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Resumo

Introducdo: A memdria é aquisicdo, consolidacdo e evocacao de informacdes.
Envolve sempre um componente emocional, que se acrescenta as informacgdes de
indole cognitiva. Quando a meméria é consequiéncia de uma situacao estressante
e traumatica, envolve emocodes dessa indole e se estabelece através da amidala e
do hipocampo, sendo mais resistentes a extingao e ao esquecimento. A ansiedade
e o estresse influenciam a fase inicial da consolidacao da meméria, através de
varias vias modulatérias, cujo efeito se incorpora ao restante do conteudo de cada
memoéria. No caso de estresse particularmente intenso, ha tendéncia a evocacao
reiterada da memdria traumatica, provocando uma esquiva persistente a qualquer
estimulo que seja associado a mesma.

O TOP é um medicamento eficaz na epilepsia, que tem entre seus efeitos colate-
rais, que sdo concentracao dependente, a diminuicdo da memdria de trabalho e
da fluéncia verbal, provocando confusao e torpor.

Materiais, métodos e hipéteses avaliadas: Foi avaliada a acdo do TOP
(10mg/kg) na consolidagéao e extingdo da memoria de longa duracdo em 84 ratos
Wistar, divididos em 6 grupos caso € um grupo controle. A agédo do TOP sobre a
consolidacao foi avaliada por sua administracao imediatamente apés, ou 3 horas
apoés o treino. Na avaliagao da extincao, o TOP foi administrado por 14 dias antes,
ou 5 dias durante a extingcdo. Em todos os experimentos os animais iniciaram os
testes 15 dias apds o treino.

O treino consistiu em medir o tempo de laténcia para descer da plataforma no pa-
radigma de esquiva inibitéria, momento em que receberam um choque de 1 mA
por 2 segundos. A acao do TOP sobre a consolidacao e extingao foi avaliada em
testes repetidos, sem o choque, em que se mediu a laténcia de descida da plata-
forma nos tempos T1 a T5 e no teste final T6, 48 horas apéds. Foi realizada tam-




bém uma contra prova para avaliar se havia a¢ao direta do TOP na perda da me-
moéria quando administrado por 5 dias sem passar pelo procedimento de extingao.
Resultados: O TOP administrado pés-treino interferiu com a consolidacao da
memoéria. O resultado foi mais eficaz quando administrado 3 h apés o treino. O
TOP nao induziu a extincdo da memdria quando administrado antes da extingao
por 14 dias, porém a facilitou quando administrado por 5 dias durante a mesma. O
TOP administrado por uma semana, sem passar pelo procedimento de extincao,
nao provocou a perda da memoria.

Sugestao: O TOP talvez possa ser um medicamento que auxilie pacientes com
estresse pds-trauméatico, assim como aqueles considerados “borderline”, que a-

presentam um comportamento autodestrutivo relacionado a traumas na infancia.
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Abstract

Introduction: Memory is the acquisition, consolidation and evocation of informa-
tion. It always involves an emotional component, which is added to the information
of a cognitive nature. When a memory is the consequence of a particularly stress-
ful and traumatic situation, it involves emotions of that nature and is established
through the amygdala and hippocampus and is more resistant to extinction and to
be forgotten. Anxiety and stress influence the initial phase of the consolidation of
memory through several modulatory paths, the effect of which is incorporated with-
in the rest of the content of each memory. In the case of particularly intense stress,
there is tendency for the evocation of the traumatic memory to be reiterated, caus-
ing persistent avoidance of any stimulus associated with it.

TOP is an efficacious medicine in the treatment of epilepsy, which has among its
side effects, which are concentration dependent, a reduction in working memory
and verbal fluency, leading to confusion and numbness.

Materials, methods and assessed hypotheses: The action of TOP (10mg/kg) in
the consolidation and extinction of long-term memory was assessed in 84 Wistar
rats divided into 6 experimental groups and one control group. The action of TOP
on consolidation was assessed by administering it immediately following, or three
hours after the training. In order to assess extinction, TOP was administered for 14
days before, or 5 days during the extinction. In all the experiments, the animals
initiated tests 15 days after the training.

The training consisted of measuring the latency time taken to descend from the
platform, in an inhibitory avoidance paradigm, when they received a 1 mA shock
for 2 seconds. The action of TOP in consolidation and extinction was assessed in
repeated tests, without shock, in which the latency of the descent from the platform

was measured at the times T1 to T5 and in the final test T6, 48 hours after.
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A counter-test was also carried out in order to assess whether there was a direct
effect of TOP in the loss of memory when administered for 5 days without there
occurring an extinction procedure.

Results: When administered post-training, TOP interfered with the consolidation
of memory. The result was more efficient when it was administered 3 h after train-
ing. TOP failed to induce memory extinction when administered when administered
for 14 days prior to extinction, though it facilitated extinction when administered for
5 days during extinction. When TOP was administered for a week and there was
no extinction procedure, it did not provoke memory loss.

Suggestion: TOP may be of use in the treatment of patients with post-traumatic
stress, as well as those considered borderline that exhibit self-destructive behavior
related to childhood trauma.
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Memoria

Memoria € aquisicdo, formagao, conservagao e evocacao de informagdes.
Os estudos neurobiol6gicos sobre a memoria tém origem no inicio do século XX,
quando Ramén y Cajal postulou como base da mesma, a modificagdo das sinap-
ses pelo uso, e Pavlov (Pavlov,1926) descrevia os reflexos condicionados e sua
extingdo (Izquierdo, 2002). A sua aquisicao é também denominada de aprendiza-
gem. A memoéria € medida pela sua evocacdo, denominada também de recorda-
cao ou recuperacao; so lembramos o que foi registrado e aprendido. Existe um
processo de traducao entre a realidade das experiéncias e a formacao da memo-
ria correspondente, assim como outro processo também de traducao entre esta e
sua evocagao (lzquierdo e cols.,1998; Izquierdo, 2002).

A consolidacdo da memoria é um processo que demora de 3 a 6 horas
quando a memoria adquirida passa da forma labil para estavel, presumivelmente
por remodelacdes sinapticas (Izquierdo e Medina, 1997; lzquierdo e cols., 2006).

Na regiao CA1 do hipocampo, os estudos que determinaram a seqiéncia
de mecanismos bioquimicos moleculares para a potenciacdo de longo tempo
(LTP) séo considerados como a base de demonstragdo da consolidagédo da me-
moéria nesta regido (lzquierdo e cols., 2006; Vianna e cols., 2000). Existem dife-
rengas no mecanismo da LTP de acordo com a regido em que se estabelece. As
duas tarefas em que a LTP em CA1 foi inequivocamente determinada como base

da memoria, é justamente a esquiva inibitéria (Izquierdo e cols., 2006; Whitlock e
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cols., 2006) e o piscar condicionado (Gruart e cols., 2006), que sao duas tarefas
aversivas. A primeira corresponde ao ato habitual de refrear um comportamento
para evitar uma conseqiéncia ruim (nao atravessar a rua sem olhar) e a segunda
€ 0 motivo de porque piscamos quando enfrentamos um possivel obstaculo ou um
sopro de vento perto dos olhos.

A consolidagao das tarefas aversivas mencionadas acima, e talvez de ou-
tras, requer também a participacdo paralela do nucleo basolateral da amidala
(BLA) (Cammarota e cols., 2008). Isto seguramente é a base da incorporagédo da
informagdo emocional as memorias, mencionada mais adiante (lzquierdo, 1984,
2002). A prova dessa incorporacao é o fato bem conhecido de que o aspecto
cognitivo das memérias é mais bem lembrado quando estamos novamente numa
situacdo emocional e portanto, neurohumoral (lzquierdo, 1984), semelhante ou
vinculada aquela na qual foi gravada essa memoria. Assim, recordamos melhor
como fugir ou lutar quando nos encontramos numa situacdo de medo do que em
uma situacao de fome, por exemplo (lzquierdo, 1984, 2002).

As memérias sao classificadas de acordo com sua duracao (curta, longa)
ou de acordo com seu conteudo (declarativa ou procedural) (Izquierdo, 2002).

No que se refere ao tempo de duracao, a memoria de trabalho é a de me-
nor tempo, pois dura de segundos até 3 minutos. Na sua formacgao participa a
atividade elétrica dos neurbnios do cértex pré-frontal, que ira interagir com o cor-
tex entorrinal, parietal superior, cingulado anterior e com o hipocampo (lzquierdo e

cols., 1998, 2002; Lee e Kesner, 2003).
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Este tipo de memodria ira verificar a informagao chegada até nés e buscar,
através do cortex entorrinal, a sua associagao com outros eventos ja armazena-
dos. Através dessa interacao, pode-se determinar se uma dada informagao é nova
e convém guarda-la, ou se ja existe e deve ou pode ser evocada (Izquierdo, 1984;
lzquierdo e cols., 2006).

Posteriormente a memodria de trabalho, entra em operacdo a memdéria de
curta duragdo. Entende-se por essa denominagdo um processo que leva 3 a 6 h,
com a participagcdo de mecanismos bioquimicos especificos no hipocampo e no
cértex entorrinal (lzquierdo e cols., 1998, 1999). A memdria de curta duragéo é
processada em forma paralela a consolidagcdo da memoria de longa duragéao e
pode ser suprimida por numerosas drogas administradas nas estruturas mencio-
nadas (lzquierdo e cols., 1998, 1999, 2006), sem afetar a meméria de longa dura-
cao. A memodria de curta duracédo tem o papel de conservar as informacdes en-
quanto seu armazenamento definitivo ndo foi feito; € a que se utiliza para manter
didlogos ou outras interacdes com o meio ou, em geral, para operar na realidade
enquanto os dados definitivos da mesma ainda nao foram guardados, se € que
eventualmente o serdo (Izquierdo e cols., 1998).

A administracao de drogas pré-treino pode afetar a consolidacao de longa
duragdo, mas também a memodria imediata ou a de curta duragao (lzquierdo,
2000; lzquierdo e cols., 2006, 2007). Por isso, para se estudar os efeitos de dro-
gas ou outras variaveis, especificamente sobre a consolidacao, prefere-se a utili-

zacgao de tratamentos ap0s o treino (apo6s a aquisicao) (McGaugh, 2000, 2004).
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As memorias de procedimentos sdo memorias de capacidades ou habilida-
des motoras ou sensoriais. Este tipo de memaria €, em geral, implicita, pois é ad-
quirida de uma forma quase automatica e depende das vias perceptivas e refle-
xas, assim como do nucleo caudato e do cerebelo. Como ndo percebemos como
as adquirimos, tornam-se habitos (lzquierdo 1998, 2002). De fato, a palavra “habi-
to” pode ser usada como sinbnimo de memaria de procedimentos ou procedural.

As memoérias declarativas, explicitas e de longa duragéo, levam tempo para
serem consolidadas e dependem do sistema do lobo temporal. Este é o tipo de
memoria que esta mais conhecida na sua bioquimica e anatomia.

As principais estruturas nervosas responsaveis por este tipo de meméria
sdo o hipocampo, o nucleo basolateral da amidala (BLA)(Cammarota e cols.,
2008) e o cortex entorrinal que atuam associados entre si, e se comunicam com
outras areas como o cortex cingulado e o cértex parietal. As principais zonas mo-
duladoras deste tipo de meméria sdo o nucleo BLA, que se localiza no lobo tem-
poral e recebe influéncia dos corticbides e da adrenalina, liberados na glandula
supra-renal pelo estresse e emogao em excesso, das regides cerebrais vinculadas
com a andlise de, e as respostas ao, estado de animo, alerta, ansiedade e emo-
¢des que liberam dopamina, noradrenalina, serotonina e aceticolina (Izquierdo e
cols., 1997, 1999; Graeff, 2003).

O hipocampo registra eventos, conhecimentos, pessoas, conceitos, idéias,
etc. Para que estas informacdes possam ser convertidas em memoria pelo hipo-
campo, devem passar pela subarea CA1, ap6s escalas no cértex entorrinal, giro

denteado e subarea CA3. A subarea CA1 projeta, por sua vez, para o subiculo, e
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este para o cértex entorrinal. Este cértex recebe fibras de, e emite fibras para,
todas as demais regides do cortex. Diversos estudos correlacionaram lesdées no
hipocampo ou de suas conexdes extrinsecas, com o prejuizo em tarefas de me-
méria espacial (Izquierdo e Medina, 1997; Muir, 2001). O hipocampo pode arma-
zenar a memoria de longo prazo durante horas ou dias, transferindo-a gradativa-
mente para regides especificas do cértex cerebral. Suas conexdes via cortex en-
torrinal possibilitam a comparacao entre as condigdes de uma experiéncia atual
com outras similares mais antigas, permitindo assim que se escolha a recordagéao
ou o comportamento a seguir. Com dano parcial no hipocampo, sado produzidos
varios graus de amnésia e, quando totalmente destruido, nada mais é gravado e
pouco pode ser recordado (Bevilagqua e cols.,1997; Izquierdo e Medina,1997; |z-
quierdo e cols.,1997,1998).

O nucleo da regiao BLA processa muitas memérias, particularmente as de
indole emotiva e/ou aversiva, paralelamente ao hipocampo (Phelps e cols., 2004;
lzquierdo e cols., 2006; Cammarota e cols., 2008). Depois de muitas duvidas a-
cerca de se o nucleo BLA tem um papel s6 modulatério (McGaugh, 2004) ou cog-
nitivo-emocional (Phelps e cols., 2004), as evidéncias pendem para este ultimo
(Cammarota e cols., 2008).

O cértex perirrinal, localizado em area vizinha ao entorrinal, parece também
ter um papel importante na memoria espacial assim como em outros tipos de me-
méria (lzquierdo e cols., 1998, 2006). Ele se conecta diretamente ao hipocampo

ou via cértex entorrinal. Suas interagdes funcionais parecem ser fundamentais
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para o processo mnemonico que conta com a integracao da informacéao espacial

com o objeto (Muir e Bilkey, 2001).
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Consolidacao da meméoria

Apés a aquisicdo da memoéria, momento em que sdo realizados registros
das informag¢des em arquivos, a consolidagdo é o mecanismo que vai processar 0
armazenamento da informagéo através do tempo (lzquierdo e cols.,1999; Izquier-
do, 2002).

A esquiva inibitoria é o paradigma que melhor propicia a avaliagdo dos me-
canismos moleculares que sao responsaveis pela consolidacdo da memdria e, o
glutamato, é o principal neurotransmissor exitatério do sistema nervoso que parti-
cipa da consolidacdo da memoria de longa duragao (lzquierdo e Medina, 1997;
Izquierdo e cols., 2006).

No mecanismo de consolidacao da memoria é necessario a ativacao de
receptores do glutamato na regido CA1 do hipocampo, na regidao basolateral da
amidala, no cortex medial e no cortex entorrinal (Izquierdo e cols., 2006; Izquierdo
e Medina, 1997), seguido por uma seqiéncia de eventos moleculares, os quais,
no hipocampo, apresentam dois picos de ativacao, seguidos de varias rotas de
sinalizagao e fatores de transcricdo, com expressao de genes e sintese de prote-
inas (Izquierdo e Medina,1997; Bernabeu e cols., 1997; Izquierdo e cols., 2006;
Klann e Sweatt, 2008; Alberini, 2008).

No hipocampo, os eventos bioquimicos apds a primeira exposi¢do a um es-
timulo, demonstrado no modelo do paradigma de esquiva inibitéria, sdo a ativagao

de dois tipos de receptores glutamatérgicos (GIluRs), os receptores ionotrdpicos
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(iGluRs) )(Tabela 1) e os receptores metabotrépicos (mGluRs). Existem trés tipos
de receptores ionotropicos: aqueles em que a acao do glutamato pode ser mimeti-
zada pelo N-metiL D-aspartato (NMDA), aqueles em que pode sé-lo pelo 3-amino-
5-hidroxi-4-metil-isoxalpropionato (AMPA), e aqueles em que o melhor mimético é
o Cainato (KA) (lzquierdo e cols.,1997; 2006; Bevilaqua e cols., 2005a; Alberini,
2008; Hall e Goosh, 2008). Até hoje, poucos estudos separaram os receptores

AMPA e KA devido apresentarem muitas caracteristicas farmacoldgicas em co-

mum.
Receptor Caracteristicas
AMPA Canal selectivo para Na*e K*e Ca*.
NMDA Canal selectivo para Ca*® Na* e K*. Em repouso bloqueado
pelo Mg*2. Glicina necessaria para a sua ativagao pelo Glu
Cainato Canal selectivo para Na* e K™

Tabela 1- Receptores glutamatérgicos ionotrépicos e suas caracteristicas principais

O glutamato liberado pelo terminal pré-sinaptico, se liga a receptores AMPA
e NMDA. A despolarizagéo inicial provocada pelo receptor AMPA, reverte o blo-
queio exercido em repouso pelo fon Magnésio (Mg*?) no receptor NMDA, possibili-
tando a sua ativagéo pelo glutamato. Esta ativacdo resultara na entrada de Ca* e

Na* pelo receptor NMDA (Izquierdo e Medina,1997; Izquierdo, 2002).
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Gilu Glu
ca?* - ca® e
. Mg?* Mg** /

cat
Resting membrang
potential During depolarization

Figura 1- Papel dos receptores AMPA na LTP. Demonstra¢do do gatilho inicial realiza-
do pelos receptores AMPA responsavel pela inducédo da LTP através do desbloqueio do
Mg*? nos receptores NMDA (Malenka e Nicoll, 1999).

Nos primeiros minutos, o aumento do Ca*? citoplasmatico resultara na ati-
vacao da cascata de uma proteina quinase dependente de calcio e da calmodulina
(CAMKII) que ird mediar a fosforilagao dos receptores AMPA aumentando a sua
sensibilidade e condutancia, com um aumento na ligacdo de AMPA na regiao
CA1, possibilitando a manutencao da LTP ou de memdrias (Cammarota e cols.,
1996, 2000, 2002). A atividade do receptor AMPA permanece elevada por horas,
em CA1, apos um treino de esquiva inibitéria (Cammarota e cols., 1996,1998). A
CAMKII media a fosforilagdo de uma grande quantidade de proteinas na plastici-

dade sinaptica, incluindo os receptores ionotépicos glutamatérgicos e o fator de
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transcricao constitutivo CREB (em inglés, cAMP [AMPc]-response-element-binding
protein) entre outros, agindo em sitios diferentes aos da proteina quinase A
(PKA)(Cammarota e cols., 1998, 2000; Izquierdo e Medina,1997; Soderling, 2000;
lzquierdo e cols., 2006, 2008). A acgédo da proteina quinase A € dependente da
sua ligacado com o adenosilmonofosfato ciclico (AMPc), sendo mediadora da fosfo-
rilacdo de CREB cuja ativagéo é crucial para a manutencéo da LTP e da meméria
de longa duracgéo (Bernabeu e cols., 1997; Izquierdo e Medina, 1997).

O aumento do calcio intracelular ira ativar também, o aumento de varias
isoformas da proteina quinase dependente de célcio (PKC)( Bonini e cols., 2005) e
coincide com a fosforilagdo do substrato pré-sindptico associado a proteina 43
(P43) que esta envolvida na mobilizacao do glutamato das vesiculas sinapticas da
membrana pré-sinaptica, fundamental para a formacao da meméria e para a gera-
¢ao de LTP (lzquierdo e Medina,1997; lzquierdo e cols., 2006).

Um evento importante que ocorre na consolidacdo da memdria é a ativacao
de uma via de transducao de sinal, conhecida como a via da proteina quinase ati-
vada por mitégeno (MAPK) (Cammarota e cols., 2000). Existem trés diferentes
familias das MAPKSs, as quinases reguladas por sinal extracelular (ERKSs), as qui-
nases ¢ - jun com terminal amino (JNKs) e as MAPKp38. Elas sdo importantes
proteinas sinalizadoras ativadas pelos neurotransmissores e por varios fatores de
crescimento (Cammarota e cols., 2008).

A ERK ¢é utilizada em todas as regides cerebrais em que a plasticidade si-
naptica ocorre e a sua ativacao é requerida para a formacao de novas memorias.

Se um inibidor da ERK for administrado, por exemplo, no nucleo BLA ou no hipo-
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campo, havera um bloqueio na formagao das memorias relacionadas a estas es-
truturas (Cammarota e cols., 2000, 2005b, 2008; Igaz e cols., 2006).

A inibicao hipocampal da JNK provoca um aumento na memdria de curta
duragéao e um bloqueio na de longa duracao (Bevilaqua e cols., 2007).

Em relagcdo a MAPKp38, sabe-se que a indugao da LTP pelo fator neuroto-
fico BNDF leva a ativacdo da MAPKp38 e que um aumento da resposta mediada
pelo receptor AMPA é acompanhado por uma inativacdo desta quinase (Camma-
rota e cols., 2007b).

Os receptores metabotropicos tém a sua agdo mediada pela proteina G e
como consequéncia inibem a adenilato ciclase. Os receptores metabotrépicos ati-
vam certas enzimas que desativam os canais de calcio ativados por voltagem no
neurdnio, que com isso sao desativados. Como consequiéncia, a liberacao de neu-
rotransmissores glutamatérgicos é interrompida e ocorre uma diminui¢ao na exci-
tabilidade neuronal. Sendo assim, os receptores metabotrdpicos realizam o oposto
dos receptores de AMPA e Cainato (lzquierdo e Medina, 1997).

A liberacao e a agao de mensageiros retrogrados na consolidacdo da me-
méria sdo de grande importancia. O éxido nitrico (NO), o mondxido de carbono
(CO) e o guanosil monofosfato (GMPc) juntamente com a proteina quinases G
(PKG), podem induzir a LTP na regiao Cal do hipocampo. Evidéncias indicam que
a cascata GMPc/PKG é importante cedo e por muito tempo na plasticidade da
memoria (lzquierdo e Medina, 1997). Quando liberados pela célula pés-sinaptica,
aumentam a liberacao pré-sinaptica de glutamato. Eles sao importantes mensa-

geiros intercelulares no sistema nervoso central e, por isso, sdo considerados
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possiveis mensageiros retroativos na LTP (lzquierdo e Medina, 1997; Izquierdo e
cols.,1999).

Em torno de 12 horas apds a aquisicdo da memodria, o fator neurotrofico
BNDF é fundamental na regido CA1 do hipocampo para a persisténcia das memo-
rias consolidadas poucas horas antes nesse lugar. Mesmo com a inje¢ao de inibi-
dores da sintese protéica em CA1, a liberacdo enddgena e local de BDNF ou sua
administracdo exégena em CA1, permite que essas memdérias persistam por va-
rias semanas; sem BDNF a persisténcia é de no maximo 2 dias (Bekinschtein e
cols., 2007, 2008).

A maior parte dos componentes da memoria de trabalho desaparecem em
segundos, os da memoria de curto prazo ndo se mantém além de poucas horas, a
nao ser que ao mesmo tempo tenha sido construida a memdéria de longa duracao
(Izquierdo e cols.,1998; Izquierdo, 2002).

A participacao do cértex pré-frontal ventromedial (CPFvm) e do cértex pré-
frontal dorsolateral (CPFdl) na meméria de longa duragao, ocorre através dos re-
ceptores AMPA, GABA e dopaminérgicos D1 nestas regides (lzquierdo e cols.,
2007).

A codificacao, isto &, o procedimento de armazenar uma nova informacao,
envolve a aquisi¢cao e a consolidacao. Na aquisicdo as informacdes sao registra-
das em arquivos sensoriais e estagios de analise sensorial, enquanto que a con-
solidacao cria uma intensa representacao da informagao através do tempo, tendo
como resultado o armazenamento, que ird criar um registro permanente (Gazzani-

ga e cols., 2006).
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Figura 2- Sinapse glutamatérgica. Demonstracdo das principais etapas da sinapse glu-
tamatérgica, com as proteinas e sistemas a ela vinculados (adaptado de Izquierdo, 2002).




Referencial Tedrico 26

(a) 150
100 —
fab]
=
|
s o
i
o
(=]
Sl .
o T T T | I | | |
—1 O 1 2 3 <} 5 6 rd
Time after training (h)
(b) 150 —
— cAMP
100 —
f<b)
(=0 ]
 —
= .
_—
(]
e 50 —
O 1
—1 O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time after training (h)

Figura 3- Eventos moleculares na formacao da memoria de longa duracao.

a) Mudangas que ocorrem nas primeiras horas apés o treino: ativagdo do
GMPc, CaMKIl, 6xido nitrico sintase (NOS), PKC, e ativacao dos recepto-
res AMPA e NMDA.

b) Mudangas observadas apds um longo periodo de atividade do AMPc, PKA,
CREBp, c-fos, fosfodiesterase (PDE) e ativagdo dos receptores dopami-
nérgicos D1-D5 (lzquierdo e cols., 2006).
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Modulacdo da memoria

Devido a memoria ser suscetivel a influéncia de moduladores, isto €, subs-
tancias que podem diminuir ou aumentar a sua performance, foi observado a im-
portancia deste sistema enddgeno de regulagéo (Cahill e Mc Gaugh,1996).

Entre trés e seis horas ap6s a aquisicdo, mecanismos (-adrenérgicos, sero-
tonérgicos (5HT-1,) e dopaminérgicos (D1-5) na regiao CA1, cortex entorinal e
cértex parietal posterior, mas nao na amidala, regulam o armazenamento da me-
méria de longa duracao, através da regulacdo da adenilato ciclase e, portanto,
indiretamente a atividade da proteina quinase dependente de AMPc (PKA) (lzqui-
erdo, 1997; Izquierdo e cols,1999).

O estresse, a ansiedade e o estado de alerta sdo neuromoduladores ndo sé
na aquisi¢cao, mas também na evocagao da memdria. O local de atuagao € o com-
plexo BLA, aonde a adrenalina presente na circulacdo, a noradrenalina e a dopa-
mina liberadas localmente, o0 horménio adrenocorticotrépico (ACTH), a ocitocina, a
vasopressina e os glicocorticoides circulantes, assim como os opidides, principal-
mente a beta endorfina, participam da neuromodulagéo (Cahill e McGaugh, 1996;

lzquierdo, 2002; Cammarota e cols., 2008).
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Memoria traumatica

As memorias traumaticas envolvem emocodes dessa indole, e se estabele-
cem através da amidala, sendo mais resistentes a extingdo e ao esquecimento.

Sintomas de hipervigilancia como resposta de sobressalto exagerada, labi-
lidade afetiva, ansiedade e hiperreatividade do sistema nervoso podem estar pre-
sentes. Estas respostas neuronais podem ser ativadas por estimulos sensoriais
externos ou internos, como estimulos cognitivos, afetivos ou somaticos. Ocorrera
esquiva persistente a estimulos que sejam associados ao trauma.

A intensidade do estressor integrado com a situagcdo emocional em que se
encontrava o estressado influencia o nivel do transtorno. Como ja foi mencionado,
as substancias neuromoduladoras como a adrenalina, influenciam os mecanismos
basicos de processamento da memoria (Cahill e Alkire, 2003; lzquierdo e cols.,
1999, 2006; McGaugh, 2004; Cammarota e cols., 2008). O modelo da esquiva ini-
bitria € o paradigma mais utilizado para o estudo deste tipo de memoria (Izquier-
do, 1984, 2002; McGaugh, 2004; Izquierdo e cols., 2006).

Passadas de 3 a 6 horas apds a aquisicao, os mecanismos -adrenérgicos,
serotonérgicos (5HT-1,) e dopaminérgicos (D1 e D5) regulam o armazenamento
de longa duragédo em CA1, no cértex entorrinal e no parietal posterior (lzquierdo e
cols, 2006) e no nucleo BLA (Paz, e cols., 2006; Cammarota e cols., 2008). A do-

pamina e a noradrenalina (lzquierdo e Medina,1997;lzquierdo e cols, 2006; Van
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Steregen, 2008) facilitam, e a serotonina, através de receptores SHT1A, diminui a
retencdo da memoria (Izquierdo e cols., 2006).

No sistema nervoso central (SNC), o grupo mais importante de neurénios
que sintetizam noradrenalina esta no “locus ceruleus”. As células desta regiao
quando ativadas por estimulos estressantes ou simplesmente alertantes, produ-
zem uma reagado comportamental cardiovascular caracteristica de medo (Graeff,
2003). O “locus ceruleus” inerva o hipocampo, a amidala e o neocortex temporal,
0 que resulta ndo s6 na modulagdo, como na incorporagao desses efeitos a me-
moéria (lzquierdo, 1984, 2002; Cammarota e cols., 2008). De todos os transtornos
de ansiedade, o transtorno do péanico e o estresse pds-traumatico sdo os que a-
presentam maior evidéncia da hiper-expressao do sistema noradrenérgico central

(Roozendaal e cols., 2006).

O eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) hiperativado € também associa-
do a fisiopatologia dos transtornos de humor. Esta importante ativagédo inicia no
hipotdlamo que, por meio da secrecao do fator liberador de corticotrofina (CRH),
estimula a produgao do horménio liberador da adrenocorticotrofina (ACTH) na pi-
tuitaria. Este, por sua vez, induzird a producao de glicocorticéides como o cortisol,
que levara potencialmente a lesédo e atrofia dos neurénios do hipocampo que ex-

pressam altos niveis de receptores de glicocorticéides (Sapolsky, 2003).

Experiéncias trauméaticas sdo mais bem lembradas em situagdes estressan-
tes, confirmando que os fatores hormonais e neurohumorais presentes na conso-
lidacao, estdo novamente presentes no momento da evocacéao (lzquierdo, 1984;

Cammarota e cols., 2008).
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Evocacao da memoria

A evocacao € a unica forma de mensurarmos a memaria. A recuperagao ou
evocagao envolve uma rapida reativacao desta desde seu estado inativo. Tanto no
hipocampo como no neocértex, a fungdo normal dos sistemas de sinalizagdo da
PKA e ERKs, assim como a ativacao dos receptores metabotrépicos, sdo neces-
sarias para a recuperacao da memdria. Inibidores da PKA e ERK bloqueiam a sua
recuperacao (lzquierdo e cols.,1997; Cammarota e cols., 2004a, 2005a).

Os receptores metabotropicos sdo necessarios na recuperacao, pois o blo-
queio destes receptores por antagonistas em geral, assim como a administracao
sistémica de inibidores especificos, impedem a recuperacdao de memorias contex-
tuais do medo. O bloqueio dos receptores AMPA/Cainato no hipocampo e no cér-
tex entorrinal, 10 minutos antes do teste, inibem a evocacao na esquiva inibitéria,
no cértex parietal e cingulado anterior, o receptor NMDA juntamente com os ante-
riormente citados, tém uma participagdo no processo de recuperagcdo da memoria
(Izquierdo e cols.,1997; Cammarota e cols., 2004b).

Os horménios sao de grande importancia, pois os glicocorticéides agem ini-
bindo a recuperacdo da memoria devido sua agdo na amidala, e a adrenalina, a
vasopressina, a beta endorfina e a adrenocorticoptropina (ACTH) que respondem
ao stress, quando em doses baixas e moderadas, aumentam a recuperagao, po-
rém em doses elevadas a impedem (Cammarota e cols., 2005b; Ruiz e cols.,

2007).
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As situacOes traumaticas serdao sempre melhor lembradas em situacdes es-
tressantes. A evocacao da memdria utiliza a informacao armazenada, para criar
uma representacdo consciente ou para executar um comportamento aprendido
como ato motor.

No momento da recuperacgao, o hipocampo atua como um coordenador que
capacita a recuperagao de todos os componentes das diferentes areas do cortex

(Dash e cols., 2004).
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Extincdo da memoria

A extincdo da memdria ndo significa a sua perda. Descoberta por Pavlov,
em 1927, a extingédo representa a desvinculagdo de um estimulo condicionado do
estimulo incondicionado que previamente havia sido associado com a geracao de
uma resposta aprendida (Izquierdo, Bevilagua e Cammarota, 2006; Cammarota, e
cols., 2004a). No processo de extincao, o estimulo passa a se associar com a
auséncia do estimulo incondicionado, mostrando que o estimulo incondicionado
nao mais ocorre (Cammarota e cols., 2004a).

Certas desordens emocionais sao caracterizadas pela resisténcia em per-
der o aprendizado emocional aversivo ou o estimulo ansiogénico, devido, muitas
vezes, a evitacdo da situagcdo com potencial de induzir a extincao, que levaria a
um enfraquecimento da resposta ao fator emocional (Herry e Mons, 2004; Bouton
e cols., 2006).

Uma exemplificacdo deste processo € observada em modelo animal se for
associados 0 som de uma campainha (estimulo condicionado), com um choque
elétrico (estimulo incondicionado), que ira ter como resultado uma resposta (es-
tresse). Quando n&o for mais acionado o choque, e o0 som da campainha continuar
a ser apresentado, esta passa a ndo mais representar que o choque seréa recebido
e sim, que nao mais acontecera quando esta tocar (lzquierdo, Bevilaqua, Camma-
rota, 2006). A esquiva inibitéria, em que um animal aprende a inibir uma determi-

nada resposta (descer de uma plataforma, sair de um compartimento) para evitar
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um estimulo aversivo (McGaugh, 2000) é particularmente facil de extinguir, porque
a realizacao de tal resposta significa o comec¢o de uma extingdo (Vianna e cols.,
2001; Szapiro e cols., 2002; Cammarota e cols., 2004b, 2005).

A memoria de curta duracdo nao € extinta durante o tempo em que a me-
méria de longa duragéo é construida (0,5 a 6h) (Cammarota e cols., 2004a; Medi-
na, Schréder e Izquierdo,1999) e passa a ser extinta mais tarde (Vianna e cols.,
2001).

A extingcdo costuma ser vista como uma gradual inibicdo da evocagédo. As
memorias inibidas ndo estdo perdidas pelo esquecimento, pois reaparecem es-
pontaneamente ou apos a reiteragao isolada do estimulo incondicionado (Vianna e
cols., 2001; Szapiro e cols., 2002; Bouton e cols., 2006).

O fato da extincdo necessitar do receptor NMDA, da PKA, da sintese de
RNAm e da sintese de proteinas (Vianna e cols., 2003) no hipocampo, no nucleo
BLA e no cértex entorrinal; de ERKs e tirosina quinases no hipocampo e da CaM-
KII no hipocampo e cértex entorrinal, indica que se trata de um novo aprendizado
(Vianna e cols., 2001; Myers e Davis, 2002; Cammarota e cols., 2004b).

Foi demonstrado que a anisomicina, que é um inibidor da sintese protéica,
ao ser infundido no cértex insular, provoca o bloqueio da extincdo da aversao a
um sabor determinado (Berman e Dudai, 2001), quando injetada na regido CA1 do
hipocampo bloqueia a extincdo da esquiva inibitéria (Vianna e cols., 2001) e
quando injetada no nucleo BLA bloqueia a extingdo do sobressalto condicionado

(Myers e Davis, 2002). Além da anisomicina, a infusdo intra-hipocampal de dois
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inibidores da transcricdo de genes (DRB ou alfa-amanitina) provocam o bloqueio
da extingao do estimulo condicionado (Szapiro e Cols., 2002).

As regides cerebrais importantes na extingdo do medo sao o CPFvm (Bevi-
lagua e cols., 2005b; Sotres-Bayon, Cain e Le Doux, 2006) o nucleo BLA, o hipo-
campo e o cortex entorrinal (Bevilaqua e cols., 2005b, 2006). O CPFvm, em parti-
cular a regiao infra-limbica, regula a expressdo do medo pela inibicdo da amidala,
que € um lugar critico para a aquisi¢ao e a extingdo do medo aprendido e também
para a extingao (Phelps e cols., 2004).

A inibicao de JNK na regidao CA1 do hipocampo bloqueia a extingdo na es-
quiva inibitéria imediatamente, mas nao apds 180 min do inicio da extingao (Bevi-
laqua e cols., 2007).

A extingao envolve interagdes entre as areas corticais e sub corticais do cé-
rebro, principalmente entre o cértex pré-frontal ventromedial (CPFvm), o ndcleo
BLA, o hipocampo, o cortex entorrinal e eventualmente outras areas de acordo
com a tarefa a ser extinta (Cammarota e cols., 2007a; Quirk e cols., 2006; Phelps

e cols., 2004; Bayon e cols., 2006).
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Topiramato

Muitas drogas tém sido estudadas com o objetivo de avaliar o seu potencial
de bloquear a extincdo da meméria, porém como estes trabalhos sao realizados
através da injecdo das drogas diretamente no local estudado, provavelmente nao
correspondem idealmente ao uso terapéutico, desta forma, outros trabalhos de-
vem ser desenvolvidos a fim de ampliar a possibilidade para o uso clinico.

O sistema GABA-benzodiazepinicos (BZD) da amidala, regula nao apenas
a ansiedade, mas a memoria emocional assim como a agdo amnésica dos com-
postos BZD. Como estas drogas impedem o aprendizado, ndo sao eficazes na
extingdo, pois conforme ja descrito, esta se constitui em um novo aprendizado
(Cammarota e cols., 2007b).

O TOP [2,3: 4,5-bis-O-(1-metil etileno)-36-p-D-frutopiranose sulfamato
(C12H21NOgS)], € um medicamento que surgiu para o tratamento da epilepsia em
1996. Em modelo animal, o TOP ¢é altamente efetivo no bloqueio da convulsao por
eletrochoque em ratos e camundongos, apresentando uma atividade nitida apo6s
30 minutos da administracao oral, um pico entre 1 e 6 horas e depois um declinio
gradativo (White, 2005; Shank e cols., 2000).

O TOP possui um peso molecular de 339 g/mol, é um sulfamato derivado
da D-Frutose que possui um constante de dissociacdo (pka) de 8,7 e uma alta so-
lubilidade em agua. O seu metabolismo é 30% hepatico e 70% € excretado via

renal sem metabolizacao (Langtry, Gillis e Davis, 1997).
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Na epilepsia, a dose inicial recomendada é de 25 a 50 mg/dia, sendo que a
dose pode ser aumentada gradualmente com o acréscimo de 25 a 50mg por uma
ou duas semanas. Para o tratamento de manutencéo, normalmente as doses séao
de 200 a 600 mg/dia. A dose mais alta possivel de ser administrada é de 1000mg
por dia em doses fracionadas (Langtry, Gillis e Davis, 1997).

Independente da sua agao antiepiléptica, o TOP tem mostrado uma agéao
neuroprotetota com agdo maxima na concentracdo de 80mg/Kg, mostrando uma
reducao da injuria neuronal (Fisher e cols., 2004).

Na epilepsia por Cainato, o TOP apresentou efeito anticonvulsivante quan-
do utilizado nas concentrag6es de 30 e 100 mg/kg, sendo que o efeito mostrou ser
dose dependente. A injecao de TOP 30 mg/kg reduziu a freqténcia da convulsao
espontanea em ratos induzidos a epilepsia por Cainato por 12 horas, € os resulta-
dos persistiram por 43 horas (Grabenstatter e cols., 2005).

Em ratos e humanos o TOP apresenta uma concentragdo mais alta no san-
gue total do que no plasma, devido a sua fraca ligacao as proteinas plasmaticas
(15%) e a sua ligacao aos eritrocitos, que provavelmente reflete a sua associacao
com a anidrase carbbnica. Em ratos, a concentracao total cerebral é de 1/3 da
concentracao plasmatica (Shank e cols., 2000).

Quando administrado 10 mg/kg de TOP, a dose necessaria para EDsy no
teste (concentracao eficaz como inibitéria da convulsdo em 50% do grupo amos-

tra) foi de aproximadamente 10 uM (10,8 pumol/kg de tecido).
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Em humanos, além da sua utilizacdo para uso em epilepsia no controle das
crises convulsivas, o TOP tem sido utilizado na clinica médica para a prevencao
da Migrania (Krimchantowski e cols., 2004; White, 2005).

O seu uso tem sido investigado para o controle da obesidade e em varios
transtornos de humor, entre eles, em pacientes bipolares (Chengappa, Gershon e
Levine, 2001), no transtorno do estresse pds-traumatico (Kan e Liberzon, 2004;
Shank e cols., 2000), e em pacientes “borderline” (do Prado Lima, 2006; Tanesi,
Yazigi e Fiore, 2007).

O TOP tem demonstrado ser um potente “anti-kindling”, em funcéo disso &
um promissor no tratamento do estresse traumatico. Estudos tém demonstrado
que o TOP é um medicamento que apresenta bons resultados quando administra-
do em pacientes com estresse traumatico (Berland, 2001, 2004).

Uma resposta exagerada a um barulho é um sintoma presente no estresse
pbs-traumatico. Embora a sua base fisiol6gica ndo seja bem conhecida e existam
poucos tratamentos disponiveis, pesquisas neurobiolégicas tém sugerido que a-
gentes anticonvulsivantes e ou antagonistas do glutamato podem atenuar a res-
posta exagerada ao sobressalto acustico em modelo animal (Khan e Liberzon,
2004).

Num estudo que analisou a presenca do TOP no tecido cerebral, quando
administrado intraperitonialmente por 8 dias, nas concentragdes de 0 a 100mg/kg,
o TOP foi detectavel a partir de 10mg/kg (Sills e cols., 2000).

Em humanos, foram observados alguns efeitos colaterais nas fung¢des cog-

nitivas com o uso do TOP (Thompsom, 2000; Werz, 2006; Wheller, 2006), entre
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eles a ataxia, diminuicdo da concentracao, da fluéncia verbal, da memaria de re-
conhecimento de objetos (Martins de Lima e cols., 2007) e meméria de trabalho
(McCabe e Eslinger, 2000), assim como a presenca de fadiga (Fritz e cols., 2005;
Shank e cols., 2000). Como o efeito é dose dependente, doses baixas na maioria
dos estudos nao apresentaram efeitos negativos nas fungdes cognitivas; porém
quando o tratamento foi mais prolongado, o prejuizo na meméria de trabalho e na
fluéncia verbal se faz bastante presente (Sankar e Holmes, 2004; Gomer e cols.,
2007; Lee e cols., 2006).

Quando utilizado em pacientes com epilepsia, avaliados através de resso-
nancia magnética funcional, foi observado que o TOP provoca um declinio na ati-
vacao do cortex pré-frontal que é responsavel entre outras funcoes, pela memoria

de trabalho (Jansen e cols., 2006; Kockelmann, Elger e Heimstaedter, 2004).

Mecanismos de acao do Topiramato

Os mecanismos de acdo do TOP tém sido demonstrados em estudos
pré-clinicos que indicam ser a fosforilagdo de proteinas o ponto em comum
entre eles.

Em cultura de neurdnios neocorticais, o TOP reduz a ativagdo da corrente
de Sdodio (McLean, Bukhari e Wamil, 2000) e em cultura de neurénios hipocam-
pais, em concentracdes compativeis com doses terapéuticas, reduz a freqiiéncia e

a duracao do potencial de acao eplileptogénico espontaneo (White e cols., 2005).
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Em modelo animal, a acdo do TOP foi significativa a partir de 10 até 100
mg/kg, que corresponde a doses terapéuticas, sendo que a intensidade do efeito é
dose dependente. A atenuacao do canal de sédio voltagem dependente pode ser
devido a estabilizagdo do canal no seu estado inativo (Rigoulot e cols., 2003).

O TOP é responsavel pela modulagdo negativa do canal de Calcio tipo L.
Para avaliar a influéncia do TOP na ativagdo do canal de calcio dependente de
voltagem (McKinney e Murphy, 2006), ou outras (Gibbs e cols., 2000; Angehagen
e cols., 2003b), que possam vir a interferir com os processos calcio-dependentes
imediatos pds-treino, necessarios para a consolidacao (Izquierdo e Medina, 1997;
Bernabeu e cols., 1997).

O TOP inibe a atividade da anidrase carbénica (AC), mais especificamente
as isoenzimas Il e IV (Rigoulot e cols., 2003). Nos trabalhos de Sun e Alkon, foi
demonstrado que ativadores da anidrase carboénica fazem com que haja um au-
mento no efluxo de HCO3  nos receptores gabaérgicos, de forma a fazer com que
0 mecanismo inibitério que ocorre normalmente devido a entrada de CI (hiperpola-
rizacao), se torne exitatério (despolarizagao). A inibicdo da AC pelo TOP, faz com
que haja um aumento da agdo gabaérgica como inibitéria (Sun e Alkon, 2001,
2002).

Nos neur6nios do nucleo BLA, em modelo de “Patch-Clamp”, foi avaliada a
acao do TOP em baixa concentracao nos receptores AMPA e Cainato. Os resulta-
dos mostraram que o TOP inibiu seletivamente a resposta excitatoria sinaptica nos
dois tipos de receptores, porém a acao nos receptores GIuR5 foi maior, com uma

reducédo de 50% na corrente, mostrando que o TOP em doses clinicas inibe estes
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receptores. Nos receptores AMPA, a resposta foi mais fraca e mais lenta. A pro-
vavel acao é na dessensibilizacao destes receptores a nivel pds-sinaptico (Gryder
e Rogawski, 2003).

Os receptores GluR5 do Cainato, sdo considerados o primeiro sitio de acao
do TOP. Estes receptores estao presentes nos terminais gabaérgicos das células
piramidais e interneurdnios do nucleo BLA. Os GIuR5KRs na regido pré-sinaptica,
modulam a liberagdo do GABA de forma bidirecional e dependente da concentra-
¢ao de agonistas (Braga e cols., 2003). Baixa concentracdo de agonistas facilita a
liberacdo do GABA, enquanto que a concentragédo elevada de agonistas impede a

sua liberag&o nos interneurdnios das células piramidais.

Local de acao Mecanismos de acao do Topiramato

Receptores Cainato
Dessensibilizacédo
(GluRb5)

Receptores AMPA Dessensibilizgao

Anidrase Carbonica (Il e IV) | Inibicao da atividade

Receptores GABAa Ativacao

+2
Canal de Ca Modulacao negativa

Canal de Na* Atenuacgao e/ou estabilizacdo no estado inativo

Tabela 2: Principais mecanismos de acao do Topiramato.
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Objetivos

Geral

e Avaliar a influéncia do TOP na consolidagcao e extincao de memorias aversivas

em modelo animal.

Especificos

1) Avaliar a influéncia do TOP na consolidagdo da meméria de longa duracédo em
modelo animal, através da administracdo de dose Unica, imediatamente ou 3 ho-
ras apos o treino.

2) Avaliar a influéncia do uso prolongado de TOP pré-extingdo da memdaria de lon-
ga duragéo.

3) Avaliar a influéncia do uso de TOP durante a extincdo da memdria de longa
duracéo.

4) Avaliar a influéncia do uso de TOP na possivel perda de memoria, em modelo
animal, apds estresse induzido por choque, sem a realizagdo da extingéo, pas-

sando somente pelo teste final na esquiva inibitoria.
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Materiais e métodos

Amostra

Para o experimento, foram utilizados como amostra 83 ratos Wistar ma-
chos, adultos, de mais ou menos trés meses de idade, adquiridos no Instituto
Ludwig de Sao Paulo, e alojados em grupos de seis, com acesso livre a comida e
agua. Os ratos foram mantidos em ambiente a 23+£1°C, em um ciclo de 12h, com
alternancia de luz/escuro (luz a partir das 07h00min). O medicamento administra-
do foi o TOP (“Topamax”- Janssen-Cilag Farmacéutica Ltda.-Portugal), adquirido
em comprimidos de 25 mg e dissolvidos em suco de macéa (“Suvalan”-Natural
Products Ind. e Com. Ltd?- Brasil), diluido previamente 1:1 com agua.

Os grupos foram divididos em um grupo controle de 18 ratos e 5 grupos
amostra de 13 ratos cada. O primeiro grupo foi 0 modelo que mostrou a influéncia
do TOP na consolidagao da memdria através da sua administracao imediata apés
o estresse, 0 segundo grupo foi 0 modelo que avaliou a influéncia do TOP na me-
méria quando administrado 3 horas apos o estresse traumatico. O terceiro grupo
foi 0 modelo que mostrou a influéncia do uso prolongado de TOP, pré-extincao na
mem¢ria, o quarto grupo foi 0 modelo que avaliou o0 uso de TOP somente no peri-
odo em que os animais estavam no procedimento que possibilita a extincdo da
memoéria e, o quinto grupo, avaliou a influéncia da administracdo de TOP no peri-

odo de tempo padrado igual ao quarto grupo, porém sem passar pelo processo de
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extingao na esquiva inibitéria, com o intuito de observar o efeito isolado do TOP na

membéria.

Esquiva inibitoria

S6 podemos medir a memoria através da sua recuperagao. As memorias,
porém, ndo sao armazenadas de forma integral, pois mesmo apds serem estabe-
lecidas e consolidadas, ndo sdo permanentes. Quando se avalia a aquisi¢cdo ou a
perda de memoria em modelo animal (ratos), se utiliza a tarefa de esquiva inibité-
ria de sessao unica. Este € um paradigma muito importante para se avaliar a influ-
éncia de medicamentos sobre a memoria de curta e/ou de longa duragao, e tem
sido 0 mais utilizado neste tipo de estudo nos ultimos 30 anos (lzquierdo e cols.,
2006).

O estimulo incondicionado é um choque aplicado nas patas do animal
quando o mesmo desce da plataforma; o estimulo condicionado (medo) é a per-
manéncia na parte segura da caixa de treinamento (plataforma).

O aparelho usado na esquiva inibitéria € de acrilico opaco, e possui uma
parede frontal em acrilico transparente, medindo 50 x 25 x 25 cm. O assoalho é
uma grade de barras de bronze paralelas de 0,1 cm de calibre, separadas entre si
por 1 cm, com uma conexao do assoalho metdlico a um estimulador elétrico. Na
parte esquerda sobre a grade, ha uma plataforma de férmica com 7 cm de largura
e 2,5 cm de altura. O resto do ch&o da caixa é uma grade de barras de bronze

eletrificaveis.
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O rato é colocado sobre a plataforma olhando para o canto traseiro
esquerdo. Apds alguns segundos, no instante em que o animal desce da
plataforma colocando as quatro patas na grade, recebe um choque elétrico de
1mA por 2 segundos. Esta intensidade estamos considerarando como modelo de
estresse traumatico (Graeff, 2003). Imediatamente apds o treino, cada animal foi
retirado da caixa de teste e recolocado delicadamente na sua caixa residéncia.

Para avaliar a meméria formada durante a sessao treino (estimulo incondi-
cionado), o animal foi submetido a sessbes de teste, sendo para isso novamente
recolocados sobre a plataforma da caixa de esquiva.

Para avaliar a possibilidade de extingdo da memdria, houveram sessoes de
teste, sempre sem o choque. Para cada hipétese do estudo, foram realizadas 5
sessOes de extingao (T1 a T5), uma a cada 24 h e a sessao final de teste 48 horas
apdés. Da mesma forma que no treino, o comportamento analisado no teste foi a
laténcia de descida da plataforma em segundos.

A extincdo deve ser instalada no momento da primeira sessao de teste (Vi-
anna e cols., 2001; Szapiro e cols., 2002; Cammarota e cols., 2004b, 2005a).

Apo6s cada sessao de extingdo, o animal foi colocado sobre a grade
metalica por 30 segundos quando pode explorar o local liviemente (Cammarota e
cols., 2003a). Apds o término do 5° teste, ficou 48 horas sem receber medicacao
ou suco de maga, quando foi submetido a um ultimo teste na esquiva inibitéria
(T6). A exposicao sucessiva a caixa de esquiva inibitdéria, sem o reforco do

choque, normalmente leva a extingdo gradativa da meméria do estresse.
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Em todos os procedimentos os cuidados do “Principles of animal care” (NIH
publicacdo N° 85-23, revisada em 1996) foram observados. Apds os experimen-
tos, os ratos ficaram disponiveis para o Centro de Memoéria para seu uso eventual

em outros experimentos.

Analise estatistica

A medicao do tempo em segundos com um platé de 600s no teste, requeriu
0 uso de um teste ndo paramétrico. Os resultados foram expressos como media-
nas e amplitude interquartil dos tempos de laténcia de descida da plataforma no
paradigma de esquiva inibitoria.

Foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis na andlise da variancia, seguido pelo
teste Mann-Whitney ou Wilcoxon quando necessario para a comparacao entre as
sessbes do mesmo grupo. Foi considerado estatisticamente significativo um

p<0,05 para o Kruskal-Wallis e Mann Whitney.

Aspecto ético

O presente estudo obteve aprovacao da comissao cientifica da Faculdade

de Medicina e do Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS.
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Hipoteses referentes a consolidagao da memoria

Hipotese 1: Administracdo de TOP, em dose Unica, imediatamente a-
pds o estresse, inibe a consolidacdo da memdéria traumatica de longa

duracao.

Para estimar a agdo do TOP na consolidagdo da meméria, foram adminis-
tradas 10mg/Kg de TOP em dose unica, previamente dissolvido em suco de magéa
(diluido 1:1com &gua) e administrado imediatamente apds o choque de 1mA por 2
segundos, via oral por gavagem. Posteriormente, foram aguardados 14 dias e, no
152 dia, foi iniciado o procedimento de extincdo da meméria, por 5 dias consecuti-
vos (T1 a T5), utilizando o paradigma de esquiva inibitoria. Apds 48 horas, periodo
em que ficaram recebendo suco de maca, foi realizado o teste final T6, de extin-

¢ao da memoéria, na esquiva inibitéria.

Hipotese 2: A administracdo de TOP, em dose Unica, 3 horas apds o
estresse, inibe a consolidacdo da meméria traumatica de longa dura-

cao.

Para estimar a agdo do TOP na consolidagdo da memaria, foi realizado um mode-
lo de administracdo de 10mg/Kg de TOP, em dose Unica, dissolvido em suco de
maca (previamente diluido 1:1 com 4gua) e administrado 3 horas apéds o estresse,

via horal por gavagem. Posteriormente, foram aguardados 14 dias e, no 15° dia foi
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iniciado o procedimento de extingdo da meméoria, por 5 dias consecutivos (T1 a
T5), utilizando o paradigma de esquiva inibitoria. Apés 48 horas, periodo em que
ficaram recebendo suco de maca, foi realizado o teste final T6, de extingdo da

mem©ria, na esquiva inibitoria.

Hipbteses referentes a extingdo da memoria

Hipotese 3: A administracao de TOP por 14 dias consecutivos apds o

choque, facilita a extingcdo da memoria aversiva

Para esta hipo6tese, 36 horas apds o choque de 1mA por 2 segundos, 0s
ratos receberam 10mg/Kg de TOP por 14 dias, dissolvidos em suco de maga (pre-
viamente diluido 1:1 com agua), administrado duas vezes ao dia, via oral por ga-
vagem, com um intervalo de oito horas entre as doses. Apds o término do periodo
de administragcdo do medicamento, foram aguardadas 24 horas e iniciado o pro-
cedimento de extincdo da memaria na esquiva inibitéria. Durante o periodo de ex-
tincado, os ratos receberam por 5 dias consecutivos (Tl a T5), duas vezes ao dia
por gavagem, suco de maca (previamente diluido 1:1 com agua), com um interva-
lo de oito horas entre as doses. Apds, ficaram 48 horas na caixa residéncia rece-
bendo suco de macga, quando entao foi realizado o teste T6 de extingdo da memoé-

ria na esquiva inibitoria.
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Hipotese 4: A administracdo de TOP somente no periodo de extingcao

da memoria, facilita o processo de extincdo do estresse traumatico.

Para estimar as alteragcdes da meméoria pelo uso do TOP, apds o choque de
1mA por 2 segundos, 0s ratos receberam por quatorze dias consecutivos, suco de
maga diluido 1:1 com agua, duas vezes ao dia, com um intervalo de oito horas
entre as doses administradas oralmente por gavagem. Apds este periodo, foram
aguardadas 24 horas para o inicio do procedimento de extingdo da meméria (T1 a
T5), periodo em que os ratos receberam 10mg/Kg de TOP dissolvido em suco de
maga (previamente diluido 1:1 com agua), duas vezes ao dia, com um intervalo de
oito horas entre as doses administradas. Apos 48 horas, periodo em que ficaram
na caixa residéncia recebendo suco de maca, foi realizado o teste T6 de extingao

da memodria na esquiva inibitoria.

Hipbtese 5: Teste de controle do efeito direto do TOP na extingdo da

memoria.

Para estimar as alteragdes na memaria pelo uso do TOP, apéds o choque de
1mA por 2 segundos, os ratos receberam por quatorze dias consecutivos, suco de
maca diluido 1:1 com agua, duas vezes ao dia, com um intervalo de oito horas
entre as doses administradas oralmente por gavagem. A administracdo de TOP

por 5 dias, no mesmo periodo do grupo da hipétese 4, porém sem realizar a extin-
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cao (T1 a T5), mas avaliado T6 na esquiva inibitéria, ndo deve apresentar efeito

direto na perda da memoaria traumatica.
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Resultados

Em primeiro lugar estdo demonstrados os tempos medianos de descida da
plataforma, para todos os modelos de testes, realizados na esquiva inibitoria no

momento do treinamento inicial, antes da aplicacao do choque traumatico.

Tarmpa{a)

20

f:.l{rlqll

Controle  TOPna TOP amtes TOPloge TOP 3h TOPcom
extingio  da extingio apés o apos o extingio
(por 14d) choque choque somente em té

Figura 4- Medianas e amplitude interquartilica por grupo no treinamento. Os grupos
no momento do treinamento ndo apresentaram diferenga significativa (p>0,05).

O primeiro experimento avaliou a administragdo de TOP na concentracao
de 10 mg/kg em dose Unica, imediatamente ap6s o estresse, na consolidacao da
memoria de longa duragéo. Os resultados encontrados mostraram que o TOP im-
pediu a consolidagdo da memdria traumatica de longa duracdo em T1(p<0,01)
(Fig 5 e 7), demonstrado quando comparados os tempos T1, T5 e T6 do grupo

controle com o grupo amostra.
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Figura 5- TOP administrado imediatamente ap6s o choque. A administracdo de TOP
(10mg/kg) inibiu a consolidagcdo da meméria traumatica adquirida. A agao foi significativa
em T1(**p<0,01) quando comparado o grupo controle com o grupo amostra. Estao repre-
sentadas as medianas e a amplitude interquartilica para os tempos de laténcia de descida
da plataforma em segundos para os tempos T1, T5 e T6 do grupo controle (n=18) quando
comparado com o grupo amostra (n=13).

O segundo experimento avaliou a administracdo de TOP, na concentracao
de 10 mg/kg em dose Unica, 3 horas apds o estresse, na consolidagao da memo-
ria de longa duracao. Os resultados encontrados mostraram que o TOP impediu a
consolidacdo da memdria de longa duragédo do estresse traumatico, demonstrado
nos tempos T1 (p<0,01), T5 (p<0,01) e T6 (teste) (p<0,01), quando comparado o

grupo controle com o grupo amostra (Fig 6 e 7).
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Figura 6- TOP administrado 3 horas apés o choque. A administracao de TOP (10
mg/kg) inibiu a consolidagdo da memdria traumatica adquirida. A diferenga foi significativa
quando comparado o grupo controle com o grupo amostra em T1(**p<0,01), T5 (**p<0,01)
e T6(teste) (**p<0,01). Estdo representadas as medianas € a amplitude interquartilica
para os tempos de laténcia de descida da plataforma em segundos para os tempos T1,
T5 e T6 do grupo controle (n=18) quando comparado com o grupo amostra (n=13).
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Figura 7- Tempos medianos da laténcia de descida da plataforma em segundos.
Estao representados os tempos a cada dia da extingdo (T1 a T5) e teste T6 para o grupo
controle e amostra para as hipoteses 1 e 2.

O terceiro experimento avaliou o efeito da administracdo de 10 mg/Kg de

TOP, por 14 dias consecutivos apés o estresse trauméatico, na extingdo da memo-

ria de longa duragéo. Os resultados encontrados mostraram que o TOP n&o indu-

ziu a extingdo da memoaria quando comparados os tempos T1, T5 e T6 do grupo

controle (p>0,05) com o grupo amostra (Fig 8 € 10).
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Figura 8- TOP administrado por 14 dias consecutivos antes da extincao da me-
mdria. A administragdo de Top (10mg/kg) ndo extinguiu a meméria de longa duragao
do estresse traumatico. Estao representadas as medianas e a amplitude interquartilica
para os tempos T1, T5 e T6 do grupo controle (n=18) e amostra (n=13). Nao houve
uma diferenca significativa entre T1, T5 e T6 do grupo controle quando comparado
com o grupo amostra (p>0,05).

O quarto experimento avaliou a administragdo de TOP na concentracao de
10 mg/kg, somente no periodo de T1 a T5, periodo em que ocorreu o procedimen-
to de extingdo na esquiva inibitéria. Os resultados encontrados mostraram que o
TOP induziu a extingcdo da memdria significativamente em T6 (p<0,01), quando
comparado os tempos T1,T5 e T6 do grupo controle com o grupo amostra (Fig 9 e

10).
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Fig. 9- TOP administrado por 5 dias consecutivos no periodo de extin¢cao da
memoria. A administracdo de TOP (10mg/Kg) induziu a extingdo da memoria de lon-
ga duracao do estresse traumatico. A extincao foi significativa em T6 (**p<0,01). Estao
representadas as medianas e a amplitude interquartilica dos tempos de laténcia de
descida da plataforma em segundos, para os tempos T1, T5 e T6 do grupo controle
(n=18) quando comparado com o grupo amostra (n=13).
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Figura 10- Tempos medianos da laténcia de descida da plataforma em segun-
dos. Estao representados os tempos a cada dia da extingao (T1 a T5) e no dia do tes-
te final (T6) do grupo controle e amostra para as hipéteses 3 e 4.

O quinto experimento avaliou a administracdo de TOP na concentragédo de
10 mg/kg no mesmo periodo do quarto experimento (16° ao 20° dia apds o es-
tresse traumatico), porém sem passar pelo processo de extingdo na esquiva ini-
bitoria. Os resultados encontrados mostraram que o TOP n&o induziu diretamen-
te a perda da meméria demonstrado na comparacao do tempo T6 do grupo con-

trole com o grupo amostra (p>0,05).




Discussdo 57

Discussao

No presente estudo, foram analisadas cinco hipéteses relacionadas a agéo
do TOP na memoria.

O primeiro experimento que avaliou a agédo do TOP administrado por uma
Unica vez imediatamente apds o choque traumatico mostrou que ele impediu de
forma labil a consolidagdo da memoria de longa duragéo. A diferencga foi significa-
tiva em T1, porém ndo se manteve significativa em todos os tempos.

O efeito pode ser explicavel por uma influéncia o TOP, talvez mediada por
uma inibicao de canais de célcio voltagem dependentes. Existem dois subtipos de
canais de Ca tipo L encontrados no cérebro (Cal,2 e Ca1,3). No estudo de Mc-
Kinney e Murphy foi demonstrado, em ratos com delecdo do gene para o subtipo
Ca1.3, que este subtipo de canal é importante na consolidacdo da memoria, mas
nao é para a extingao do medo (McKinney e Murphy, 2006).

No estudo de Angehagen e cols., foi demonstrado em cultura de células de
neurdnios do cortex cerebral de ratos, que a habilidade do TOP em inibir o Caina-
to na indugéo do actimulo de Ca* é inversamente proporcional ao nivel de PKA
na fosforilagdo do canal receptor. Quando foi realizado um pré-tratamento da cul-
tura, com ativadores da PKA, o TOP teve sua agao inibida, porém quando adicio-
nados inibidores da PKA, mostrou sua agdo aumentada. A conclusao foi de que o

TOP exerce um efeito modulatério quando se liga aos sitios de fosforilagdo dos
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receptores AMPA e Cainato, quando estes estdo desfosforilados (Angehagen e
cols., 2004b).

Observa-se entao, que o TOP neste primeiro experimento, pode ter atenu-
ado, por mecanismos indiretos, a intervencdo da PKA logo depois do treino (ver
lzquierdo e Medina, 1997; Bernabeu e cols., 1997), mas provavelmente sem inibir
0 2° pico dessa enzima, que é mais intenso e mais diretamente vinculado com a
transcricao e a sintese protéica subseqiente (Bernabeu e cols., 1997; Izquierdo e
cols., 2006).

Sabemos que o CPFvm e CPFdl tém uma relacdo direta com a amidala e o
hipocampo (lzquierdo e cols., 2006, 2007). Tratamentos que afetam a memdria
imediata podem afetar também a memoria de longo prazo (lzquierdo e cols.,
2007).

O TOP, no estudo de Shannon e Love em modelo animal, provocou uma
perda da memdéria de trabalho, que nao foi muito intensa mas significativa. Esta
acao refletiu a diminuicdo da memdéria espacial (Shannon e Love., 2004).

Um estudo que utilizou administracdo aguda (uma dose injetavel) de TOP
para avaliar a meméria de longa duracédo no reconhecimento de objetos, mostrou
que a partir da dose de 10mg/Kg, o TOP inibiu a recuperacao deste tipo de memo-
ria (Martins de Lima e cols., 2007).

O nosso segundo experimento que avaliou a agdo do TOP quando adminis-
trado 3 horas apés o recebimento do choque, mostrou que ele impediu a consoli-

dacdo da memoéria de longa duracdo. Nesse tempo (3 h), ocorre o pico maior do
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AMPc, da PKA, de CREB e de atividade do receptor AMPA (Bernabeu e cols.,
1997, Izquierdo 2006).

Em outro estudo de Angehagen e cols., foi avaliado o efeito modulatério do
TOP nos receptores AMPA, em cultura de células de astrdcitos. Especificamente,
foi avaliado como o TOP inibia transitoriamente a entrada de Ca*® nos receptores
e também, como ele modulava a fosforilacao realizada pela PKA no GluR1, que é
responsavel pela ativacdo do receptor AMPA, possibilitando a entrada de Ca*?
pelo canal do receptor. Os resultados mostraram que o TOP de 10 a 100 uM, im-
pediu a PKA de acessar o local de fosforilagdo. Este efeito foi devido a ligacao do
TOP em Ser845, limitando a fosforilagdo da PKA na subunidade GluR1 do recep-
tor AMPA e, por isto, reduzindo a entrada de Ca*? pelo receptor (Angehagen e
cols, 2005).

Observa-se entdo que em nosso experimento, o TOP possivelmente inibiu
a acao da PKA em seu estado desfosforilado impedindo a fosforilagao dos recep-
tores AMPA ou a fosforilagdo de CREB nesse periodo. Esses processos deverao
ser objeto de pesquisas futuras.

Os resultados encontrados nosso terceiro experimento, mostraram que a
administracao de TOP na concentracdo de 10mg/kg por 14 dias antes da extincao
da memodria traumatica, nao induziu nem facilitou este procedimento.

De acordo com o tempo de vida médio dos ratos, duas semanas equivaleri-
am aproximadamente a um ano de tratamento em humanos (Khan e Liberzon,

2004). Este tempo € considerado um tratamento prolongado que intensifica os
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efeitos colaterais como torpor, efeito cognitivo associado a sua agéo no lobo fron-
tal (Fritz e cols., 2005).

No estudo de Swider e cols., o TOP nas concentragdes de 76 a 135 mg/kg,
2 horas antes do teste, ndo afetou a memdéria na esquiva inibitéria, porém, quando
administrado junto com NMDA (50mg/kg) e Cainato (10mg/kg) dificultou a consoli-
dacédo da memdria de longa duragao (Swiader e cols., 2005). Este foi o Unico es-
tudo encontrado que relata o efeito do TOP no paradigma de esquiva inibitéria.
Como a administragdo foi em dose Unica e bem mais levada que em nosso estu-
do, ndo podemos realizar uma associag¢ao direta com nosso experimento.

Sabe-se que a acéo do TOP é dose dependente (Anderjaska e cols., 2007),
desta forma, podemos supor que doses muito altas ou a administragdo por um
periodo muito prolongado, nao facilitam a extincdo da meméria devido a uma acao
prolongada do sistema gabaérgico, que quando muito forte e/ou por um tempo
muito prolongado leva a intensificacao do efeito colateral ja descrito, que deixa os
animais apaticos. Soma-se o fato de que no primeiro dia de extincdo, no momento
da recuperacao da memoria traumatica, o medicamento ja nao estava sendo ad-
ministrado, o que pode ter levado a recuperacao do medo condicionado, que im-
pediu o inicio do mecanismo de extingdo. Com isto, fica evidente que a agédo do
medicamento é concentracdo dependente e que a sua administracao desde o ini-
cio da extingcao é necessaria.

Os receptores GluR5 do Cainato, sdo considerados o primeiro sitio de acao
do TOP. Estes receptores estao presentes nos terminais gabaérgicos das células

piramidais e interneurdnios no nucleo BLA. Os GIuR5KRs na regido pré-sinaptica,
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modulam a liberagao do GABA de forma bidirecional e dependente da concentra-
cao de agonistas (Braga e cols., 2003). Baixa concentracado de agonistas (ATPA
ou glutamato), facilita a liberacdo do GABA, enquanto que a concentracao ele-
vada de agonistas, impede a sua liberacdo nos interneurdnios das células pira-
midais. O TOP em concentragdo muito alta e/ou por tempo muito prolongado, po-
tencializa a liberacdo do GABA, intensificando a atuacao dos receptores gabaérgi-
COos.

O nosso quarto experimento, que avaliou a influéncia da administragéo do
TOP na concentracdo de 10mg/Kg, durante os 5 dias de extingdo da memodria,
mostrou que a acdo do medicamento a partir do primeiro dia da extingdo da me-
méria de longa duragéo, induziu ou facilitou a extingdo da meméria, demonstrada
pela reducao gradual do tempo de laténcia de descida da plataforma.

Devemos inicialmente considerar que no grupo controle que passou pelo
mesmo procedimento traumatico, sem receber o TOP, ndo houve extingdo da
memoria do stress intenso, processo que deveria ser instalado na primeira sessao
do teste sem o estimulo incondicionado. Foi observado que o stress se manteve
constante, devido a manutencao do estado cataténico de “freezing”, observado a
cada dia, quando os animais eram expostos ao ambiente da esquiva inibitéria.

Esta consideracao reforca a idéia de que a intensidade do choque utilizado
provocou um estresse traumatico que exerceu uma reagao aversiva ao ambiente
no qual recebeu o choque, demonstrado pela impossibilidade de extingdo da me-

mdria no grupo controle.
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Neste mesmo experimento, para avaliarmos o efeito do TOP no grupo caso,
devemos considerar que a extingdo da memoria envolve inicialmente a sua recu-
peracao, o que sugere que o TOP exerceu uma importante acdo na amidala, di-
minuindo significativamente a memoria do medo condicionado e, desta forma,
possibilitou a extingdo da memaria do stress no paradigma de esquiva inibitéria.

A extingdo se processou gradativamente e foi significativa estatisticamente,
no ultimo dia do teste, quando o TOP ja ndo estava mais sendo administrado ha
48 horas. Com isto, foi observado que a retirada do TOP atenuou possiveis efeitos
colaterais, facilitando ainda mais a extingao.

A evocacao da memoria, no paradigma da esquiva inibitéria, que tem seu
gatilho através do estimulo condicionado, necessita tanto no hipocampo como no
neocértex, o bom funcionamento dos sistemas de sinalizacao da PKA e ERK, as-
sim como a ativacao dos receptores metabotrépicos do glutamato (Cammarota e
cols., 2000; lzquierdo e cols., 2006). Além destes, no hipocampo e no cértex en-
torrinal, o receptor AMPA e, no cértex parietal e cingulado anterior, também o re-
ceptor NMDA (lzquierdo e Medina, 1997; lzquierdo, 2006). No nucleo BLA, sao
requeridos para a recuperacao da memoria, somente os receptores AMPA intac-
tos, assim como o sistema modulatério B noradrenérgico (Cammarota e cols.,
2000, 2004b).

Varios experimentos demonstraram esta afirmativa ao utilizarem inibidores
da PKA, ERK e da sintese protéica, assim como antagonistas dos receptores

NMDA que, quando infundidos no hipocampo ou no nucleo BLA na primeira ses-
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sao de teste, impediram a extingdo da meméria (Cammarota e cols., 2000; lzqui-
erdo e cols., 2006).

O TOP exerceu uma acao inibitéria nos receptores Cainato, que conforme
ja descrito, tem a subunidade GluR5 como primeiro alvo de sua acdo (Anderjaska
e cols., 2007).

Gryder e Rogawski realizaram um estudo em neur6nios do nucleo BLA em
modelo de “Patch-Clamp” com o TOP em baixa concentragéo (ICso~0,5uM), avali-
ando a sua acao nos receptores AMPA e Cainato. Os resultados mostraram que o
TOP inibiu seletivamente a resposta excitatoria sinaptica nos dois tipos de recep-
tores, porém a acao nos receptores GluR5 foi maior, com uma redugéo de 50% na
corrente, mostrando que o TOP em doses clinicas inibe estes receptores. Nos re-
ceptores AMPA, a resposta foi mais fraca e mais lenta, mostrando que, como es-
tes receptores sao cruciais para a resposta excitatéria sinaptica no sistema nervo-
so central, o seu bloqueio acarretaria em uma diminuicao grave no comportamen-
to neuroldgico, o que nao é observado na clinica com o TOP em doses terapéuti-
cas. A provavel acao nos receptores AMPA e Cainato € na dessensibilizagdo des-
tes receptores, a nivel pds-sinaptico (Gryder e Rogawski, 2003).

Como o receptor AMPA ¢é o Unico receptor que necessita estar intacto pa-
ra a recuperagao da memoria, podemos considerar que a amidala exerceu um
papel modulatério (Cammarota e cols., 2004a; Izquierdo e cols., 2008), mas a a-
cao do TOP nos receptores AMPA na regidao BLA foi mais lenta e menor que a

acao no GluR5KRs (Gryder e Rogawski, 2003), desta forma, para a concentracao
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utilizada, o TOP nao impediu a recuperacao da memoaria, o que possibilitou a sua
extingao.

Como entre os mecanismos de acdo do TOP estd o aumento da acao do
receptor GABA,a, este mecanismo possivelmente esta envolvido na inibicdo da
recuperacao do medo aprendido em nosso experimento. A agdo do TOP no recep-
tor GABA, parece ter sido um fator importante, pois ja foi demonstrado que o GA-
BA como farmaco, seria um étimo candidato a supressao da atividade da amidala
(Bouton e cols., 2006; Grabenstatter e cols., 2005, White, 2000).

O GIuR5KR esta presente tanto em terminais singpticos como pré-
sindpticos. A agao excitatéria no GluR5KRs promove uma resposta de corrente
excitatéria pds-sinaptica que, por sua vez, inibe a liberacao pré-sinaptica do GABA
promovida pelo GIuR5KRs nos interneurdnios da regidao basolateral da amidala.

Como esta liberacao é agonista dependente, o TOP ao ser administrado, i-
nibiu a acao excitatéria dos GluR5KRs que, como conseqliéncia, aumentou a libe-
racao do GABA pelos terminais pré-sinapticos, inibindo o medo na regiao BLA
(Anderjaska e cols., 2007).

A importancia do sistema gabaérgico na regulacdo da memoria no hipo-
campo tem sido bem demonstrada (lzquierdo, 2002; Izquierdo e cols., 2006). Um
interneurdnio gabaérgico inerva 1000 células piramidais, fechando efetivamente o
fluxo de sinal quando os interneurénios estao ativos. A mudancga de funcao dos
interneurbnios gabaérgicos, de inibitéria para excitatoria, € de fundamental impor-

tancia na memoria relacionada ao hipocampo. Uma modificacdo no fluxo de

HCO ; através dos receptores gabaérgicos, modifica fortemente a transmissao de
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sinal no hipocampo (Sun e Alkon, 2002). Esta mudanc¢a de sinal, de inibitério para
excitatério, tem como responsavel a ativacdo da enzima anidrase carb6nica, que
catalisa reversivelmente a hidratacao do diéxido de carbono (CO2), formando o
HCO;, que leva a uma maior expressdo de uma memoria de tipo contextual (Sun
e Alkon, 2001) (Note-se que a esquiva inibitéria pode também ser vista como uma
memoaria contextual, Cammarota e cols., 2008).

O TOP inibe as isoenzimas Il e IV da anidrase carbdnica que séo encontra-
das em células gliais e neurdnios cerebrais. A inibicdo faz com que haja um au-
mento da acao gabaérgica inibitéria (Sun e Alkon, 2002).

No estudo de Khan e cols., o TOP foi administrado na concentracado de 10
e 30mg/kg, via oral por uma semana, em ratos que passaram por um stress de
nado forcado e por um posterior sobressalto acustico. Os resultados mostraram
que o TOP reduziu significativamente o efeito do sobressalto acustico nos ratos
estressados. O sobressalto acustico do grupo controle, que nao passou pelo es-
tresse do nado for¢cado, nao foi afetado pelo TOP (Khan e Liberzon, 2004).

Apesar do modelo do estudo acima referido ndo ser exatamente Igual ao
nosso, é relevante observarmos o efeito do TOP na amidala, atenuando o efeito
excitatério provocado pelo estresse. Em fungao disso, podemos supor que 0s me-
canismos neuronais e resposta, nos dois estudos, sejam semelhantes.

A regiao basolateral da amidala recebe informagdes sensoriais via direta e
indireta do talamo e cortex pré-frontal e, frontal e hipocampo (Bouton e cols.,

2006).
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A excitabilidade no nucleo basolateral da amidala, tem sido implicada em
desordens emocionais estressantes quando um dos mecanismos de regulacao é a
modulagao inibitéria do sistema gabaérgico. Um dos mecanismos envolve a regu-
lacdo da liberacdo do GABA via subunidade GLURS dos receptores ionotopicos
cainato, que é a subunidade particularmente elevada na amidala na regiao basola-
teral, no nucleo medial € no hipocampo (Li e cols., 2001). Conforme ja descrito, 0
antagonismo a este receptor é o primeiro papel do TOP na inibicao da resposta do
medo adquirido (Anderjaska e cols., 2007).

Neste quarto experimento, a diminuicdo da recuperacdao da memoria do
medo provocado pelo stress traumatico, pode ser explicada também, pela acao
direta ou indireta do TOP nos receptores GABAA,.

A conclusao é que a atenuacao ou bloqueio parcial do medo, presumivel-
mente no circuito amidala-hipocampo-cortex pré-frontal, permitiu que no primeiro
dia a extingao se iniciasse.

O quinto experimento foi uma contra prova realizada para nos certificarmos
se o0 TOP apagava a memoria sem passar pelo procedimento de extingdo. Os re-
sultados mostraram que o TOP nesta dose (10mg/kg) e por este periodo, nao pro-
vocou a perda da memodria de longa duracao, provavelmente por nao ter passado
pelo procedimento de extingcdo da memoria na esquiva inibitoéria, o que fez com
que nao ocorresse a coincidéncia temporal de medicamento e extingdo, que pare-
ce ser necessaria para que esta inicie.

Novos estudos devem ser realizados para que se possa melhor avaliar a

atuacdo do TOP na consolidacdo e extincago da meméria traumatica.
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Conclusao

O presente estudo avaliou a agdo do TOP na consolidacdo e extingao da
memoéria de longa duragcao da esquiva inibitéria, um possivel modelo animal de
estresse traumatico. Os resultados encontrados evidenciaram que:

O TOP administrado imediatamente apds a aquisi¢éo, inibiu a consolidagéao
da memoéria de longa duracao do estresse traumatico de forma Iabil. Administrado
3 h apobs o treino, a inibi¢cdo foi maior.

O TOP nao induziu a extincao da meméria de longa duracao quando admi-
nistrado por 14 dias antes do procedimento de extincdo da meméria.

Quando administrado durante o periodo de extincdo da meméria (5 dias), o
TOP induziu ou facilitou a extincdo da memoria de longa duracdo do estresse
traumatico, comprovando a necessidade de haver administracdo do medicamento
e processo de extincdo concomitante, assim como foi comprovada a extingdo no
teste (T6) momento em que o TOP nado estava mais sendo administrado ha 48
horas.

Quando administrado no mesmo periodo (5 dias), porém sem passar pela
extingdo da memdria, o TOP n&o agiu diretamente apagando a memoéria do medo
condicionado.

Nossos resultados oferecem duas sugestdées para investigacao clinica:

1) O uso do TOP na prevencao do transtorno do estresse pds-traumatico.
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2) O uso do TOP para aumentar a extingdo de memorias traumaticas superconso-
lidadas que ocorrem em pacientes com este transtorno e também, muitas vezes,

em pacientes com personalidade “borderline”.
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