: Memoria, reconsolidacdo, amigdala, sistema noradrenérgico,

esquiva inibitoria.



ABSTRACT

Since the first experiments about the mechanisms that underlies memory
formation researchers has been thought that memory once consolidated passes
through a phase that makes the memory trace stable and resistant to amnesic
agents. Although, several studies has been challenge this theory suggesting that
after the consolidation process there is another stabilization step called
reconsolidation, which could be just a perfect copy of the initial consolidation process
or an independent process that uses distinct molecular pathways. In doing so, our
goal in this study was to verify the real existence of the reconsolidation process and
how is the noradrenergic system involved on this process. Here we demonstrate that
infusions of well-known protein synthesis inhibitors, Anysomicin (ANI) or Emetine
(EME) intra-basolateral nucleus of the amygdala immediately but not 6 hours after
the reactivation phase causes permanent amnesia on the inhibitory avoidance task.
Furthermore we verify that infusion of Noraepinephrine (NE) intra-basolateral nucleus
of the amygdala immediately but not 6 hours after the reactivation phase facilitates
the memory retention. However the facilitatory effect that we found of NE probably is
due to the activation of B-adrenergic receptors since the administration of Timolol, a
well-known antagonist of this type of receptor, intra-basolateral nucleus of the
amygdala, immediately but not 6 hours after the reactivation impairs the mnemonic
trace. Our results suggest that the memory reactivation unleash a reconsolidation
process, which depends on protein synthesis and activation of neuromodulatory
pathways just like the noradrenergic path on the basolateral nucleus of the
amygdala.

Key words: Memory, Reconsolidation, Amygdala, Noradrenergic System, Inhibitory
Avoidance Task.
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1. INTRODUGCAO

1.1.Definicao e Classificacao das Memorias

A memoria é um processo essencial para a experiéncia humana e pode ser
caracterizada como a capacidade que um individuo tem de armazenar dados ou
conhecimentos para, assim, modificar o préprio comportamento. Através da
interacdo com o0 meio ambiente, adquirimos informacdes a cerca do mundo e
aprendemos a associar estimulos externos e respostas internas. A memdria é,
entdo, um registro das nossas percepcdes e um produto dos nossos sentidos
(Baddeley, 1999).

A memoria pode ser dividida em diferentes estagios. Num primeiro momento
ocorre a aquisicao da informacao através da exposicao ao estimulo. Esta informacéao
€ processada pelos sistemas sensoriais e retida temporariamente. Se for Gtil para o
nosso desenvolvimento e sobrevivéncia, ela sera armazenada em um sistema de
mem©éria mais estavel, de longo prazo, por meio de um processo chamado
consolidacdo. Uma vez armazenada a informacao pode ser recuperada ou evocada
sempre que necessario. Neste estagio, o traco mneménico podera ser fortalecido ou
enfraquecido, dependendo da relevancia da informacéo.

A aquisicao de novas experiéncias e conhecimentos ao longo da vida nos faz
seres Unicos e determina nossa maneira de pensar e agir. Porém, a memoria nao é
uma identidade Uunica; é, ao contrario, composta de diferentes sistemas. Ja no
século XIX o filosofo Maine de Biran descreveu trés subdivisbes dentro dela: a
mem©éria representativa, que seria a recordacado de idéias e eventos, a memodria
mecanica, relacionada com as habilidades motoras e a memdria sensitiva,
relacionada a aquisicdo de valores afetivos. Hoje, a distingdo mais usual entre os
sistemas de memoria, quanto ao seu conteldo, € a seguinte:

- Meméria declarativa (ou explicita): adquirida de forma consciente; diz
respeito a fatos, eventos e acontecimentos que podem ser relatados. E subdividida
em memorias episodicas (também chamadas autobiograficas) e semanticas
(referentes as informagdes de conhecimentos gerais);

- Memoéria nao-declarativa (ou implicita): refere-se as habilidades motoras e
sensorias, que ndo podem ser verbalizadas de forma consciente. A memdria nao-

declarativa envolve tipicamente um conhecimento que é de natureza reflexa, mas
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que nao envolve reflexdo, ou seja, s&o memorias inconscientes (Squire e Kandel,
2003). Esta memodria é subdividida em: 1) habilidades e habitos; 2) pré-ativacao (do
inglés Priming; utiliza representacdes sem significado aparente, mas que sao Uteis
como dicas facilitatérias da evocacao); 3) aprendizado nao-associativo (incluindo
sensibilizacdo e habituagdo, relacionada a atividade das vias reflexas) e; 4)
condicionamento classico simples (condiciona dois ou mais estimulos ou um

estimulo a uma resposta).

Memoria
:-1-1 E:' plu:“a pasgaas sssssasasassssssssy Implicita
Lobo Temporal Medial E Condicionamento
(Diencétaln) ; classico
FUEsEsEsEsEmEEEEEEE SrrazszrerrEanaranann qEtEsETETE TR IR TR & RN .
Habilidades Pré-alivacio Aprendizagem Respostas Respostas
& hébilos ¥ nao associativa Emocionaks Esqueléticas
Estriado Meoctriax Vies Reflexas Amigdala Cerebelo

Figura 1.Taxonomia dos sistemas de memdria e estruturas cerebrais envolvidas.

As memdrias declarativas e ndo-declarativas recrutam sistemas encefalicos
diferentes (Figura 1) e utilizam distintas estratégias para seu armazenamento.
Memorias implicitas de condicionamento relacionadas a respostas emocionais tém
como ponto central de processamento a amigdala, estrutura localizada
profundamente no lobo temporal e composta de mais de 10 sub-regides ou nucleos
funcional e anatomicamente heterogéneos. Dentre estes estdo o nucleo central e os
nucleos lateral e basal (juntos conhecidos como complexo basolateral da amigdala),
0S quais apresentam conexdes entre si e com diversas regides cerebrais. Desde os
estudos pioneiros de Kluver e Bucy, que demonstraram que lesdes no lobo temporal
medial, de macacos resultavam em  comportamentos  afetivamente

descaracterizados (Kluver e Bucy, 1937), muitos laboratérios tém demonstrado que
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a amigdala é crucial para a aquisicao, armazenamento e expressao de memdérias
aversivas (Davis, 1992; LeDoux, 1996; Maren, 2001). Além disso, varios estudos
realizados em humanos (Cahill e col., 1995; Hamann e col., 1999; Cahill e col.,
2001) e em modelos animais (Tomaz e col., 2003) relacionam a amigdala com os
processos de modulacdo da memodria, especificamente com a facilitacdo da memoria
produzida por um estado de ativagdo emocional. Isso porque a amigdala, e
principalmente o nucleo basolateral, integra as informagdes sensoriais com as
nociceptivas, além de coordenar sistemas neuro-humorais que facilitam ou inibem o

aprendizado, através de suas conexdes com outras areas cerebrais.
1.2. Noradrenalina e a modulacao da memdria

E consenso que acontecimentos com forte carga afetiva sdo mais bem
lembrados do que os emocionalmente neutros. Isso porque um evento emocional
vivenciado desencadeia uma série de alteracoes fisioldgicas, tais como a secrecao
periférica de hormdnios e a ativagdo de sistemas neuromodulatorios (Ferry e col.,
1999). A hip6tese de que o sistema noradrenérgico desempenha um papel no
aprendizado e memdéria emergiu algumas décadas atras com estudos de Kety
(1972), que sugeriam que processos cerebrais associados a estados afetivos, como
por exemplo, a liberacdo de aminas biogénicas (adrenalina, histamina,
noradrenalina,...), podem modular mecanismos sinapticos recentemente ativados.
Ou seja, sinapses ativadas pelo aprendizado de eventos emocionalmente fortes,
seriam fortalecidas pela liberacao de determinadas substancias. Em concordancia,
estudos mais recentes utilizando técnicas de microdialise observaram um aumento
nos niveis de diversos neuromoduladores durante o aprendizado emocional, tais
como serotonina (Kawahara e col., 1993), dopamina (Hori e col., 1993) e
noradrenalina (Tanaka e col., 1991).

O sistema noradrenérgico € um dos principais sistemas neuro-humorais
envolvidos na modulacdo de funcbes cognitivo-comportamentais. Sua ativacao
facilita os processos de atencdo, cognicdo e adaptagcdo a mudancas ambientais
(Sara e Segal, 1991; Sara, 2005). Neur6nios noradrenérgicos localizados no Locus
Coeruleus enviam fibras eferentes para diferentes areas, dentre elas o hipocampo e
0s nucleos central e basolateral da amigdala, onde acentuam a transmissao
glutamatérgica, essencial para a formacao da meméria (Roozendaal e col., 2008).
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Pesquisas desenvolvidas por Gold e van Buskirk (1978) mostraram que o
treino na esquiva inibitéria diminui os niveis de noradrenalina (NA) sobre condicdes
que resultam em boa retengdo, sugerindo um aumento na liberacdo deste
neuromodulador durante o treino. Além disso, Haycock e col., (1977) demonstraram
que a infusdo intracerebroventricular de NA imediatamente apds o treino, facilita a
retencdo promovendo, assim, evidéncias de que a NA central modula fung¢des da
memoéria. Outros estudos vao adiante, sugerindo que o efeito da NA sobre a
memdéria se deve a ativacao de receptores B-adrenérgicos na amigdala (Gallagher e
col., 1977; Hatfield e col., 1999).

O papel da NA na consolidacdo da memoéria emocional ja esta bem
estabelecido através de diversos estudos utilizando agonistas e antagonistas dos
receptores noradrenérgicos. Porém, pouco se sabe sobre o papel deste

neuromodulador na reconsolidacdo da meméria.

1.3. O Processo de Reconsolidacao

Ja dizia Frederic Barlett no inicio do século XX que “a evocacdo nao é
simplesmente uma reprodugéo automatica da informagéo armazenada. Ao contrério,
€ essencialmente um processo criativo de reconstrucao”.

Nesta linha de pensamento, muitos autores defendem que as memarias nao
sdo adquiridas na sua forma definitiva, sendo alteradas pela evocacao (lzquierdo,
1989; Izquierdo e McGaugh, 2000). Nesse processo, também chamado de
reativacao, recordagao, lembranca ou recuperacao (lzquierdo, 2002), memorias ja
consolidadas retornam ao estado vulneravel, durante o qual estdo novamente
susceptiveis a interrupcoes e, para persistirem, precisam passar por um novo
processo de estabilizacdo (Sara, 2000; Nader e col., 2000a; Gainutdinova e col.,
2005).

Esta bem descrito que 0s eventos bioquimicos envolvidos na consolidagéao
de uma memoria incluem a ativagao de receptores glutamatérgicos e de proteinas
quinases que, em Uultima instancia, ativam fatores de transcrigdo no nucleo,
desencadeando a sintese de novos genes e posterior sintese protéica (Squire e
Kandel, 2003). A possibilidade de que essa cascata bioquimica ocorra novamente,
durante a reativacdo de uma memoria ja consolidada foi primeiramente levantada

por Misanin e col. (1968). Nesse estudo, verificou-se que a administracdo de um
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choque elétrico de alta intensidade durante a reativagcdo era capaz de piorar a
mem©éria apenas quando o estimulo condicionado (EC) estivesse presente. Este
fenbmeno ficou entdo chamado “amnésia dependente de dica” (Misanin e col.,
1968). Estudos posteriores reafirmaram a existéncia deste processo (Gordon, 1977;
Lewis, 1979) e hoje ele recebe o nome de reconsolidacdo (Sara, 2000; Nader,
2003).

Muito tem se especulado acerca da existéncia real de processos poOs-
evocacionais que desestabilizem e reestabilizem uma meméria previamente
consolidada. Morris e col. (2006), por exemplo, afirmam que a reconsolidacdo de
uma memoria s ocorre quando uma nova informacdo é somada aquela ja
armazenada, enquanto que outros pesquisadores defendem a idéia de que o
processo de reativacdo ja €& suficiente para induzir a reconsolidacdo do traco
mnemodnico (Duvarci e Nader, 2004; Tronel e col., 2005). Outros estudos, ainda,
descartam a hipétese da reconsolidagcéo, sugerindo explicacdes alternativas para os
resultados encontrados (Biedenkapp e Rudy, 2004; Power e col., 2006). Porém,
desde trabalhos de Nader e col. (2000), demonstrando que a infusao intra-amigdala
de um inibidor da sintese protéica imediatamente apds a evocacdo de uma resposta
de medo condicionado induz amnésia persistente, muitos outros pesquisadores tém
comprovado a existéncia do processo reconsolidatério, utilizando diferentes agentes
amnésicos bem como outros paradigmas de aprendizado e espécies animais
(Debiec e col., 2002; Lee e col., 2004; Merlo e col., 2005).

A idéia de que apds sua evocacao a memoria seja “reorganizada” parece ter
uma fungdo Obvia, ja que uma vez armazenada, a memdria pode atualizar-se e
adaptar-se a nova situacdo ambiental ou fisiolégica. Ou seja, através de critérios
ainda nao estabelecidos, o cérebro é capaz de descartar informagdes que nao sao
mais uteis para o individuo e incorporar novas informagdes aquelas pré-existentes.
Sendo assim, o processo de reconsolidacéo pode ser encarado como uma janela de
oportunidades para a manutencdo, o fortalecimento e atualizacdo do traco
mnemaonico evocado (Nader e col., 2000b; Rossato e col., 2006, 2007).

Até o momento ndo existem estudos acerca das consequéncias da
modulacdo da amigdala no que diz respeito a manutengdo e persisténcia pés-
evocacao da memoria emocional, no entanto, a existéncia da reativacao representa
uma possibilidade de intervencdo na memodria ja existente e pouco se sabe sobre os

mecanismos que ela desencadeia, princialmente relacionados a modulagao
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noradrenérgica. Para suprir esta lacuna e com o intuito de cumprir os objetivos a
seqguir, nés decidimos investigar se a reativacdo de uma memoria para a tarefa de
esquiva inibitéria inicia um processo de reconsolidagdo e se o sistema

noradrenérgico participa deste processo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Verificar se a reativagdo de uma memdéria previamente adquirida para a tarefa
de esquiva inibitéria desencadeia o processo de reconsolidacdo analisando se este
processo é dependente de sintese protéica e de ativacao do sistema noradrenérgico
no nucleo basolateral da amigdala.

2.2.Objetivos Especificos

1. Verificar se a administracdo intra-nucleo basolateral da amigdala dos
inibidores de sintese protéica, anisomicina e emetina, imediatamente e 6 horas ap6s
a reativagao interferem com o processo de reconsolidagcdo da memoria, na tarefa de

esquiva inibitéria, de maneira dependente da intensidade do estimulo.

2. Analisar se o possivel efeito da anisomicina e emetina se deve ao bloqueio
real da reconsolidacdo ou a piora na evocacao da memdria, na tarefa de esquiva

inibitéria.

3. Estudar o envolvimento dos receptores B-adrenérgicos no processo de
reconsolidacao, através da administracdo de timolol ou noradrenalina (antagonista
ou agonista, respectivamente destes receptores) na regido basolateral da amigdala,
imediatamente e 6 horas apds a reativagdo da memdria, na tarefa de esquiva

inibitéria, de maneira dependente da intensidade do estimulo.
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3. METODOLOGIA

3.1. Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo experimental randomizado cego, que objetiva realizar
analises comportamental e farmacoldgica de processos envolvidos na reativacdo da

memoéria de medo para a tarefa de esquiva inibitéria.

3.2. Animais Experimentais

Para todos os experimentos comportamentais nds utilizamos ratos Wistar
machos, provenientes da Fundacdo Estadual de Produgdo e Pesquisa em Saude
(FEPPS). Os animais foram submetidos a um ciclo claro/escuro de 12h (luz a partir
das 7h e escuro a partir das 19h), com agua e racao a vontade e uma temperatura
ambiente constante de 23°C. As devidas precaucdes foram tomadas para minimizar
o sofrimento e reduzir o0 nimero de animais utilizados. Todos 0s experimentos
realizados estdo de acordo com as normas dos “Principles of laboratory animal care’
(NIH publication N°85-23, revised 1996).

3.3. Processo Cirurgico

Para infusdo dos farmacos utilizados neste estudo os animais passaram por
uma cirurgia estereotaxica para a implantacdo bilateral de canulas na regiao
basolateral da amigdala. As cirurgia consiste de implante com canulas-guia de 27-
gauge de 0.9 mm, posicionadas 1.0 mm acima da regido basolateral da amigdala,
de acordo com as coordenadas obtidas do Atlas de paxinos e Watson (1986), sendo
elas as seguintes: Antero Posterior (AP) = - 2,4 mm; Médio Lateral (MD) = + 5,1 mm;
Dorso Ventral (DV) = - 3,1 mm; Inclinagao Latero Lateral (INCL LL) = 0° (Paxinos e
Watson, 1986) (Figura 2).
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Figura 2. Local de implantacdao das canulas de infusdao no nucleo basolateral da amigdala. (Paxinos e
Watson, 1986).

O procedimento de implantacdo das canulas foi realizado com os animais
previamente anestesiados com ketamina (“Francotar”; Virba, ou “Vetanarcol”; Kénig)
juntamente com Xilazina, que € um sedativo/miorrelaxante/analgésico (“Coopazine”;
Coopers), administrados intra-peritonealmente (i.p.), nas doses de 75 mg/Kg e 10
mg/Kg, respectivamente (Figura 2).

Uma vez recuperados da anestesia, os animais foram recolocados em suas
caixas-moradia, e permaneceram em recuperacado durante 4 dias antes de serem

submetidos a qualquer procedimento.

Figura 3. Foto do animal sendo submetido a cirurgia estereotaxica para a implantacao de canulas de
infusdo no nucleo basolateral da amigdala. No detalhe, vista geral do equipamento estereotaxico.
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3.4. Analises Comportamentais

3.4.1. Esquiva Inibitoria

A esquiva inibitéria (EI) € o modelo de condicionamento ao medo mais
utilizado em estudos comportamentais que tém por objetivo a investigacdo dos
processos envolvidos nas diferentes fases da memdria, ja que exige apenas uma
sessdo de treino. Nesta tarefa o animal aprende a associar sua descida da
plataforma onde foi colocado (estimulo condicionado) a um choque elétrico que
recebe nas patas quando isso acontece (estimulo incondicionado). Assim, em uma
nova exposicao a caixa de esquiva, o animal evitara descer da plataforma (resposta
condicionada).

O aparato da El (figura 2) consiste em uma caixa com a parte frontal
confeccionada em acrilico transparente, medindo 50 x 25 x 25 cm. O assoalho é
uma grade de barras de bronze paralelas de 3 mm de diametros, separadas entre si
por 1 cm, conectadas a um estimulador elétrico. Na parte esquerda, fixa sobre a
grade, ha uma plataforma de férmica com 7 cm de largura e 5 cm de altura.

Figura 4. Fotografia do aparato para o procedimento de esquiva inibitéria.

Quatro dias ap6s o procedimento cirdrgico os animais foram transferidos para
a sala de treino e manuseados por dois minutos, uma vez ao dia, por dois dias. Vinte
e quatro horas apos a ultima sessao de manipulacdo, os animais foram treinados na
tarefa de esquiva inibitéria. Cada animal foi colocado cuidadosamente sobre a
plataforma permitido que a explorasse. Ao descer com as quatro patas sobre o
assoalho, o animal recebeu um choque elétrico por dois segundos, de diferentes
intensidades (0.2 - 0.4 - 0.6 ou 0.8 mA), de acordo com cada grupo experimental.
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Vinte e quatro horas apds o treino os animais passaram pela sessao de
reativacdo, a qual consistiu em reexpor o animal ao contexto onde recebeu o
choque. Os animais foram novamente colocados sobre a plataforma onde
permaneceram por quarenta segundos e, entdo, retirados ndo sendo permitida a
descida da plataforma. Vinte e quatro horas ou sete dias apds a reativacdo, os
animais passaram pela sessdo de teste, onde o tempo que o animal levou para
descer da plataforma com as quatro patas foi avaliado, sendo esse um indicativo de
memoria. O tempo limite de permanéncia na plataforma foi de 300 ou de 600
segundos de acordo com o experimento realizado, apds o qual o animal retornou a

sua caixa moradia.

TREINO

y 22
.

Figura 5. Esquema de execucao do experimento utilizando a tarefa de esquiva inibitoria.

24 h REATIV. o/, .74 TESTE

3.4.2. Campo Aberto

Para avaliar a atividade locomotora e o comportamento exploratério dos
animais utilizou-se um paradigma conhecido como campo aberto. O aparelho
empregado para tal fim consiste em uma caixa de madeira com dimensdes de 60 x
40 x 50 cm (comprimento x profundidade x altura) com a sua parede frontal de vidro
transparente. O assoalho da caixa é dividido em 12 quadrantes com igual area de
superficie. Durante o experimento, o animal foi gentilmente colocado na arena do
campo aberto, a qual lhe pode explorar livremente por 5 min. Neste tempo foram
registrados o numero de linhas cruzadas e o numero de elevagdes sobre as patas
traseiras (em inglés rearings), comportamentos que nos roedores denotam

exploracao (Bonini e col., 2006; da Silva e col., 2006) (Figura 6).
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Figura 6. Fotografia de um rato explorando o Campo Aberto. Observe-se o comportamento de elevagcao
sobre as patas traseiras (“rearing”).

3.4.3. Labirinto em Cruz Elevado

Para avaliar o estado de ansiedade dos animais, utilizou-se a tarefa do
labirinto em cruz elevado. Este labirinto consiste em uma plataforma em cruz com 40
centimetros de comprimento em cada brago, posicionada a 1 metro de altura; dois
bragos contra laterais do labirinto possuem paredes elevadas, sendo denominados
fechados, e os outros dois nao possuem paredes, sendo denominados abertos. Os
animais foram colocados no centro do labirinto e deixados livres para explora-lo por
5 minutos. Registrou-se o tempo de permanéncia e o nimero de entradas nos
bragos abertos e fechados. Quanto mais ansioso estiver o animal, maior o tempo de
permanéncia nos bracos fechados e o numero de entradas nestes bragos (Bevilagua
e col., 2003; da Silva e col., 2006) (Figura 7).
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Figura 7. Fotografia de um rato sendo submetido ao Labirinto em Cruz Elevado.

3.5. Tratamentos farmacolégicos

Os compostos farmacolégicos e os veiculos utilizados para a diluicao dos
mesmos foram infundidos bilateralmente na regido de interesse imediatamente ou 6
horas apés a reativagdo da memoria ou ainda 24 horas antes do treino nas tarefas
de Campo Aberto e Labirinto em Cruz Elevado, com auxilio de uma micro-seringa
Hamilton acoplada a uma bomba de infusao (Figura 8). O volume administrado foi de
0,5 w/lado e as canulas de infusdo foram mantidas dentro das canulas-guia por pelo
menos 60 segundos apds o fim da administracdo da droga, a fim de evitar o refluxo
de liquido.

As doses utilizadas de anisomicina (160 pg/pl), emetina (100 pg/ul),
noradrenalina (2 pg/ul) e timolol (2 pg/ul), foram determinadas com base em
experimentos pilotos e em estudos prévios de nosso laboratério que mostraram o
efeito destes farmacos sobre o aprendizado e a memoéria de ratos. Todos os
farmacos foram dissolvidos em solucdo salina 0,9% e mantidos em ambiente de
baixa luminosidade a -20°C até o uso. Os compostos utilizados foram obtidos de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
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Figura 8. Fotografia ilustrando o procedimento de infusao de farmacos através das céanulas-guia
esteriotaxicamente implantadas.

3.6. Analise Histologica

Duas a quatro horas apés o ultimo teste comportamental, os animais foram
infundidos com 0,5 ul de azul de metileno 4% e sacrificados através de decapitacao
30 minutos apds, para a difusdao da droga ou veiculo administrado. Os cérebros
foram retirados e colocados em formol 10% em um volume de 1:3, onde
permaneceram durante 4 dias. Apds este periodo, foram fatiados e a posicao das
canulas-guia avaliada. Apenas dados de animais com as canulas implantadas
corretamente na regiao basolateral da amigdala foram incluidos nas analises

estatisticas.

3.7. Analise Estatistica

Os dados obtidos na tarefa de esquiva inibitéria, campo aberto e labirinto em
cruz elevado foram analisados mediante a utilizacdo do teste t de Student. O nimero
de animais por grupo foi calculado com base em estudos prévios do nosso grupo
(Cammarota e col., 2004).

A anadlise estatistica foi realizada utilizando o software Prism Graph-Pad 5.1.

Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS

A infusao do inibidor da sintese de proteinas, Anisomicina,
imediatamente apo6s a reativacao bloqueia a reconsolidacao da memoria na
tarefa de Esquiva Inibitoria.

Em primeiro lugar, decidimos investigar se a sintese protéica na amigdala é
requerida para a manutencdo da memdria associada a tarefa da Esquiva Inibitéria
(El), se este tipo de memoéria passa por um processo de reconsolidagcéao
desencadeado pela reativagdo e se este fendmeno ocorre independentemente da
intensidade do traco mnemoénico. Para tal, animais foram treinados na El com
distintas intensidades de choque e foram novamente expostos ao aparato 24 horas
apos o treino, sendo esta a sessao de reativacdao da memdria (R). Imediatamente
apés, foram infundidos bilateralmente com anisomicina - ANI (160 pg/0.5 pl/lado),
inibidor da sintese protéica ou veiculo (Veh) no nucleo basolateral da amigdala. A
retencdo da memaria foi avaliada 24 horas ap6s a reativacao (teste 1 - T1). Na figura
8 pode-se observar que os animais que receberam infusao de veiculo tiveram tempo
maior de permanéncia na plataforma o que esta relacionado com a intensidade de
choque utilizada no treino, demonstrando que a retencdo da memoria aversiva
depende da intensidade do estimulo durante o aprendizado. Entretanto, a infusdo de
ANI imediatamente apds a reativagdo causou prejuizo na meméria nos animais que
receberam choque de média e alta intensidades (0.6 e 08 mA, respectivamente; Fig.
9).

Em contrapartida aos diversos estudos que sugerem que inibidores da sintese
protéica bloqueiam a reconsolidacdo, muitos pesquisadores defendem que a piora
da memoria produzida por tratamentos pds-evocacionais é temporaria, com a
recuperacdo da memdria ocorrendo dentro de horas ou dias (Vianna e col., 2001;
Lattal e Abel, 2004). Para verificar, entdo, se o efeito da ANI se deve a um bloqueio
real no processo de reconsolidacdo, nés decidimos realizar um teste 7 dias apés a
sessdo de reativacdo (teste 2 - T2). Como pode ser observado na figura 8, o
prejuizo na meméria causado pela administracado de ANI mantém-se durante 7 dias,
sugerindo que estes compostos afetam de maneira permanente o processo

reconsolidatério.



25

3007 — Ven 30097 =3 Veh

o Bl Ani 0 B2 Ani
[} ©
o o
S 200+ S 200+
(0] (0]
© ©
@ @
(] (]
o o
8 100 8 100
= =
© 0 © 0
1 —1

e [ i e [

Tr R T1 T2 Tr R T1 T2
3009 — Veh 3007 —3 Veh

a EE Ani a EE Ani +
[] []
o kel
S 200+ S 200+
(0] (0]
© ©
o o
(] (] *
o o
8 100 . . 8 100 *
5 5
: 4 °‘ i

e [ o [l

Tr R T1 T2 Tr R T1 T2

Figura 9. A infusdo do inibidor da sintese de proteinas, Anisomicina, imediatamente apds a reativacao
bloqueia a reconsolidacao da memoria na tarefa de Esquiva Inibitéria. Ratos Wistar machos com céanulas
posicionadas estereotaxicamente na regido basolateral da amigdala foram treinados na tarefa de Esquiva
Inibitéria. Para tanto, no Dia 1 (Treino; Tr) os ratos foram expostos a choque de diferentes intensidades (A 0.2
mA; B 0.4 mA; C 0.6 mA e D 0.8 mA); 24 horas apds foram reativados (R) (40 seg) e infundidos com ANI (160
pg/0.5 pl/lado) ou VEH (salina 0,9%) no nucleo basolateral da amigdala. Os animais foram testados 24 horas
(T1) ou 7 dias (T2) apds a sessao de reativagdo. A) animais que receberam choque de 0,2 mA no dia do treino;
B) animais que receberam choque de 0,4 mA no treino; C) animais que receberam choque de 0,6 mA no treino e;
D) animais que receberam choque de 0,8 mA no treino. Os dados estdo expressos como (média + erro padrédo) e
sao representados como laténcia de descida da plataforma em segundos. *p<0,05 em teste t de Student. (n=11

por grupo).

A infusao de Emetina imediatamente apdés a reativacao bloqueia a
reconsolidacao da memoria na tarefa de Esquiva Inibitoria.

Para comprovar e corroborar que o efeito amnésico da anisomicina foi
realmente devido ao bloqueio da sintese protéica, necessario para a reconsolidacao,
e nao a outros possiveis mecanismos que podem ser desencadeados por este
farmaco (Aberini, 2008), ndés utilizamos outro inibidor de sintese protéica, emetina -
EME. Animais foram treinados exatamente como descrito acima, com distintas
intensidades de choque e, imediatamente apos a reativacéo (R) receberam infusdes
bilaterais de VEH (0,9 % - 0.5 pl/lado) ou EME (100 pg/0.5 pl/lado). Como se pode
observar na figura 9 a EME infundida apds os treinos com choques de intensidade
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média (0.4 e 0.6 mA) causou prejuizo na reconsolidacdo da meméria, porém nao
teve efeito nos animais treinados com choque de baixa e alta intensidade (0.2 e 0.8
mA, respectivamente; Fig. 10). Estes resultados reafirmam a existéncia do processo
reconsolidatério e sua dependéncia da sintese de novas proteinas na regiao
basolateral da amigdala.

Para verificar ainda, se o efeito da EME se deve a um bloqueio real no
processo de reconsolidacdo, nos decidimos realizar um teste 7 dias apds a sessao
de reativagao (teste 2 - T2). Como pode ser observado na figura 8, o prejuizo na
mem©éria causado pela administracdo de EME mantém-se durante 7 dias, sugerindo

que estes compostos afetam de maneira permanente o processo reconsolidatorio.
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Figura 10. A infusao de Emetina imediatamente apds a reativacao bloqueia a reconsolidacao da memoria
na tarefa de Esquiva Inibitoria. Ratos Wistar machos com canulas posicionadas estereotaxicamente na regiao
basolateral da amigdala foram treinados na tarefa de Esquiva Inibitéria. Para tanto, no Dia 1 (Treino; Tr) os ratos
foram expostos a choque de diferentes intensidades (A 0.2 mA; B 0.4 mA; C 0.6 mA e D 0.8 mA); 24 horas apos
foram reativados (R) (40 seg) e infundidos com EME (100 pg/0.5 pl/lado) ou VEH (salina 0,9%) no nucleo
basolateral da amigdala. Os animais foram testados 24 horas (T1) ou 7 dias (T2) apds a sessao de reativagao.
A) animais que receberam choque de 0,2 mA no dia do treino; B) animais que receberam choque de 0,4 mA no
treino; C) animais que receberam choque de 0,6 mA no treino e; D) animais que receberam choque de 0,8 mA no
treino. Os dados estdo expressos como (média + erro padrao) e sdo representados como laténcia de descida da
plataforma em segundos. *p<0,05 em teste t de Student. (n=11 por grupo).
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A infusao de ANI ou de EME 6 h apds a sessao de reativacao nao tem
efeito sobre a reconsolidacao da meméria na tarefa de Esquiva Inibitéria.

Inibidores da sintese de proteinas prejudicam a consolidagdo de novas
memoérias quando administrados durante uma janela estrita de tempo apés o
aprendizado (que varia de minutos a poucas horas), ndo tendo efeito quando
administrados com intervalos de tempo maiores apés o treino (Cammarota e col.,
2004). Com o intuito de determinar a extensdo da janela temporal de sensibilidade
do traco reativado para ANI ou EME, repetimos os experimentos apresentados nas
Figuras 9 e 10, mas infundindo ANI ou EME na amigdal basolateral 6 h apés uma
sessdo de reativacdo. A figura 11 mostra que tantos os animais que receberam
infusdo de ANI, quanto os que receberam EME 6 horas apés a reativacao, tiveram o
mesmo desempenho dos animais tratados com VEH, independente da intensidade
do estimulo administrado. Sendo assim, estes resultados demonstram que o
processo reconsolidatorio, assim como a consolidagdo, apresenta uma janela de

tempo dentro da qual a sintese protéica é requerida para que a memoria persista.
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Figura 11. A infusao de ANI ou de EME 6 h apds a sessdao de reativacdao nao tem efeito sobre a
reconsolidagcdao da memoria na tarefa de Esquiva Inibitéria. Ratos Wistar machos com cénulas posicionadas
estereotaxicamente na regido basolateral da amigdala foram treinados na tarefa de Esquiva Inibitéria. Para tanto,
no Dia 1 (Treino; Tr) os ratos foram expostos a choque de diferentes intensidades (A — 0.2 mA; B—-0.4 mA; C —
0.6 mA e D — 0.8 mA); 24 horas apds o treino passaram por uma sessao de reativagao (R) (40 seg) e 6 horas
apds esta sessao foram submetidos a infuséo bilateral de ANI (160 ug/0.5 pl/lado), EME (100 pg/0.5 pl/lado), ou
VEH (salina 0,9%). Os animais foram testados 24 horas (T1) ou 7 dias (T2) apds a sessdo de reativagdo. A)
animais que receberam choque de 0,2 mA no dia do treino; B) animais que receberam choque de 0,4 mA no
treino; C) animais que receberam choque de 0,6 mA no treino e; D) animais que receberam choque de 0,8 mA no
treino. Os dados estdo expressos como (média + erro padréo) e sao representados como laténcia de descida da
plataforma em segundos. *p<0,05 em teste t de Student. (n=9-10 por grupo).

A administracato de NA no nucleo basolateral da amigdala,
imediatamente apés a reativacao facilita a reconsolidacao da meméria na
tarefa de Esquiva Inibitoria.

Experiéncias emocionais induzem distintas alteracdes fisiolégicas, tais como,
ativacao de vias noradrenérgicas, provenientes do tronco cerebral, as quais enviam
fibras eferentes para varias regides do cérebro, como hipocampo e amigdala
(Gordon e van Buskirk, 1978; Roozendaal e col., 2008). Por isso, varias pesquisas
tém focado nesta via para a modulacdo do armazenamento de memorias
emocionalmente exacerbadas (Hatfield e McGaugh, 1999; McGaugh e col., 2002).
Assim, ndés fomos investigar se a noradrenalina (NA) participa do processo de
reconsolidacdo de memorias aversivas, na regiao basolateral da amigdala. Como
podemos observar na figura 12, a infusdo de NA (2 pg/0.5 ul/lado) imediatamente
apos a reativacao facilita a reconsolidagdo da memoéria de maneira dependente da
intensidade do estimulo. Animais que receberam estimulos elétricos de média
intensidade (0,4 ou 0,6 mA) apresentaram melhora na memoria, quando testados 24
horas e 7 dias ap0s a reativacao.
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Figura 12. A administracdo de NA no nucleo basolateral da amigdala, imediatamente apds a reativacao
facilita a reconsolidacao da memdria na tarefa de Esquiva Inibitéria. Ratos Wistar machos com cénulas
posicionadas estereotaxicamente na regido basolateral da amigdala foram treinados na tarefa de Esquiva
Inibitéria. Para tanto, no Dia 1 (Treino; Tr) os ratos foram expostos a choque de diferentes intensidades (A — 0.2
mA; B —0.4 mA; C—- 0.6 mA e D - 0.8 mA); 24 horas apoés o treino passaram por uma sessao de reativacéo (R)
(40 seg), apos esta sessado foram submetidos a infusédo bilateral de NA (2 pug/0.5 pl/lado) ou VEH (salina 0,9%);
os animais foram testados 24 horas (T1) ou 7 dias (T2) ap6s a sessao de reativagdo. A) animais que receberam
choque de 0,2 mA no dia do treino; B) animais que receberam choque de 0,4 mA no treino; C) animais que
receberam choque de 0,6 mA no treino e; D) animais que receberam choque de 0,8 mA no treino. Os dados
estdo expressos como (média * erro padrdo) e sdo representados como laténcia de descida da plataforma em
segundos. *p<0,05 em teste t de Student. (n=10-11 por grupo).

A infusao de Timolol imediatamente apds a reativacao bloqueia a
reconsolidacdao da memoria na tarefa de Esquiva Inibitoria.

Muitos estudos sugerem que os efeitos da noradrenalina sobre a
consolidacdo da memaria se devem a ativacao de receptores do tipo B-adrenérgicos
na amigdala (Gallagher e col., 1977; Ferry e col., 1999a). Para verificarmos a acao
desses receptores na reconsolidacdo da meméria, administramos timolol (2 pg/0.5
ul/lado), um bloqueador dos receptores B-adrenérgicos, na regido basolateral da
amigdala. Como se pode observar na figura 13, a infusao deste composto prejudicou
a retencdo da memoéria de El apds sua reativacao, tanto no teste 24 horas (T1)
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quanto 7 dias (T2) apdés a sessdo de reativacdo, em treinos de estimulo
intermediario, 0.4 mA e forte, 0.8 mA. Este resultado somado ao anterior onde
observamos o efeito positivo da NA apds a sessdo de reativagdo, indica que os
receptores P-adrenérgicos do ndcleo basolateral da amigdala participam da

reconsolidacdo da memdéria de esquiva inibitéria.
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Figura 13. A infusdo de Timolol imediatamente apds a reativacao bloqueia a reconsolidacao da memoria
na tarefa de Esquiva Inibitoria. Ratos Wistar machos com canulas posicionadas estereotaxicamente na regiao
basolateral da amigdala foram treinados na tarefa de Esquiva Inibitéria. Para tanto, no Dia 1 (Treino; Tr) os ratos
foram expostos a choque de diferentes intensidades (A — 0.2 mA; B — 0.4 mA; C — 0.6 mA e D — 0.8 mA); 24
horas ap6s o treino passaram por uma sessao de reativagao (R) (40 seg), apos esta sessao foram submetidos a
infusédo bilateral de TIM (2 pg/0.5 pl/lado) ou VEH (salina 0,9%); os animais foram testados 24 horas (T1) ou 7
dias (T2) apds a sessao de reativagédo. A) animais que receberam choque de 0,2 mA no dia do treino; B) animais
que receberam choque de 0,4 mA no treino; C) animais que receberam choque de 0,6 mA no treino e; D) animais
que receberam choque de 0,8 mA no treino. Os dados estdo expressos como (média + erro padrdo) e sédo
representados como laténcia de descida da plataforma em segundos. *p<0,05 em teste t de Student. (n=10-11

por grupo).
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A infusdao de NA ou de TIM 6 h apdés a sessao de reativacao nao tem
efeito sobre a reconsolidacao da meméria na tarefa de Esquiva Inibitéria.

Alguns autores tém mostrado que certas memdérias (Grecksch e Matthies,
1980; Freeman et al., 1995) apresentam duas fases de sensibilidade a acao de
inibidores da sintese protéica e outros farmacos devidamente conhecidos por sua
acao amnésica, uma imediatamente em seguida do treino e outra entre 3 a 6 horas
apos. Devido a isto, apos verificar que a sintese protéica é necessaria logo apés
mas nao 6 horas apos a reativacdo da memoria da El decidimos investigar se o
efeito da ativacao e inibicdo dos receptores B-adrenérgicos também obedece este
mesmo periodo temporal. Com o intuito de determinar a extensdo da janela temporal
de sensibilidade do traco reativado para NA ou TIM, repetimos os experimentos
apresentados nas Figuras 12 e 13, mas infundindo NA e TIM na amigdal basolateral
6 h apds uma sessao de reativacao. A figura 14 mostra que tantos os animais que
receberam infusao de NA, quanto os que receberam TIM 6 horas ap0s a reativagao,
tiveram o mesmo desempenho dos animais tratados com VEH, independente da
intensidade do estimulo administrado. Sendo assim, estes resultados demonstram
gue o processo reconsolidatorio, assim como a consolidacao, apresenta uma janela
de tempo dentro da qual a sintese protéica e a atividade de receptores [3-

adrenérgicos é requerida para que a memaria persista.
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Figura 14. A infusdao de NA ou de TIM 6 h apos a sessdao de reativacdo nao tem efeito sobre a
reconsolidacao da memoria na tarefa de Esquiva Inibitdria. Ratos Wistar machos com canulas posicionadas
estereotaxicamente na regido basolateral da amigdala foram treinados na tarefa de Esquiva Inibitéria. Para tanto,
no Dia 1 (Treino; Tr) os ratos foram expostos a choque de diferentes intensidades (A — 0.2 mA; B—-0.4 mA; C —
0.6 mA e D — 0.8 mA); 24 horas apds o treino passaram por uma sessao de reativagéo (R) (40 seg) e 6 horas
apds esta sessao foram submetidos a infuséo bilateral de NA ( 2 pg/0.5 pl/lado), TIM (2 pug/0.5 pl/lado), ou VEH
(salina 0,9%). Os animais foram testados 24 horas (T1) ou 7 dias (T2) ap6s a sessao de reativacdo. A) animais
que receberam choque de 0,2 mA no dia do treino; B) animais que receberam choque de 0,4 mA no treino; C)
animais que receberam choque de 0,6 mA no treino e; D) animais que receberam choque de 0,8 mA no treino.
Os dados estdo expressos como (média + erro padrdo) e sdo representados como laténcia de descida da
plataforma em segundos. *p<0,05 em teste t de Student. (n=9-10 por grupo).

A administracao de ANI, EME, NA ou TIM 24 horas apds o treino, na
auséncia da reativacao nao tem efeito sobre a memdria na tarefa de Esquiva
Inibitoria.

Como se pode observar na Figura 15, por si s6, a infusao intra-amigdala de
ANI, EME, NA ou TIM nao produz qualquer alteracdo na retencdo do traco
mnemdnico independentemente periodo transcorrido entre esta e o teste, teste 1 ou
teste 2. Os farmacos ANI, EME, NA ou TIM quando infundidos na amigdala



33

basolateral na auséncia de um estimulo comportamental relevante, isto é, a
reativacdo, nao afetam a persisténcia da meméria em questado, tanto em um teste
realizado 24 horas (T1) quanto em um teste realizado 7 dias (T2) apds a infusdo dos
farmacos.

Os resultados deste conjunto de experimentos demonstram que, quando
infundidos na amigdala basolateral na auséncia de reativagdo (estimulo
comportamental relevante), os farmacos ndo afetam a retencdo da memoria
avaliada, demonstrando mais uma vez que o efeito observado destes compostos se

deve a interferéncia no processo reconsolidatério e ndo sobre outro parametro néao

avaliado.
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Figura 15. A administragdao de ANI, EME, NA ou TIM 24 horas apoés o treino, na auséncia da reativacao
nao tem efeito sobre a meméria na tarefa de Esquiva Inibitéria. Ratos Wistar machos com céanulas
posicionadas estereotaxicamente na regido basolateral da amigdala foram treinados na tarefa de Esquiva
Inibitéria. Para tanto, no Dia 1 (Treino; Tr) os ratos foram expostos a choque de diferentes intensidades (A — 0.2
mA; B — 0.4 mA; C — 0.6 mA e D — 0.8 mA); 24 horas apds foram submetidos a infusédo bilateral de ANI (160
pg/0.5 pl/lado); EME (100 pg/0.5 pl/lado); NA (2 pug/0.5 pl/lado); TIM (2 pg/0.5 pl/lado), ou VEH (salina 0,9%). Os
animais foram testados 24 horas (T1) ou 7 dias (T2) ap6s infusdo. A) animais que receberam choque de 0,2 mA
no dia do treino; B) animais que receberam choque de 0,4 mA no treino; C) animais que receberam choque de
0,6 mA no treino e; D) animais que receberam choque de 0,8 mA no treino. Os dados estdo expressos como
(média * erro padrédo) e sédo representados como laténcia de descida da plataforma em segundos. *p<0,05 em
teste tde Student. (n=9-10 por grupo).
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A infusdao de ANI, EME, NA ou TIM no nucleo basolateral da amigdala
nao exercem efeito sobre as atividades locomotora e exploratéria ou o estado
de ansiedade.

Para averiguar se a infusao intra-amigdala de ANI, EME, NA ou TIM exerceria
alguma acéo tardia no estado de ansiedade ou na atividade exploratéria dos animais
que pudesse mascarar a evocacao da memoria da El e para analisar se o efeito
observado apdés administracao destes farmacos devia-se a acao sobre o processo
de reconsolidacao da memdéria, animais foram submetidos a infusdo bilateral intra-
amigdala dos farmacos acima citados nas doses utilizadas no desenvolvimento
deste trabalho e 24 horas apds as infusdes os mesmos foram expostos ao Labirinto
em Cruz Elevado e ao Campo Aberto.

Observando-se a tabela 1 podemos verificar que nenhuma das drogas
testadas causou alteragdes no numero total de entradas, no numero de entradas nos
bragos abertos ou na porcentagem de tempo de permanéncia nos bracos abertos
durante sessdo de 5 min no Labirinto em Cruz Elevado, parametros que indicam o
estado de ansiedade de um animal. Da mesma forma, estes compostos também néo
afetaram o numero total de cruzamentos e de elevagcdes em uma sessdo de
exploracéo livre com duracdo de 5 min no Campo Aberto, parametros que indicam
capacidade exploratéria destes animais (Tabela 1).

VEH ANI EME NA TIM

Entradas Bracos 6,42 + 0.65 4,83 + 1,06 5,58 + 0,74 7,17 £1,03 5,54 £ 0,98
Abertos

% Tempo Bracos 50,92+ 4,39 40,64+ 6,97 51,30+ 4,18 53,28+ 3,65 48.08 + 4,83
Abertos

Cruzamentos 85,17 +7,73 76,17 £ 7,53 73,25 £ 9,46 80,75 £ 5,69 67,50 £ 5,21
Elevacoes 25,75+3,06 26,08+2.44 21,33 +2,91 25,83 £ 2,00 18,33 +2,12

Tabela 1. Infusdao de ANI, EME, NA ou TIM no nucleo basolateral da amigdala nao exercem efeito sobre as
atividades locomotora e exploratéria ou o estado de ansiedade. Veh (salina 0,9%), Anisomicina (ANI; 160
pg/lado), Emetina (EME; 100 pg/lado), Noradrenalina (NA; 2 pg/lado) ou Timolol (TIM; 2 pg/lado) foram
infundidos no nlcleo basolateral da amigdala 24 h antes de uma sessdo de Campo Aberto ou Labirinto em Cruz
Elevado. Dados sdo expressos como média (+ erro padrdo) do numero de entradas nos bragos abertos e
porcentagem de tempo nos bragos abertos (Labirinto em Cruz; n=11 por grupo) e namero total de cruzamentos e
elevagdes (Campo Aberto; n=11 por grupo). VEH = veiculo. Um grupo distinto de animais foi utilizado para cada
paradigma comportamental.
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5. DISCUSSAO

A hipétese da reconsolidacdo sugere que, quando evocada, a memdria
retorna a um estado vulneravel, durante o qual esta novamente susceptivel a
interrupcbes e, para persistir, precisa passar por uma nova estabilizacdo ou
consolidacao (Sara, 2000; Nader e col., 2000). Este processo permitiria, entdo, que
interferéncias durante a reativacao fortalecessem ou bloqueassem uma memoria.
Desde 1960 até hoje, muito tem se especulado a cerca da existéncia da
reconsolidacao em diferentes modelos de aprendizado com a utilizacdo de agentes
amnésicos distintos. (Debiec e col., 2002; Lee e col., 2004; Merlo e col., 2005). Com
base nisso, nés buscamos investigar se a reativacdo da memoria de esquiva
inibitéria apo6s treinos com distintas intensidades desencadeia o processo de
reconsolidagao do trago.

Os resultados aqui apresentados mostram que a inibicdo da sintese de
proteinas no nucleo basolateral da amigdala independentemente do farmaco
utilizado, anisomicina — ANI, um inibidor de sintese protéica amplamente utilizado no
meio cientifico, ou emetina - EME, outro inibidor que age por distintos mecanismos,
bloqueia a reconsolidacdo da memodria de maneira dependente da intensidade da
estimulacédo. Animais que receberam choques de média e alta intensidade durante o
treino, apresentaram déficit na memdria quando tratados com ANI| ou EME
imediatamente ap6s a sessdo de reativacdo. Estes resultados foram observados
tanto no teste 24 horas quanto no teste 7 dias apds a reativacdo do traco em
questdo, demonstrando, assim, que no momento da evocacdo a memobria €
labilizada e necessita de sintese de novas proteinas para ser reconsolidada, ou seja
para se manter disponivel e acessivel. Além disso, os resultados obtidos no teste de
7 dias nos mostram que o prejuizo na meméria causado pela infusdo desses
farmacos no nucleo basolateral da amigdala € duradouro, sugerindo que este efeito
ndao se deve a uma possivel interferéncia na evocacdo, mas sim a um bloqueio
permanente sobre a memoéria reativada. Estes resultados estdo em concordancia
com estudos anteriores que verificam que 0 prejuizo na memoria causado pela
anisomicina se mantém 45 dias apds a reativagao (Debiec e col, 2002).

O fato de que o bloqueio da reconsolidacdo somente tenha sido observado
com a administracao de estimulos fortes (choques de 0,4, 0,6 e 0,8 mA) sugere que

apenas memdérias emocionalmente relevantes ou de alguma forma Uteis para o
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individuo sejam reconsolidadas. Esta hip6tese parece interessante, ja que o
armazenamento de memorias com forte carga emocional é facilitado por uma série
de alteracoes fisioldégicas, como a secrecao periférica de hormébnios que, em ultima
instancia, ativam vias neuromodulatérias em regides cerebrais distintas (Liang e col.,
1986). Em concordancia, estudos de Ferry e col. (1999a) demonstraram que a
liberagédo de neuromoduladores, como a noradrenalina, dentro da amigdala, € maior
com choques de alta intensidade, se comparado a choques de baixa intensidade.
Este aumento nos niveis de NA, entdo, ativariam a transmissao glutamatérgica,
essencial para a formacgédo de novas proteinas e para o armazenamento da meméria
(Roozendaal e col., 2008).

Um outro ponto interessante dos nossos resultados refere-se a desigualdade
de efeito da ANl e EME nas diferentes intensidades de estimulo utilizadas. A ANI
bloqueou a reconsolidacdo em animais que receberam choques de 0,6 e 0,8 mA,
enquanto que a EME teve o mesmo efeito nos choques de 0,4 e 0,6 mA. Embora os
dois compostos sejam igualmente eficientes na inibicdo da sintese de proteinas, eles
atuam por mecanismos distintos. A anisomicina é um antibiético produzido pela
Streptomyces griseolus que inibe reversivelmente o processo de traducao ao se ligar
na subunidade 60S dos ribossomos e impedir a ligagcdo entre os peptideos. Ja a
emetina é produzida pela Streptomyces alboniger e bloqueia irreversivelmente a
traducao por inibir o movimento dos ribossomos sobre 0 RNA mensageiro. Além
disso, estes dois compostos apresentam efeitos secundarios distintos, tais como a
diminuicdo nos niveis das catecolaminas, exercida pela ANI (Flexner e Goodman,
1975), que podem contribuir para seus efeitos amnésicos distintos (Rudy e col.,
2006).

Ainda, a administracdo de inibidores da sintese protéica 6 horas ap6s a
reativacdo nao teve efeito sobre a memdria na tarefa de esquiva inibitdria,
experimentos realizados por Nader e col. (2000b) confirmam estes resultados,
indicando que a reconsolidacao parece ser sensivel ao bloqueio por um a janela de
tempo restrita de menos de 6 horas. Alberini (2008) encontrou que a infusdo de
inibidores da sintese protéica uma hora apds o treino bloqueia a sintese de novas
proteinas em 70%, enquanto que a administracdo dos mesmos 6 horas apés,
bloqueia apenas em 20%. Pegos juntos, os resultados sugerem que assim como a
consolidacao, o processo reconsolidatério também apresenta uma janela de tempo
dentro da qual a sintese protéica é requerida para que a memaria persista.
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Mais ainda, nem a ANl e EME tem qualquer efeito amnésico sobre a
permanéncia do traco quando infundidas na auséncia de um estimulo
comportamental relevante, no nosso caso a reativagdo de uma memoria de medo,
indicando realmente que o efeito dos farmacos utilizados é sobre a reconsolidagéo e
nao sobre outro paradmetro ndo avaliado que poderia interferir no comportamento
analisado.

Muitos pesquisadores esforcam-se na busca de mecanismos que possam ser
regulados durante a formacdo de memaorias emocionalmente exacerbadas. Estudos
consistentes tém focado no sistema noradrenérgico como um possivel candidato
para a modulacdo dessas memorias indesejaveis. Sabe-se que a excitacao
emocional leva a liberacdo de NA dentro da amigdala, o que fortalece o
armazenamento da informacao em diversos paradigmas de aprendizado e memoria
(Hatfield e McGaugh, 1999; McGaugh e col., 2002). Sendo assim, como pode ser
observado em varios estudos, o efeito da emocdo na memdria depende da
integridade funcional da amigdala e da neurotransmissdo noradrenérgica dentro
dela, que ocorre de minutos a poucas horas ap6s o aprendizado (Ferry e col.,
1999b). Se as memdérias sdo fortalecidas pela modulacdo noradrenérgica na
amigdala, entdo interferéncias neste processo podem resultar em diminuicdo ou
facilitacdo da retencdo do traco, que ocasionam em disturbios no processo de
reconsolidacao.

Em nossos resultados observamos que a administracao de NA intra-nucleo
basolateral da amigdala, imediatamente apds a reativacdo facilita, de forma
duradoura, a retengdo da memoéria em animais que receberam estimulos de média
intensidade (choques de 0,4 e 0,6 mA). Experimentos em roedores, utilizando
técnicas de microdialise, demonstraram que a simples administragdo de um choque
elétrico, equivalente ao utilizado durante o treino na tarefa de El, induz a liberagao
de NA na amigdala. Ainda, este aumento é diretamente proporcional a intensidade
do choque, alcangando niveis 97% maiores de liberacdo, se comparados ao nivel
basal, quando um choque de alta intensidade é aplicado (Quirarte e col., 1998).
Estes estudos poderiam explicar a auséncia de efeito da NA nos animais que
receberam choque de alta intensidade em nossos experimentos. Pois aplicacéo
externa de NA nao poderia aumentar o que ja estaria muito aumentado (a alta
liberacdo de NA induzida pelo treino).
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O envolvimento de receptores adrenérgicos no processo de consolidacao foi
primeiramente sugerido por estudos que demonstraram que a infusdo de
antagonistas do subtipo B destes receptores, na amigdala, apds o treino na esquiva
inibitéria - El causa déficit na memoéria e que a administracdo concomitante de NA
reverte esse efeito (Gallagher e col., 1977). Estudos posteriores focando no
processo de reconsolidacado verificaram que o prejuizo da memoria induzido pelo
bloqueio de receptores B-adrenérgicos € maior quando seus antagonistas sao
administrados imediatamente apds a reativagdo, do que quando infundidos
imediatamente apdés a aquisicdo (Nader e col, 2000a). Neste trabalho,
demonstramos que a infusdo intra-nacleo basolateral da amigdala de timolol, um
antagonista nao-seletivo dos receptores B-adrenérgicos, imediatamente, mas nao 6
horas apds a sessao de reativacao, prejudica a retencdo da memoria da tarefa de
El, em animais que receberam choques de média e alta intensidades. Baseado
nestes resultados e considerando-se a literatura apresentada, podemos sugerir que
o sistema noradrenérgico facilita a reconsolidacao da memoria aversiva através da
ativacao de receptores B-adrenérgicos no nucleo basolateral da amigdala.

Sendo assim, podemos concluir que a evocagdo da memdria inicia um
processo de reestabilizacdo, o qual requer sintese de novas proteinas e ativacdo da

via noradrenérgica para persistir.
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6. CONCLUSOES

Através da analise dos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir
que a reativacdo da memoria da esquiva inibtéria desencadeia um processo de
reconsolidacdo que depende da sintese de novas proteinas e da ativagdao de vias
neuromodulatérias, como a via noradrenérgica, no nucleo basolateral da amigdala.

Esta conclusao baseia-se nas seguintes observacoes:

- A infusdo de inibidores da sintese protréica, anisomicina - ANI e emetina -
EME, na regido basolateral da amigdala imediatamente, mas nao 6 horas apés a
reativacao na tarefa de esquiva inibitéria, bloqueia a reconsolidacdo da memaria de
maneira dependente da intensidade do estimulo.

- O prejuizo na memoéria causado pela infusdo de ANI e EME imediatamente
apos a reativagao, no nucleo basolateral da amigdala, nao é temporario, mantendo-
se 7 dias apos a reativagao, na tarefa de esquiva inibitéria.

- A infusdo de noradrenalina no nucleo basolateral da amigdala,
imediatamente, mas ndo 6 horas ap6s a reativacao na tarefa de esquiva inibitéria,
facilita a reconsolidagdo da memdria de maneira dependente da intensidade do
estimulo.

- A infusdo de timolol, um antagonista dos receptores B-adrenérgicos nao-
seletivo, no nucleo basolateral da amigdala, imediatamente, mas ndo 6 horas apés a
reativacao na tarefa de esquiva inibitéria, bloqueia a reconsolidacdo da meméria de
maneira dependente da intensidade do estimulo.

- Tanto a modulacdo positiva induzida pela noradrenalina - NA quanto a
negativa induzida por timolol - Tim dos receptores B-adrenéricos ndo é temporaria,
mantendo-se 7 dias apds a reativacao, na tarefa de esquiva inibitéria.

- A infusdo de anisomicina, emetina, noradrenalina ou timolol no nucleo
basolateral da amigdala, 24 horas apdés a sessao de treino, na auséncia de

reativagédo, ndo tem efeito sobre a memoria, na tarefa de esquiva inibitéria.
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