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Resumo

O sistema colinérgico muscarinico desempenha uma fungéo central na memaria, mas o
papel de cada subtipo de receptor € pouco compreendido separadamente. As toxinas
muscarinica (MTs) extraidas da peconha das serpentes Dendroaspis sp sdo ferramentas
farmacologicas seletivas aos diferentes subtipos de receptores muscarinicos. O
subsistema M4 muscarinico modula os processos de consolidagdo e evocacdo.
Recentemente, tem se dado atencdo aos processos subsequentes a evocacdo e varios
trabalhos demonstraram que a reconsolidacdo e a extingdo da memaoria compreendem
etapas importantes na formacdo do processo. O objetivo desse trabalho é investigar o
envolvimento do subsistema M4 colinérgico muscarinico hipocampal na consolidagéo,
evocacdo, reconsolidacdo e extincdo da memdria, além de investigar os receptores M4
da amigdala basolateral na consolidacdo e reconsolidacdo. Em trabalhos anteriores, foi
demonstrado que os receptores M4 mudavam seu papel modulatério entre a
consolidacdo e evocacdo, portanto, neste trabalho investigamos, também, em que
momento do processo de consolidacdo ocorre essa mudanca e se essa alteracdo €
dependente de transcri¢do génica. A toxina MT3, antagonista seletiva ao receptor M4, e
a escopolamina, antagonista inespecifico, foram as ferramentas farmacoldgicas
utilizadas e seus efeitos foram estudados na tarefa de condicionamento aversivo
contextual (CAC) e esquiva inibitéria (El). Quando infundidos no hipocampo antes do
treino CAC, ambos os farmacos foram amnésicos sobre a consolidacdo, entretanto,
somente MT3 foi efetiva quando infundida antes do teste, sendo o efeito oposto,
facilitatorio. Além disso, somente a MT3 intra-hipocampal foi facilitatéria sobre a
reconsolidacdo e bloqueou a extingdo da tarefa de CAC. Infundidas na amigdala
basolateral os antagonistas foram amnésicos sobre a consolidacédo e a reconsolidacéo de
CAC. Os experimentos com a esquiva inibitéria demonstraram que a MT3 intra-
hipocampal é amnésica somente quando infundida imediatamente apos o treino. Porém,
modifica seu efeito quando administrada 90 e 180 minutos apds o treino, passando a ser
facilitatoria. A administragdo de um inibidor de transcricdio génica (DRB)
imediatamente apo6s o treino de EIl reverte o efeito facilitatorio da MT3 pré-teste. Os
resultados sugerem uma modulacdo positiva do sistema colinérgico muscarinico
hipocampal durante a consolidacéo e a extin¢cdo da memdria de CAC, porém, uma agdo
contraria é observada durante a evocacdo e reconsolidacdo. Os resultados em conjunto
sugerem que os receptores M4 hipocampais sofram alteracBes plasticas durante o
processo de consolidacdo passando a controlar negativamente a atividade excitatéria dos
neurdnios glutamatérgicos, fenémeno que parece ndo ocorrer na amigdala basolateral.



Abstract

The cholinergic muscarinic system plays a central role in learning and memory, yet little
is known about the specific roles of each receptor subtype. Muscarinic toxins (MTSs)
from Dendroaspis shakes venom are selective for muscarinic receptor subtypes. The
hippocampus M4 subsystem, for instance, was shown to take part in the modulation of
memory consolidation and retrieval. The memory phenomenon, by its turn, is being
recently unveiled as a much more complex set of processes than previously thought,
encompassing post-retrieval situations such as reconsolidation and extinction, each with
its particular mechanisms. The scope of this study is to explore the involvement of the
hippocampal cholinergic M4 muscarinic subsystem on the consolidation, retrieval,
reconsolidation and extinction of memories, moreover to investigate the role of M4
subsystem of basoalteral amygdala on the consolidation and reconsolidation. Last works
shown a different modulatory role of hippocampal M4 receptors about consolidation
and retrieval processes, therefore This work aims to investigate the muscarinic
cholinergic modulation at hippocampal circuits by M4 receptors, along different periods
of memory consolidation for an inhibitory avoidance task, and verify if the change
effect of pre-test MT3 are dependent of mMRNA synthesis. MT3, a very selective M4
antagonist, and the less selective antagonist scopolamine were infused bilaterally into
the rat CAL area, and their effects studied in a contextual fear conditioning task (CFC)
and inhibitory avoidance task (IA). When infused immediately after training, both
treatments caused disruption of the memory consolidation, however, only MT3 was
effective when infused before the test session, and the effect, was the opposite, i.e.,
memory facilitation. Moreover, only MT3 enhanced the reconsolidation of CFC
following its infusion into the hippocampus or blocked its extinction. Infused into the
basolateral amygdala, muscarinic antagonists shown an amnestic effect about the
consolidation and reconsolidation of CFC memory. In the 1A experiments, MT3 infused
immediately after training was amnestic upon the consolidation process, while an
“opposite effect” —memory facilitation— was observed in the 90-180min time window.
The DRB was amnestic too upon the consolidation, showing that the transcriptional
process is essential to the memory. Moreover, the DRB reverted the facilitatory effect of
pre-test MT3. These results suggest an endogenous positive modulation of the
cholinergic muscarinic system present during the consolidation or the extinction of an
aversive memory, but an opposite action during memory retrieval or memory
reconsolidation. Moreover, these results suggest that M4 receptors are likely expressed
at different hippocampal localizations where they underlie different processes and
plasticity events, may be over expressed upon glutamatergic excitatory cells.



INTRODUCAO

O aprendizado é o processo de aquisicdo de informacBes provenientes tanto do
ambiente quanto de representacdes introspectivas deste, enquanto membria € a
capacidade de reter essas informagdes. A memdria pode ser considerada o fator
bioldgico que mais caracteriza um individuo como uma entidade particular, diferente de
todos os outros seres vivos (inclusive entre aqueles que apresentam ADNSs idénticos).
Nos seres humanos, em particular, a histéria de uma pessoa, a colecdo pessoal de
lembrancas, juntamente com as caracteristicas comportamentais genéticas, forma o
arcabouco essencial para a construcdo de uma personalidade.

Durante a evolugéo da vida na Terra, o surgimento da capacidade de aprender e
formar novas memorias permitiu que os seres vivos se beneficiassem de experiéncias
passadas para resolver novos problemas, deste modo tornando o0s organismos mais
adaptaveis a um ambiente sempre em modificacdo. A capacidade de formar memorias é
uma caracteristica filogeneticamente antiga e conservada na escalada zooldgica, uma
vez que € observada desde os invertebrados.

A memo©ria esta relacionada a uma funcao do Sistema Nervoso Central, onde o
encéfalo estd constantemente criando e evocando memorias, sendo que a memoria ndo é
apenas a capacidade de repetir, mas sim de variar a resposta frente a uma nova
aprendizagem. A aprendizagem transforma as experiéncias em memarias e € 0 processo
pelo qual humanos e outros animais captam conhecimentos (Kandel et al., 2000).

As memorias podem ser consideradas como uma interpretacdo do mundo, pois
nas memorias de um individuo existe a excluséo de fatos triviais ou pouco significantes,

assim como pode ocorrer a incorporacdo de informacdes irreais. Portanto, existe um



processo de traducdo entre a realidade das experiéncias e a formacdo da respectiva
memoria. Nos processos de traducdo, sdo utilizadas complexas redes de neurdnios e 0s
codigos e os processos utilizados ndo sdo idénticos a realidade da qual extraem as
informag@es. Durante a consolidacdo das memorias, estas células convertem a realidade
em um complexo codigo de sinais elétricos e bioquimicos. Na evocacdo, ao trazer de
volta essa informacdo ao meio, 0s neurdnios reconvertem sinais biogquimicos ou
estruturais em elétricos, de maneira que novamente 0s sentidos e a consciéncia possam
interpreta-los como pertencendo ao mundo real (Izquierdo, 2002).

A memoéria s6 pode ser medida em animais com a observacdo de
comportamentos modificados durante a evocacdo (Quillfeldt, 1994), por exemplo:
quando um animal adquire a capacidade de suprimir uma resposta inata como a de
explorar um ambiente novo, ou passa a apresentar comportamentos “artificiais” como
aprender a pressionar uma alavanca para conseguir uma recompensa. Ja nos seres
humanos, alguns tipos de memorias podem ser verbalmente declaradas. O aprendizado
pode ser mensurado observando a mudanca de desempenho numa tarefa através do
treinamento repetitivo, o que pode ser observado nas suas “curvas de aprendizado”

(Kandel et al., 2000).

Tipos de Memorias:

O melhor entendimento tedrico e experimental do complexo conceito de

memoria nos leva a adotar a uma classificacdo por diferentes critérios, como, por

exemplo, de acordo com o tempo que duram e com o0 seu conteudo.



Segundo o critério temporal, as memdrias sdo classificadas de acordo com o
tempo que permanecem disponiveis para a evocacdo apds a aquisi¢do. Conceitua-se
uma memoria de longa duracdo (MLD), se uma memdria pode ser evocada dias,
semanas ou anos apds formada. Entretanto, se ela puder ser evocada apenas por um
curto periodo (algumas horas) apés a aquisicdo, é chamada memoria de curta duracdo
(MCD) (lzquierdo et al., 1998; McGaugh, 1966, 2000).

Um dos maiores questionamentos levantados no estudo do funcionamento da
memoria é se a MCD €é uma passo necessario para o estabelecimento da MLD, ou uma
forma separada de memdria. Uma forma possivel de responder a esta questdo foi a de
demonstrar o bloqueio MCD sem alterar a formacdo de uma MLD para uma mesma
tarefa no mesmo animal (lzquierdo et al., 1998). Nestes trabalhos, agonistas e
antagonistas seletivos de varios receptores e de proteinas cinases foram administrados
no hipocampo, cortex entorrinal, cortex parietal posterior seletivamente afetaram a
MCD sem causar qualquer alteracdo na formagdo da MLD. Em concluséo a esses
trabalhos, parece que MCD e MLD operam através de mecanismos separados, porém
simultaneos. Entretanto, muitos mecanismos moleculares parecem ser necessarios tanto
para a formacao de uma MCD quanto de uma MLD (lzquierdo et al., 1998).

Quanto ao conteudo, podemos classificar memaorias em explicitas (declarativas),
ou implicitas (procedurais). As memorias que registram fatos, eventos ou
conhecimentos sdo chamadas de explicitas ou declarativas. Entre elas, aquelas que
registram fatos sdo denominadas de memorias episddicas, e as de conhecimentos gerais,
sdo as memorias seméanticas. Essas memorias séo facilmente trazidas & consciéncia e
podem ser facilmente transmitidas de forma verbal (em humanos) (Squire, 1992).

Denominam-se memoarias procedurais ou implicitas as memdrias de capacidades

motoras ou sensoriais, também chamados de habitos. As memorias de procedimentos
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sdo adquiridas de maneira inconsciente e ndao sdo faceis de descrever (¢ mais fécil de
demonstra-las). Por exemplo, sdo as memorias de como andar de bicicleta, dirigir um
carro, nadar, ou conhecer as regras gramaticais de um determinado idioma (Setlow,
Roozendaal e McGaugh, 2000; Ungerleider et al., 2002).

Os diversos tipos de memorias apresentam mecanismos de formacéo e estruturas
cerebrais envolvidas distintas entre si. Porém, nesse trabalho empregaremos apenas 0s

mecanismos de memdria declarativa de longa duracéo.

O Traco de Memoria (engrama):

A possibilidade que a memoria possa persistir devido a ocorréncia de mudancas
estruturais das conexdes sindpticas no Sistema Nervoso tem sido especulada desde os
antigos filosofos gregos. Mas a constatacdo fenomenoldgica e experimental dessa teoria
comeca no fim do século dezenove, quando Cajal e Sherrington propuseram que a
ativacdo repetida de um neurbnio leva a mudangas metabdlicas que causam uma
aproximacdo com outro neurénio, formando pontes associativas entre eles. Essas pontes
dependentes de estimulo constituem uma base fisiologica da memdria (Lamprecht e
LeDoux, 2004; McGaugh, 2000).

Estas e outras especulacGes preliminares influenciaram o desenvolvimento da
teoria de Hebb. Ele postulou que quando um axdénio de uma celula esta proximo o
suficiente para excitar outra célula e repetida ou persistentemente participa no seu
disparo, algum processo de crescimento ou mudanca metabolica ocorre em uma ou em

ambas as células, de modo que a eficiéncia de disparo entre ambas € aumentada (Hebb,
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1949). O conceito tedrico apresentado nesse postulado permanece util como sendo o
possivel substrato celular do engrama ou traco de meméria (Lamprecht e LeDux, 2004).

A busca historia, de mais de um século, do substrato fisico da memdria envolveu
inimeros trabalhos com diferentes modelos experimentais, entre eles: comportamentais,
farmacoldgico-comportamentais e eletrofisiologicos. Esses trabalhos sdo responsaveis
pelo o entendimento de que durante a aprendizagem, mudancas fisiologicas reversiveis
acontecem nos contatos sinépticos dos neurdnios do encéfalo, estas mudancas devem
ser estabilizadas ou consolidadas para que o traco de memoria possa persistir. As
mudangas temporarias reversiveis sdo relacionadas com os processos de formagdo de
memorias de curta duracdo, e as mudancas sinapticas mais persistentes sao responsaveis
pela formacdo de um traco mais duradouro de uma memoria de longa duracao.
Acredita-se que a estabilizacdo desse traco € dependente da expressdo génica,
controlada pelo estimulo, e da sintese protéica resultante (Dudai, 2004; Lamprecht e

LeDux, 2004; McGaugh, 2000).

Estruturas enceféalicas envolvidas com a memoéria:

O fisiologista russo lvan Pavlov afirmava que 0s processos cognitivos estavam
centrados no neocortex (Lorenzini et al., 1999). Hoje é de conhecimento que algumas
regides especificas do encéfalo sdo responsaveis pelo processamento de diferentes tipos
de memorias (Quillfeldt et al., 1996).

O estudo com humanos que sofreram a destruicdo bilateral do lobo
temporal,demonstrou que essa regido € importante para a formacdo de novas memorias

declarativas, porém as lesdes ndo causavam amnesia retrograda de longa duragédo
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(Scoville e Millner, 1957). Trabalhos envolvendo métodos que causavam a destruicdo
ou o bloqueio farmacolédgico mais preciso de algumas estruturas em animais, tornaram-
se exemplos de um modelo consagrado para desvendar 0os mecanismos da memoria
(McGaugh e lzquierdo, 2000). Esses trabalhos apontam que o processamento de
memorias declarativas é dependente de estruturas como o hipocampo e a amigdala
(Fuster, 1997).

O hipocampo e a amigdala sdo interconectados por vias aferentes e eferentes
indiretas via, principalmente, o cortex entorrinal, que também tem conexdes com o
cortex parietal posterior e cortex pré-frontal. Todas essas estruturas desempenham
papeis de forma integrada na memoria (Quillfeldt et al., 1996; Izquierdo et al., 1997;
Lorenzini et al., 1999).

Contudo, a contribuicdo de cada estrutura e regido especifica ndo é idéntica. O
hipocampo processa principalmente informacgdes espaciais e contextuais. A amigdala é
um importante nicleo modulador da atividade hipocampal e sua funcéo apresenta, como
principal substrato, informagGes com fortes componentes emocionais e aversivas. O
estresse é um fator importante no processamento integrado entre hipocampo e amigdala
(Pitkanen, Savander e Ledoux, 1997; McGaugh, Rooseendaal e Ahill, 1999).

O cortex entorrinal esta encarregado de integrar as informagdes provenientes do
hipocampo e da amigdala. Assim, o cortex entorrinal participa do processamento e
armazenamento de diferentes contetidos cognitivos, tanto aversivos contextuais como
espaciais (Quillfeldt et al., 1994; 1996; Izquierdo et al., 1997).

O hipocampo é um importante centro de plasticidade sinaptica e sua atividade é
amplamente modulada por outras regides encefalicas, como por exemplo: a amigadala
e 0s nucleos colinérgicos do septo medial e o nucleo basalis de Meynert (Parent e

Baxter, 2004). O hipocampo é composto por duas areas, dobradas uma sobre a outra.
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Uma é chamada de Giro Denteado, enquanto a outra é denominada de Corno de Amon.
O Corno de Amon apresenta duas subregides principais CA3 e CAl (Cooper e
Lowenstein, 2001).

O cértex entorrinal é uma grande via de entrada de informagdes ao hipocampo,
através de um feixe de axbnios chamado de via perfurante. Esses ax6nios estabelecem
sinapses com o0s neurdnios granulares do giro denteado. Os neur6nios do giro denteado
projetam ax6nios através das fibras musgosas que fazem sinapses com o0s neurénios
piramidais de CA3. As células de CA3 projetam axdnios que se ramificam. Um ramo
deixa o hipocampo pelo fornix e o outro, chamado de colateral de Schaeffer, forma
sinapses com 0s neurdnios piramidais de CAl, que, por sua vez, comunicam-se com 0
cortex entorrinal. O circuito trisindptico basico do hipocampo apresenta contatos
sinapticos extremamente plasticos e suscetiveis a modulacdo tanto por agentes
endogenos como por farmacos infundidos, além de suas vias constituirem objetos de
estudo de diferentes protocolos eletrofisiologicos (Cooper e Lowenstein, 2001).

A via septo-hipocampal € uma importante entrada colinérgica ao hipocampo,
provavelmente projetando para as regides dendriticas proximais de neurdnios piramidais
e para o0s interneurénios. Um pequeno ndmero de neurdnios colinérgicos intrinsecos
também estdo presentes no hipocampo. E sabido que a liberacio de acetilcolina causa
certas acOes, incluindo excitacdo, desinibicdo, e inibicdo pré-sinaptica nas células
piramidais do hipocampo. Portanto, 0s neurbnios aferentes do septo podem
efetivamente alterar a atividade hipocampal (Rouse et al., 1999). O sistema septo-
hipocampal, com a circuitaria interna da formacéo hipocampal, mais as conexdes com
regides associativas do cdrtex, com a amigdala e com o nucleo basalis de Meinert,
sugere fortemente um possivel substrato morfologico para 0s processos superiores da

memodria. (Hasselmo, 1999; 2006).
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Cada etapa do processamento da memoria parece envolver diferentes
mecanismos e diferentes areas do Sistema Nervoso Central. De acordo com Quillfeldt et
al., 1996, a formacdo da memoria requer a atividade integrada seqtiencial de diferentes
areas: como o hipocampo, a amigdala (basolateral), o cértex entorrinal e o coOrtex
posterior parietal também sdo necessarios para a evocacdo da esquiva inibitéria 24 horas
apos o treino. Com outros intervalos entre treino e teste, porém, estas estruturas tém
participacdo diferenciada: o hipocampo juntamente com a amigdala é necessario apenas
até 26 dias apds o treino, o cortex entorrinal apresenta funcdo somente até 30 dias, € 0
cortex posterior parietal é necessario de dois a trés meses ap6s 0 treino para a evocagao
em ratos.

E possivel que o nivel de atencio, dependente da atividade cortical, dado a uma
determinada nova experiéncia leve a ativagdo da formag&o hipocampal, que sofreria
alteracdes plasticas, fazendo com que a nova informagdo possa ser armazenada de
forma mais definitiva nas estruturas corticais mais ascendentes. O hipocampo parece
constituir um local transitorio onde a informagédo seria temporariamente armazenada
(Fuster, 1997).

Outras areas encefalicas como o teleencéfalo basal, principalmente o estriado, o
cerebelo e os cortices motores também participam do processamento de memaorias com
conteddo procedural ou implicito. Talvez, atuando de forma paralela e independente de

estruturas limbicas ou dos lobos temporais (Fuster, 1997).
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Fases da Memoria

A memoria de uma experiéncia ndo € algo que se estabelece instantaneamente no
encéfalo de um individuo. E necessario um tempo, no qual a memdria vai sendo
preparada para se tornar algo mais permanente. Durante 0s primeiros minutos ou horas
apos sua aquisicdo, elas sdo suscetiveis a interferéncia de outras memorias, drogas ou
outros tratamentos (McGaugh, 1966; 2000).

O processamento da memoria divide-se nas fases de aquisicdo,
consolidacdo/armazenamento e evocacao (Quillfeldt, 1994). Apesar de possuir etapas
bem caracterizadas, a memoria pode sofrer constantes transformacdes quando evocada,
seja por estimulos diretamente relacionados com o episodio de aprendizagem, como
tarefas repetitivas, seja por associa¢ao de outras informacg6es colocadas no momento da
evocacdo. Ou seja, uma memdria consolidada pode ser labilizada ap6s uma evocacéo e
a fase de reconsolidacdo surge como o mecanismo pelo qual uma memdria pode ser
atualizada a fim de persistir (Nader et al., 2000; Sara, 2000).

A aquisicao refere-se ao periodo de tempo em que o individuo responde aos
estimulos que levardo a formacdo de uma memoria, é dependente do grau de atencao
relacionada com a nova informacdo (McGaugh, 2000). A consolidacdo € o periodo em
que o traco de memdria € instavel, e esta sendo complementado e modulado por varias
informacgdes sobre o ambiente (Dudai, 2004; McGaugh, Rosendaal e Cahill, 1999;
McGaugh, 2000). Para a formacdo de uma memdria de longa duracdo, esta envolvida
uma série de processos metabdlicos no hipocampo e em outras estruturas encefalicas
que compreendem diversas fases (lzquierdo e Medina, 1997). Por fim, o
armazenamento, € o processo através do qual o traco de memdria, mais consistente, é

guardado de maneira mais permanente (lIzquierdo et al, 1997).
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O aprendizado adquirido a partir de um novo estimulo pode ser alterado das
mais variadas formas, se uma ou mais das etapas de formacdo da memoria for
manipulada. A interferéncia pode ocorrer antes da exposi¢cdo a uma nova experiéncia,
ou nos momentos iniciais da aquisicdo, ou, ainda, algumas horas apds. Em qualquer um
desses momentos o0 processo de consolidacdo da memoria é suscetivel a alguma
alteracdo (McGaugh, 1966). J& o processo de evocacdo pode ser interferido com
tratamento aplicados minutos antes do teste (lzquierdo et al., 1997; Barros et al., 2001).
Uma manipulagdo aplicada logo ap6s o teste, durante a relabilizacdo, age,

principalmente, na faze de reconsolidacéo (Figura 1) (Nader et al., 2000).

Como podemos estudar a memoria?
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aquisicdo consolidacdo evocacao .
quisi ¢ ¢ extingcao

Figura 1: Esquema representativo de um desenho experimental de uma tarefa com uma

Unica sessdo de treino e as fases da memdria que podem ser estudadas com este

protocolo.
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Mecanismos do processo de consolidacdo da memoria:

A consolidacao é definida como sendo o processo de estabilizacdo dependente
de tempo que eventualmente leva ao armazenamento permanente de uma nova memoria
adquirida. O termo consolidacdo é utilizado para definir dois processos diferentes:
consolidacdo sistémica, que envolve o processamento de memorias dependentes de
hipocampo que, com o passar do tempo (anos em humanos e semanas em ratos) tornam-
se independentes do hipocampo, ou seja, reflete o mecanismo pelo qual memdrias
remotas sdo armazenadas de forma difusa e mais permanente no neocértex e nao
necessitam mais do hipocampo para serem evocadas; e consolidacdo sinaptica que é a
estabilizacdo dependente de tempo (horas) das modificagdes na eficiéncia sinéptica que
ocorrem em seguida a aquisicdo (Nader e Hardt, 2009). Este trabalho estad focado
exclusivamente no estudo desse Ultimo processo.

Os mecanismos de consolidacdo de memdrias de longa duracdo, a fase de
formagéo da memoria mais bem estudada, comegaram a ser desvendado nos ultimos 20
anos em consequéncia da descoberta de um processo eletrofisiolégico chamado
Potenciacdo de longa duracdo (PLD). Esta consiste no aumento persistente da resposta
de neurdnios a uma breve estimulagdo tetanica de um axénio ou conjunto de axdnios
que fazem sinapses com elas. Em seguida, foi descrita a Depressdo de Longa Duracao
(DLD), outro fenémeno eletrofisiologico que consiste na inibicdo persistente de uma
determinada resposta sinaptica como conseqiiéncia, também, da estimulacdo repetida,
porém de baixa frequéncia, de uma via aferente (Bliss e Collingridge, 1993; Lamprecht
e LeDoux, 2004).

Esses foram os processos eletrofisiologicos observados cuja a duracdo podia ser

medida em horas, semanas ou meses. Essa longa duracao, andlogo ao proprio fenbmeno
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da memoria, levou muitos a considera-los como possiveis bases dos processos de
formacdo e armazenamento da memdria (Stevens, 1998).

Porém, trabalhos posteriores demonstraram que 0s mecanismos envolvidos com
0 processo de consolidacdo ndo sdao completamente idénticos a potenciacdo de longa
duracdo, mesmo que, na sub-regido CA1, utilizem muitos processos em comum
(Stevens, 1998).

A explicagdo mais provavel para os fendmenos de PLD, DLD e consolidagéo de
memorias declarativas de longa duracdo € que as células nervosas, mais
particularmente, as células piramidais da regido CAl do hipocampo, sofrem
modificacBes plasticas. Denomina-se “plasticidade sindptica” o conjunto de processos
fisioldgicos, no nivel celular e/ou molecular, que explica a capacidade dos neurdnios de
mudar suas respostas com relacdo a determinados estimulos da experiéncia (Bliss e
Collingridge, 1993; Lamprecht e LeDoux, 2004).

A farmacologia tem se revelado um importante aliado nos estudos
comportamentais, sobretudo na pesquisa dos processos da memoria (McGaugh &
Izquierdo, 2000). Os tratamentos realizados apos o treino sdo 0s mais adequados para
estudar a memoria de qualquer tarefa, podendo resultar em facilitacdo ou prejuizo desta
(McGaugh, 1966, 2000). A existéncia de sistemas enddgenos que, quando manipulados
experimentalmente, afetam o desempenho dos animais no teste, sugere gque muitos
destes sistemas estejam fisiologicamente envolvidos na consolidacdo da memodria.

Ha& alguns anos, os sistemas moduladores mais estudados eram aqueles
envolvidos com a resposta de adaptacdo ao estresse, compreendendo 0s sistemas
mediados por catecolaminas como a noradrenalina e a adrenalina, e por neuropeptideos
como a B-endorfina e vasopressina (lzquierdo et al., 1993). Atualmente, existe um

consenso da atividade de sistemas de neurotransmissores efetores, como o aminoacido
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excitatério glutamato e o inibitério GABA, que sdo modulados pelos outros sistemas,
em especial pelo sistema colinérgico.

O principal candidato a promotor da plasticidade sindptica no processo de
consolidacdo da memoria é a ativacdo do receptor glutamatérgico ionotropico do tipo
NMDA, que permite o influxo de Ca™ na célula. Esse é o receptor mais complexamente
regulado que se conhece, pois ele necessita da ligagdo do neurotransmissor glutamato
(ou aspartato) e da ligagdo da glicina (considerada um coagonista do receptor) ao seu
sitio especifico; além disso, apresenta sitios de ligacdo para poliaminas (espermina e
espermidina) (Dingledine e McBain, 1999). O influxo de calcio nas células origina uma
cascata de sinalizacdo com a ativacdo de varias proteinas-cinase, entre elas a proteina
cinase dependente de célcio (PKC) e a célcio-calmodulina cinase tipo 1l (CAMK 11). A
atividade dessas enzimas favorece a fosforilagdo de diversos tipos de receptores ao
glutamato, ativando-os por varias horas (Izquierdo e McGhaugh, 2000).

Simultaneamente a ativacao do receptor NMDA, ocorre a ativacao de receptores
glutamatérgicos metabotropicos, de receptores colinérgicos muscarinicos e de
noradrenérgicos 3, que modulam a acdo dos anteriores. Deste modo também ocorre a
producéo de outros segundos mensageiros, como 0 GMPc e o AMPc, que ativam outras
proteinas cinase, como a proteina cinase dependente de GMPc (PKG), a proteina cinase
dependente de AMPc (PKA) e as proteinas cinases ativaveis por agentes mitdgenos
(MAPK) (Dudai, 2004).

Essas cinases fosforilam uma série de outras proteinas, e ao fim da cascata,
levam a mudanga nos niveis de expressdo na atividade de véarias proteinas, como, por
exemplo, a ativacdo da P-CREB nuclear, que participa em processos que levam a

sintese de muitas proteinas (Dudai, 2004).
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A proteina cinase dependente de GMPc (PKG) estd envolvida na producdo de
mensageiros retrogrados, pois ativa trés enzimas: a oxido nitrico sintetase, que produz
NO; a hemeoxigenase, que produz monoxido de carbono; e a enzima que produz o fator
de ativagdo plaquetario (PAF). O NO e o CO séo gases que se difundem através da
membrana, migrando para a terminacgao pré-sinaptica; o PAF é um lipidio que também
atravessa a membrana dendritica, dirigindo-se a terminacdo axonal. Estas trés
substancias aumentam a eficiéncia da sinapse através de mecanismos que promovem o
aumento da liberag&o do neurotransmissor glutamato (Dudai, 2004).

O armazenamento de longa duracdo de informagfes é um aspecto caracteristico
do funcionamento do encéfalo (Bekinschtein et al., 2006). As memorias podem durar
por horas (memorias de curta duracdo), ou por dias, ou por semanas, ou por toda a vida
(memérias de longa duracdo) (Bekinschtein et al, 2008). Memorias de longa duracao
necessitam de expressdo génica e sintese protéica dentro de um processo de
estabilizacdo que ocorre na consolidacdo em areas restritas do encéfalo, como o
hipocampo ou a amigdala basolateral. Para uma memdria persistir, a intensidade do
estimulo presente no momento da aquisicdo deve ser forte o suficiente para fazer com
que as modificacbes moleculares das vias que processam a nova informacdo sejam
resistentes a renovacdo natural das proteinas sinapticas fazendo perdurar as conexdes
entre as células. Em outras palavras, a persisténcia de uma memdria deve ser modulada
por diversos fatores (estresse, estado de &nimo); porém, pouco é conhecido acerca dos
mecanismos moleculares que possibilitam que algumas memorias persistam mais que
outras (Bekinschtein et al., 2006).

Recentemente, foi descrito o requerimento tardio (12 horas apos o treino), dentro
do processo de consolidacdo, de transcri¢do génica e a expressdo de BDNF, que regula a

estrutura e funcdo neuronal com particular importancia na plasticidade sinaptica, no
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hipocampo como mecanismos mediadores da persisténcia da memoria de longa duragéo
(Bekinschtein et al., 2006). Além disso, foi proposto que a ativacdo da area tegmental
ventral (especificamente ativada durante uma experiéncia com um relevante
componente motivacional) imediatamente e 12 horas apds o treino culmina na ativacao
dopaminérgica no hipocampo e o aumento dependente de BDNF (12 horas ap6s o
treino) determinando, também, a manutencdo da memoria de longa duracdo (Rossato et
al., 2009).

Outro forte candidato a favorecer a persisténcia da memdria é a atividade
fosforilante persistente de uma isoforma de PKC chamada proteina cinase M zeta
(PKMC), que recentemente tem sido descrita como sendo um fator critico para a
manutencdo de memorias aversivas de longa duracdo no hipocampo, na amigdala e no
neocortex. A PKM( tem uma atividade automaética e persistente, pois ndo apresenta o
sitio regulatorio da PKC, sendo composta somente pelo dominio catalitico da PKC{. No
encéfalo, a PKM( ¢ gerada por um gene especifico que produz somente o dominio {
catalitico. Durante uma potenciacdo de longa duracdo, o estimulo tetanico induz o
aumento de sintese de PKM( que favorece a manutencdo da potenciacao da transmissao
sinaptica de longa duracdo (Hernandez et al., 2003; Shema et al., 2007; Yao et al., 2008;
Serrano et al., 2008).

Enfim, o armazenamento de memodrias se deve, também, a alteracdes
morfoldgicas das sinapses envolvidas. A ativacdo plastica de algumas vias nervosas,
envolvendo o hipocampo e suas conexdes, causa alteracdes ao metabolismo celular e
modificacbes morfoldgicas das sinapses por meio de uma série de passos moleculares,
na subregido do giro denteado, especialmente, a plasticidade pode ocorrer, inclusive,

com neurogénese (McEwen, 1999).
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Mecanismos de evocacao e reconsolidagdo da memoria:

Como ja dito anteriormente, em modelos animais, a Unica forma de medir uma
memoria é verificarmos a alteracdo de um comportamento durante a evocacgdo, onde
ocorre a reativacdo das redes sinapticas de cada memoria (Quillfeldt et al., 1994). A
evocacao serd, entdo, mais fidedigna quanto mais componentes do estimulo
condicionado sejam apresentados na hora do teste. Recriar uma memoria para evocé-la,
implica em conclamar & acdo o maior nimero de sinapses pertencentes aos estimulos
condicionados dessa memoria.

Na evocacdo simultaneamente a ativacdo dos receptores glutamatérgicos
ionotrépicos ndo-NMDA, as vias de sinalizacdo da PKA, PKC e MAPK séo necessarios
em CAL, cortices entorrinal, parietal e cingulado anterior. Diferentemente da
consolidacdo, a CAMK 1l ndo e importante para a evocacao (lzquierdo et al., 1998;
Szapiro et al., 2002 ).

A evocagdo constitui um processo molecular complexo que ocorre
simultaneamente em varias areas cerebrais, e que obedece a mecanismos bioguimicos
proprios. A participacdo de enzimas como a PKA, PKC e MAPK sugere que outros
sistemas de neurotransmissores, e outros receptores metabotrdpicos, participam do
processo. Além disso, essas sdo as trés principais vias enzimaticas em todos 0s
fendmenos plasticos conhecidos nos tecidos nervosos, indicando que o processo de
evocacdo da memdria ndo é simplesmente uma conseqliéncia da consolidagdo, mas um
processo novo e diferenciado (Szapiro et al., 2002).

Apos a consolidacdo, uma memdria pode permanecer estavelmente armazenada
e eventualmente ser evocada quando necessaria, mas isso ndo significa que esta

memdria estard cristalina e indefinitivamente gravada, insensivel a todo o tipo de evento
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pos-consolidacdo. Ao invés disso, as memorias consolidadas tornam-se labilizadas
quando reativadas, o que ocorre quando evocadas. Durante essa nova fase de
fragilidade, essas memorias podem sofrer interferéncia de diversos tratamentos,
comportamentais e farmacoldgicos, inclusive a memoria pode ser bloqueada com a
administracdo de bloqueadores de transcricdo génica, de forma semelhante ao que
ocorre na fase inicial de consolidacdo. Esta similaridade particular ao inicio do processo
de consolidacdo levou a quase totalidade da comunidade cientifica a chamar esta fase
que ocorre imediatamente ap6s a evocacao de reconsolidagdo. Portanto, através dessa
“nova consolidagdo” uma memoria labilizada pela evocacdo pode ser novamente
estabilizada (Alberini, 2005; Dudai e Eisenberg, 2004; Nader et al., 2000; Sara, 2000;
Suzuki et al., 2004; Tronson e Taylor, 2007).

Apesar de existir uma sobreposi¢édo entre consolidagdo e reconsolidagcdo quanto
a funcdo de armazenamento de memorias e quanto a necessidade de sintese protéica
subjacente, a reconsolidacdo ndo é apenas uma simples repeticdo da consolidagédo
(Tronson e Taylor, 2007). Sistemas de neurotransmissores e cascatas bioquimicas
envolvidas podem apresentar diferencas, por exemplo: os receptores CB1 canabinoides
hipocampais apresentam papéis contrarios entre consolidacdo e reconsolidacdo (de
Oliveira Alvares et al., 2008); além disso, ocorrem diferencas na expressdo de fatores de
transcricdo (c-Fos) entre os dois processos em diferentes estruturas encefalicas (Lee et
al., 2004).

A reconsolidacdo pode corresponder ao mecanismo pelo qual memorias antigas
possam ser integradas a novas memdrias, ou que memorias antigas possam ser
atualizadas ou mesmo substituidas por novas memdrias cujo significado seja conflitante,
mas que apresentem melhor representatividade sob novas condi¢des. Além disso, a

reconsolidacdo pode também ser considerada como uma fase de um processo mais
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extenso de consolidagéo, onde a estabilidade de um trago mnemdnico ndo seria apenas
uma conseqliéncia da intensidade da aprendizagem, mas também do nimero de vezes
que este traco é reativado. Do ponto de vista adaptativo desse processo, fica evidente
como a relevancia comportamental de uma memoria esta diretamente correlacionada
com o maior nimero de vezes que ela é reativada, a estabilizacdo desse traco esta
intimamente relacionada aos episodios de evocacgdo e reconsolidacao (Alberini, 2005).

Entretanto, a reconsolidacdo ndo pode ser considerada uma propriedade
universal da memoria. Sob condicdes especiais, as memorias podem ndo ser facilmente
labilizadas através de uma reativacgdo, isso ocorre, por exemplo, com memarias remotas,
ou memorias de longuissima duracdo. Essas memorias estdo armazenadas de forma
difusa e definitiva em estruturas como o neocortex, e as reativagdes ndo sao suficientes
para labiliza-las e conseqlientemente reconsolida-las (Nader e Hardt, 2009).

Além disso, em condig¢Oes experimentais — como na tarefa de Condicionamento
Aversivo Contextual (CAC) que segue um modelo Pavloviano onde uma sessdo de
treino pareando um estimulo condicionado (choque nas patas de um rato) com estimulo
incondicionado (contexto) produz uma memoria aversiva bastante robusta e medida
através de respostas de congelamento (“freezing”) — a intensidade do treinamento
(intensidade e/ou quantidade de choques) utilizada também € determinante para o
estudo da reconsolidacdo (Bustos et al., 2006; 2009). Um treinamento muito intenso
torna as memorias pouco suscetiveis a labilizacdo com uma reativacao, uma estratégia
aplicavel nesse caso é a de utilizar uma reativacdo mais duradoura, ou, ainda, utilizar
varias reativacoes.

A natureza das reativacdes utilizadas experimentalmente determina os objetivos
do trabalho. Em protocolos de treinamentos brandos, as reativagdes curtas (2-5 minutos)

sdo suficientes para labilizar as memdrias e tratamentos farmacolégicos (inibidores de
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transcricdo) infundidos em estruturas como o hipocampo dorsal e a amigdala basolateral
de ratos imediatamente apds a reativacdo sdo amneésicos sobre a reconsolidacdo da
memoria (Nader e Hardt, 2009). Entretanto, reativacbes mais longas (15-30 minutos)
causam a extin¢do da memoria da tarefa. A extin¢do corresponde a uma nova memoria
formada que compete e atrapalha a expressdo da memdria original, por exemplo: na
tarefa de CAC, um contexto que originalmente causava muito medo num rato parece
tornar-se menos nocivo ao animal apds uma longa sessdo de reativacdo. O animal
aprende, assim, que o contexto ndo é tdo desagradavel. Portanto, a formacdo de uma
nova memoria (consolidacdo da extingdo) interfere com a reconsolidacdo da memoria

original sob condicdes especiais (Nader e Hardt, 2009)

O Sistema Colinérgico Muscarinico e a memoria

O sistema colinérgico desempenha um papel essencial nos processos
aprendizado e memoria (Winkler et al., 1995). O neurotransmissor acetilcolina (ACo)
liga-se a duas classes de receptores: os receptores colinérgicos nicotinicos, de acdo
ionotrépica, e os receptores colinérgicos muscarinicos, de acdo metabotrépica (Kandel
et al., 2000).

A sintese de acetilcolina ocorre nos terminais nervosos a partir de dois
precursores, a colina e a acetil-coenzima A, fornecidas pela clivagem de fosfolipideos e
a partir do metabolismo oxidativo na mitocéndria. A colina acetiltranferase catalisa a
sintese de acetilcolina que, por sua vez, pode interagir com receptores colinérgicos pre e
pos-sindpticos. A acetilcolinesterase, localizada na fenda sindptica, hidroliza a

acetilcolina e colina e acetato (Taylor e Brown, 1999)
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A anatomia do sistema colinérgico central envolve trés grupos de neurbnios
principais: o sistema motor, que inclui os motoneurénios da medula espinhal e nucleos
dos nervos dos pares cranianos; 0s neurdnios colinérgicos estriatais, que participam do
controle motor extrapiramidal; e os neurdnios da coluna colinérgica rostral do
prosencéfalo basal, incluindo o complexo septo medial, que projeta axénios ao
hipocampo, e o nucleo basal, que projeta a amigdala, demonstrando envolvimento com
aprendizado e memodria (Singh, 1985).

Os receptores muscarinicos pertencem a superfamilia de receptores acoplados a
proteina G. Esse sistema é composto de cinco subtipos de receptores (M1 a M5), cada
qual codificado por um gene especifico, sendo que o0s receptores M1 ao M4 sdo
expressos no neocdrtex (Kimura e Baughman, 1997).

A ACo ao ligar-se ao receptor muscarinico, dispara um sinal da membrana ao
citoplasma, cuja laténcia de ativacdo é lenta (100-250 ms) em comparacdo com um
receptor ionotropico (5 ms). Quando ocorre a ativagdo de um receptor muscarinico, a
proteina G, composta por trés subunidades (Ga, GB e Gy), tem suas subunidades
desacopladas devido a atividade de Go que desliga-se do GDP e liga-se ao GTP,
estimulando uma cascata de sinalizacdo intracelular (Selbie e Hill, 1998).

Dependendo do tipo de receptor metabotrépico e do tipo de proteina G
associada, a subunidade Go pode produzir efeitos diversos:

- ativacéo da fosfolipase C, formando inositol-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG);
- ativacdo da adenilil ciclase, aumentando os niveis de AMPc;
- inibicdo da adenilil ciclase, diminuindo os niveis de AMPc;
- ativacdo da fosfolipase A2, formando acido araquiddnico (Selbie e Hill, 1998).
J& foi demonstrado que os subtipos de receptores muscarinicos M1, M3 e M5,

preferencialmente, sdo associados a subunidade Ga da familia Gg/G11, resultando na
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estimulagéo de diferentes isoformas de PLC. Entretanto, os receptores M2 e M4
acoplam-se a classe Gi/GO, envolvida na inibicdo da adenilil ciclase e na inibi¢do da
cascata da PKA (Jerusalinsky e Harvey, 1994). Quando localizados no terminal pré-
sinaptico, os receptores M2 e M4 controlam negativamente a liberagdo de
neurotransmissores (GABA, glutamato e acetilcolina) através da ativacdo de canais de
potéssio que hiperpolarizam a célula inibindo a ativacdo de canais de calcio, necessarios
para a exocitose dos neurotransmissores (Taylor e Brown, 1999)

A importancia da modulagdo colinérgica muscarinica nos processos cognitivos
pode ser ilustrada por algumas caracteristicas patoldgicas presentes na doenca de
Alzheimer, como, por exemplo, a degeneracdo dos neurdnios colinégicos do nucleo
basalis de Meinert que causa uma diminuicdo significativa da acetilcolina liberada na
amigdala, hipocampo e neocortex e uma conseqiente diminui¢do da modula¢do dos
receptores muscarinicos sob as fungdes neuronais nessas estruturas (Coyle et al., 1983;
Levey, 1996; Wilkinson et al., 2004; Thathiah e De Strooper, 2009). Em especial
interesse, ocorre uma diminuicdo significativa na expressdo de receptores M4 no
hipocampo de pacientes com a doenga de Alzheimer quando comparado com o
hipocampo de pessoas que néo tiveram essa doenca (Mulugeta et al., 2003).

O principal papel do sistema colinérgico muscarinico sobre a memoria parece
ser 0 de desempenhar um efeito modulatorio (Segal e Auerbach, 1997). Os diferentes
subtipos de receptores muscarinicos sdo importantes para a regulagdo independente de
respostas excitatorias e inibitorias via outros neuromoduladores e segundos mensageiros
(Kimura e Baughman, 1997). Antagonistas colinérgicos atenuam a influéncia no
armazenamento da memoria pela atividade opidide, GABAérgica e [-adrenérgica,
sugerindo uma modulacdo colinérgica da memaria sobre todos esses sistemas (Introini-

Collison et al.,1996).
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Um consideravel nimero de trabalhos tem corroborado coma a idéia classica de
que agonistas colinérgicos muscarinicos sao facilitatérios quanto a retencdo da memoria
de tarefas comportamentais em ratos e que antagonistas, entretanto, sdo amnésicos. A
administragdo intraperitoneal de escopolamina, um antagonista colinérgico muscarinico
inespecifico, diminui o aprendizado espacial e este efeito é revertido pelo agonista
inespecifico oxotremorina (Lamberty e Gower, 1991). Muitos desses estudos foram
realizados coma a administracdo sistémica dos farmacos e, portanto, ndo demonstraram
com muita clareza o papel exclusivo de uma determinada estrutura encefalica (Rogers
and Kesner, 2003, 2004; Hasselmo, 1999; 2006). Porém, varios grupos ja demonstraram
que a infusdo intra-hipocampal do antagonista inespecifico escopolamina tém um
evidente efeito amnésico sobre a consolidacdo da memdria da tarefa de Esquiva
Inibitoria e que a infusdo na mesma estrutura do agonista inespecifico oxotremorina é
facilitatério sobre a retencdo dessa tarefa (Baratti et al., 1979; lIzquierdo el at., 1992;
Wallenstein e Vago, 2001). A utilizagdo desses farmacos inespecificos, porém, nédo
permitiu determinar claramente qual subtipo de receptor muscarinico € mais importante.
No entanto, o classico efeito sisttmico dos farmacos foi replicado com a infusdo local
no hipocampo e isso se deve, possivelmente, ao receptor M1 que é o mais abundante
nesta estrutura (Levey et al.,, 1991) e o alvo preferencial da escopolamina e
oxotremorina (Freedman et al., 1988; Caulfield e Birdsall, 1998).

O papel principal exercido pelos receptores M1 na consolidacdo da memoria
pode ser devido a sua colocalizacdo com receptores NMDA nos neur6nios piramidais
do hipocampo, e a coativacdo desses receptores resulta numa amplificacdo de corrente
através dos receptores NMDA (Figueredo et al., 2008). Além disso, os receptores M1
sdo requeridos para a ativacdo de MAPK, PKC e CAMKII, enzimas importantes

envolvidas com plasticidade sinaptica (Segal e Auerbach, 1997).
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Tem-se encontrado diversos farmacos extraidos da natureza que mimetizam
muitas substancias enddgenas. Certas toxinas, em especial, apresentam-se como
valiosas ferramentas farmacoldgicas para a pesquisa basica e para a descoberta de alvos
de agentes terapéuticos, gragas ao seu grande poder seletivo sobre os receptores (Harvey
et al., 1998). Da peconha de serpentes do género Dendroaspis (mambas) foram
descobertas neurotoxinas com atividade seletiva aos receptores muscarinicos, que foram
batizadas de Toxinas Muscarinicas (MTs). As toxinas MT1, MT2, MT3 e MT7 foram
extraidas do veneno da mamba verde africana (Dendroaspis angusticeps). A MT1 e a
MT2 sdo agonistas de receptores M1 e antagonistas de receptores M4, mas com pouca
seletividade sobre esses receptores (Jerusalinsky e Harvey, 1994). A MT3 apresenta 214
vezes mais afinidade ao receptor M4 que para o receptor M1, sendo um antagonista
seletivo para o receptor M4. A MT7 bloqueia com grande afinidade o receptor M1
(Olianas et al., 1997).

Resultados anteriores demonstraram que a administracao intra-hipocampal pés-
treino da MT2, na esquiva inibitdria, em doses de 0,30 e 2,00 pg/lado, causou um efeito
facilitatério sobre a retencdo da memoria, porem somente com a dose mais baixa
(Jerusalinsky et al., 1998; Ferreira et al., 2003). Como a MT2 se liga aos receptores M1
e M4, mas com maior afinidade pelo M1, em uma baixa concentracdo o efeito
possivelmente se deve a que a toxina atingiu principalmente o M1, um receptor
excitatorio; a inefetividade da dose maior poderia ser atribuida ao recrutamento
concomitante tanto de receptores M1, quanto de M4, cuja resposta a um agonista é
oposta (Ferreira et al., 2003).

A administracdo intra-hipocampal pré-teste de MT3, o antagonista colinérgico
muscarinico que € o mais seletivo disponivel para os receptores do tipo M4, na tarefa de

esquiva inibitoria, também causou um efeito facilitatorio sobre a evocacdo desta tarefa
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(Diehl et al., 2007). Porém, este efeito é contrério ao encontrado com a infusdo pos-
treino (efeito amnésico sobre a consolidacdo) (Ferreira et al., 2003). Estes achados
permitem-nos inferir a existéncia de mecanismos opostos de modulagdo muscarinica
dos processos de consolidacdo e de evocacdo de memdrias aversivas (hipOtese a ser
testada nesse trabalho).

Durante 0 meu mestrado foi demonstrado que o bloqueio inespecifico de
receptores colinérgicos muscarinicos através da infusdo de escopolamina e pirenzepina
na regido hipocampal dorsal produzia um efeito facilitatorio sobre a evocagdo de uma
memoria com forte componente aversivo, como a Esquiva Inibitéria. Adicionalmente,
verificamos que a atividade de um agonista menos seletivo como a oxotremorina
apresenta um efeito amnésico, ainda que pouco robusto, porém consistente com 0s
resultados encontrados com o0s antagonistas muscarinicos. De uma forma geral,
podemos inferir que as aferéncias colinérgicas que modulam a atividade hipocampal
(especielmente de CAL) promovem a inibicdo da evocacdo da memoria (Diehl, 2006).

Por outro lado, estas Toxinas Muscarinicas constituem ferramentas
farmacologicas importantes, uma vez que sdo capazes de bloquear ou ativar receptores
colinérgicos muscarinicos especificos. Assim como a escopolamina, a MT3 (dose de 2,0
pg/lado), antagonista seletivo para o receptor M4, teve um efeito facilitatério sobre a
evocacdo da esquiva inibitoria. Demonstrando que esse receptor, particularmente, é
responsavel pela modulagcdo muscarinica sobre neurénios excitatorios efetores na regido
hipocampal dorsal de forma mais robusta que os outros receptores colinérgicos
muscarinicos (Diehl et al., 2007).

A MT2, agonista seletivo para o receptor M1, também apresentou um efeito
facilitatério no processo de evocacdo, o que também esta de acordo com resultados

anteriores, que demonstraram esse mesmo efeito com infusdo pds-treino; tal efeito se
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deu apenas com a dose mais baixa (0,75 pg/lado), a mais seletiva para o receptor M1
(Diehl, 2006). Como os receptores colinérgicos muscarinicos M1 tem uma atividade
metabotropica “excitatoria”, que ativa determinadas cascatas enzimaticas, é plausivel
supor que 0s mesmos estejam modulando positivamente, tanto os processos de
consolidacédo, quanto os de evocacdo o que explicaria nossos achados.

Nossos resultados, ademais, mostraram que a MT3 e causou um efeito
facilitatério na evocacdo da tarefa de esquiva inibitéria, quando administrada 20
minutos antes do teste, mas nenhum efeito foi encontrado na tarefa menos aversiva, a
habituacdo ao campo aberto; ja 0 nimero inalterado de cruzamentos feitos pelo animal
nesta tarefa, mesmo aplicando-se as doses que foram efetivas no experimento de
esquiva inibitdria, contudo, da suporte a idéia de que o efeito de ambos os farmacos

nesta tarefa seja basicamente cognitivo, e ndo motor ou exploratério (Diehl et al., 2007).
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Inhibition of
adenylyl cyclase

Stimulation of
phospholipase C

Regulation of
K* channels

Figura 2 — esquema dos receptores colinégicos muscarinicos (Taylor e Brown,

1999).
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Figura 3: serpente mamba verde africana (Dendroaspis angusticeps)
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JUSTIFICATIVA DE TRABALHO

Os nossos estudos tém se concentrado muito no papel do sistema colinérgico
muscarinico hipocampal sobre os processos de consolidacdo e evocacdo da memoria da
tarefa de Esquiva Inibitéria. O presente trabalho tem o objetivo de replicar os resultados
anteriores usando a tarefa de Condicionamento Aversivo Contextual, além de estudar os
processos de reconsolidacdo e extingdo, sendo estes pontos chaves e inéditos na
constru¢do do conhecimento acerca da funcdo dos receptores muscarinicos sobre a
memoria, com especial interesse no papel dos receptores M4 do hipocampo dorsal e
amigdala basolateral.

Os receptores M4 modulam a atividade de outros sistemas efetores, inibitdrios e
excitatorios (Rouse et al, 1999). Existem evidéncias experimentais de que, durante o
processo de consolidacdo, ocorre uma acdo modulatoria desses receptores sobre
interneurdnios inibitérios GABAérgicos. O presente trabalho tem o objetivo de verificar
com um pouco mais detalhamento como ocorre a mudanca de efeito da MT3 intra-
hipocampal durante o processo de consolidacdo, o que explicaria o efeito diferenciado
do tratamento feito antes da evocacdo. Este estudo visa definir a janela temporal em que
tal efeito se daria — mediante a infusdo intra-hipocampal de MT3 em diferentes periodos
pos-treino

Outro de nossos objetivos baseia-se no fato de que os fenémenos de plasticidade
sinaptica relacionados com o processamento de memorias de longa duracdo sao
dependentes de sintese protéica (McGaugh, 2000): verificaremos se a eventual
plasticidade dos receptores M4 necessita / depende da transcricdo génica de novos

receptores em locais onde ainda ndo estavam expressos (no caso, sobre 0s neurdnios
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glutamatérgicos); para tanto, empregamos inibidores de transcri¢cdo, como, por exemplo,
o DRB - Diclororribofuranosilbenzimidazol (2R, 3R, 4S, 5R) -2 - (5,6 -

dichlorobenzoimidazol) - (Igaz et al. 2002).

OBJETIVOS GERAIS

1- Estudar o efeito da infusdo intra-hipocampal de MT3 ou escopolamina
sobre os processos de consolidagdo, evocagdo, reconsolidacdo, consolidacdo da
extincdo e evocagdo da extingdo da memoria da tarefa de Condicionamento Aversivo ao
Contexto (CAC).

2- Estudar o efeito da infusdo intra-amigdala de MT3 ou escopolamina
sobre os processos de consolidacdo e reconsolidagdo da memdria da tarefa de
Condicionamento Aversivo ao Contexto (CAC).

3- Estudar em que momento da consolidacdo ocorre a mudanga dos
receptores M4 atraves da infusdo intra-hipocampal de MT3 (2,0 pg/lado) e
escopolamina (2,0 pg/lado) em diferentes momentos pos-treino (imediatamente, 45
minutos, 1 hora e 30 minutos, 3 horas ou 6 horas apos o treino) com o teste ocorrendo
24 horas apos na tarefa de Esquiva Inibitéria (EI).

4- Estudar a dependéncia de transcricdo génica para a plasticidade dos
receptores M4, através da infusdo intra-hipocampal de uma dose sem efeito proprio de
um inibidor de transcricdo génica (DRB) imediatamente apos o treino, juntamente com

a infusdo preé-teste (24 horas apds) de MT3 (2,0 ug/lado) na tarefa de Esquiva Inibitéria.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar o efeito dos antagonistas escopolamina e MT3 intra-hipocampais
infundidas imediatamente ap6s o treino de CAC.

Estudar o efeito dos antagonistas escopolamina e MT3 intra-hipocampais
infundidas 20 minutos antes do teste de CAC.

Estudar o efeito dos antagonistas escopolamina e MT3 intra-hipocampais
infundidas imediatamente ap6s uma reativagdo (3 minutos) de CAC.

Estudar o efeito dos antagonistas escopolamina e MT3 intra-hipocampais
infundidas imediatamente ap6s uma reativacdo (25 minutos) de CAC.

Estudar o efeito dos antagonistas escopolamina e MT3 intra-hipocampais
infundidas 20 minutos antes do teste 24 horas ap6s uma reativacao (25 minutos)
de CAC.

Estudar o efeito dos antagonistas escopolamina e MT3 intra-amigdala
basolateral infundidas imediatamente apés o treino de CAC.

Estudar o efeito dos antagonistas escopolamina e MT3 intra-amigdala
basolateral infundidas imediatamente apds uma reativacédo (3 minutos) de CAC.
Estudar o efeito da MT3 intra-hipocampal imediatamente apos o treino de EI.
Estudar o efeito da MT3 intra-hipocampal 45 minutos ap6s o treino de EI.
Estudar o efeito da MT3 intra-hipocampal 90 minutos ap6s o treino de EI.
Estudar o efeito da MT3 intra-hipocampal 180 minutos ap6s o treino de EI.
Estudar o efeito da MT3 intra-hipocampal 360 minutos apds o treino de EI.
Estudar o efeito da escopolamina intra-hipocampal imediatamente apds o treino
de El.

Estudar o efeito da escopolamina intra-hipocampal 90 apds o treino de EI.
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15- Estudar o efeito da escopolamina intra-hipocampal 180 minutos ap6s o treino de
El

16- Estudar o efeito do ininibidor de transcrigdo génica (DRB) — curva dose-resposta
— intra-hipocampal imediatamente apos o treino de El.

17- Estudar o efeito do DRB (subdose) imediatamente ap6s o treino e MT3 intra-

hipocampais pré-teste de EI.
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MATERIAL E METODOS

Animais utilizados:

Foram utilizados ratos Wistar machos, adultos, com idade igual ou superior a 60
dias (pesos entre 250 e 300 g). Os animais sdo produzidos no CREAL — Centro de
Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério do Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, e mantidos no
Ratério do Laboratorio de Psicobiologia e Neurocomputacdo (Depto. Biofisica, IB),
acondicionados em gaiolas de plexiglass de dimensbes 65 x 25 x 15 cm, em cujo
assoalho espalha-se maravalha seca e limpa, trocada a cada dois dias (a maravalha é
composta por restos do corte de madeira, principalmente uma serragem grossa e lascas).
A area é climatizada (22-26°C, humidade constante) e submetida a um ciclo de
iluminacdo de 12h claro / 12h escuro (luzes acesas das 6 as 18 h durante todo o ano).

Racdo padronizada e 4gua fresca séo fornecidas ad libitum.

Procedimentos cirdrgicos:

Neste trabalho, as estruturas de interesse foram: o hipocampo dorsal e a
amigdala basolateral. As coordenadas destas estruturas foram obtidas, inicialmente, a
partir do Atlas de Paxinos e Watson (1997), de acordo com a faixa de peso dos animais
utilizados. Como sempre ha variacGes na forma e nas dimens@es do cranio e do cérebro

de linhagens de ratos criadas em diferentes localidades, tinhamos de ajustar as
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coordenadas fornecidas pelo Atlas a realidade de nossos animais. Assim, para cada
estrutura, fizemos uma série de injecdes-piloto de 0,5 ul (em cada lado) do corante azul
de metileno diluido a 4% em solucdo salina. A seguir, verificamos histologicamente as
diferencas entre as posicOes atingidas e as posicdes desejadas. As coordenadas
corrigidas sdo similares as empregadas em estudos prévios nossos ou de outros autores.
As coordenadas finais (para a posi¢do da ponta da canula, 1 mm acima do verdadeiro
"alvo" nos ratos operado no hipocampo e 2 mm acima nos animais operados na
amigdala basolateral), medidas a partir do bregma, foram as seguintes (AP: antero-

posterior; LL: latero-lateral; DV: dorso-ventral; sempre com inclinacdo da cabeca de -

0,33 cm):
Hipocampo dorsal AP =-0,40cm
LL =+/-0,30 cm
DV =-0,15cm
Amigdala AP =-0,22 cm
LL =+/-0,50 cm
DV =-0,60cm

Em nosso trabalho, foram fixadas cénulas intracerebrais e, através destas,
injetadas as substancias através um tipo de agulha mais fina ("mizzy", de calibre 30),
introduzida por dentro da primeira. Era importante que a ponta da agulha saisse mais a
frente da canula, o que evitava que a droga que sai pela ponta da "mizzy" subisse por

capilaridade no espaco entre esta e a canula que a envolve, alterando a quantidade
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efetivamente administrada da substancia na estrutura intracerebral. Além do mais, a
penetracdo da estrutura-alvo com a agulha mais fina minimiza les6es locais. Assim, a
ponta da canula a ser fixada desce até 1 mm ou 2 mm acima da posi¢do desejada dentro
da estrutura-alvo (hipocampo dorsal ou amigdala basolateral, respectivamente)

Os animais foram anestesiados com um anestésico geral, Ketamina
(“Francotar”, de fabricagdo Virba, ou “Vetanarcol”, de fabricagdo Konig) juntamente
com Xilazina, um sedativo/miorrelaxante/ analgésico ("Coopazine", de fabricacdo
Coopers, ou “Kensol”, de fabricagdo Konig), administrados intra-peritonealmente (i.p.),
nas doses de 75mg/Kg e 10 mg/Kg, respectivamente.

Cada animal operado foi cuidadosamente colocado em um Aparelho
Estereotaxico (Fabricacdo: David Kopf, modelo 1404), e a superficie de seu cranio
exposta mediante incisdo sagital com bisturi 20 ou 21. Uma craniotomia bilateral ¢ feita
com o emprego de uma broca odontologica nos locais correspondentes as coordenadas
antero-posteriores (AP) e latero-laterais (LL) da estrutura em questdo. Uma canula de
aco inoxidavel (manufaturada a partir de agulha com didmetro interno de 0,7 mm,
calibre ou gauge 27, e didmetro interno de 0,3 mm), presa a torre movel do
estereotéxico, foi introduzida cuidadosamente através de cada um desses orificios feitos
na calota craniana e baixada lentamente até a coordenada dorso-ventral (DV) definitiva.
A canula foi, entdo, fixada nesta posicdo com acrilico dentario, aplicado ainda quando
na forma de um liquido espesso, que deixamos secar e consolidar. O acrilico foi
trabalhado para formar uma espécie de "capacete” sobre 0 0sso do cranio, fechando a
janela dssea produzida. As canulas mantém-se fixas na posicdo desejada por tempo
suficiente apds a cirurgia (3 a 5 dias, no minimo).

No periodo imediatamente posterior a cirurgia, 0s animais permaneceram sob

aquecimento / umidade controlados, numa camara pds-operatoria. Para reduzir o indice

41



2t
%S

Figura 4 — Implantacdo bilateral de canulas no hipocampo dorsal ou na amigdala

basolateral com aparelho estereotaxico.
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po6s-operatério de infecgdo, os animais receberam, antes da cirurgia, a administracdo de
um antibidtico, dentre as seguintes opgdes: Tilosina (“Tilomai”, de fabricagdo Lumai)
10 mg/Kg i.m. ou 500 mg/l d’adgua / via oral, Enrofloxacina (“Baytril”, de fabricacio
Bayer) 2,5-10 mg/Kg qualquer via, Tetraciclina (“Steclin-C”, de fabricagdo CYBA) 2-5
mg/l d’agua / via oral, ou, Ultimo caso, Penicilina (“Pencivet-plus”, de fabricagdo
Hoescht Roussel Vet), via i.p. Apds decorrido um periodo de recuperacdo pos-

operatoria de 2-3 dias, os animais foram submetidos as tarefas comportamentais.

Verificagdo do posicionamento das canulas:

A verificacdo do acerto da posicdo da canula no cérebro do animal foi feita em
todos os animais aproveitados nas tarefas comportamentais, isto €, em todos aqueles que
cumprissem as seguintes condicdes: (a) recuperacgéo integral da cirurgia de implantacéo
das cénulas, (b) conservacdo do capacete de acrilico até o momento da injecdo (ver
adiante), e (c) canulas fixas e desobstruidas no momento da injecdo. Apds a realizacdo
das tarefas comportamentais, os animais foram sacrificados por guilhotinamento: foi
injetado azul de metileno em cada cénula, no mesmo volume empregado na
administracdo das toxinas (0,5 pl ou 0,3 ul). A seguir os cérebros foram dissecados e
colocados em solucdo de formaldeido a 4 % por 24-72 h. Posteriormente, as pecas, ja
fixadas, foram cortadas com uso de um vibratomo (Leica), e as marcas das canulas no
tecido cerebral verificadas sob uma lupa binocular 2-40X (com o auxilio da marcacéo
com azul de metileno).

Alguns dos animais (5% do total) foram selecionados aleatoriamente e

sacrificados mediante perfusdo intracardiaca com formaldeido a 10 %, ap0ds lavagem
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prévia da arvore vascular com solucdo salina a 0,9 %. A éarea de perfusdo foi restrita a
porcao superior do organismo (tronco, cabeca e membros), mediante clampeamento da
aorta descendente do animal, tornando o procedimento mais rapido e econdémico. O
cérebro foi, entdo, dissecado (sem administracdo post-morten de azul de metileno) e
preparado conforme técnica de crezil-violeta: A peca foi desidratada mediante banhos
sucessivos em etanol a 70%, a 95% e absoluto. Apos fixada, a peca era cortado no
vibratomo (cortes histologicos de 25-50 micrémetros), e os cortes, recolhidos em
laminas de vidro preparadas com esfregaco de solucdo de albumina de ovo com cristais
de timol (que garante aderéncia do corte ao vidro). Os cortes foram reidratados em
banhos sucessivos de etanol em concentracdes decrescentes (terminando em agua
destilada), e, entdo, corados por imersdo na solucdo de cresil-violeta, para, enfim,
receber as laminulas de vidro, fixadas com balsamo do canadéa (ou equivalente sintético,
como Entellan), completando a montagem. Estas laminas foram examinadas ao
microscopio oOptico para determinacdo mais precisa da posi¢do da canula e da agulha
"mizzy", bem como avaliacdo mais cuidadosa da lesdo provocada nos tecidos

adjacentes.

Tratamentos Farmacoldgicos

Nos experimentos deste trabalho, todas as solu¢des foram preparadas de modo a
que cada injecdo intracerebral introduziu um volume de 0,5 pl no hipocampo dorsal e
0,3 pl na amigdala basolateral (a cada lado do cerebro). O pH das solucdes
administradas foi de 7,4. Os farmacos que utilizamos foram dissolvidos em seus

respectivos veiculos, que podem ser de dois tipos (Tampéo fosfato salino TFS com ou
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sem 8 % de DMSO), conforme a natureza quimica da substancia. Estes veiculos
também foram injetados nos grupos-controle correspondentes a cada grupo tratado com
alguma droga. Os veiculos e farmacos utilizados foram:

- TFS - Tampédo Fosfato de Sodio (NaH,PO,4.H,0) e Potassio (K;HPO4.3H,0)
0,1 M — “salino” (isosmolar a uma solu¢ao de NaCl a 0,9 g%), pH corrigido para 7,4.

- DMSO 8% em TFS (veiculo do DRB).

- Toxinas Muscarinicas: As toxinas utilizadas foram obtidas mediante separacédo
cromatografica no laboratério do Dr. Carlos Cerveiiansky (IIBCE, Montevideo),
conforme descrito em Jerusalinsky et al. (1998); os liéfilos sdo ressuspendidos em TFS
(ver acima) nas seguintes concentracdes, de acordo com as pequenissimas quantidades
disponiveis: MT3 (4,0 ug/ul) antagonista seletivo aos receptores M4.

- Escopolamina, antagonista colinérgico muscarinico inespecifico.

- Inibidores de Transcri¢cdo Génica: Em preparacao aos experimentos do objetivo
numero 4 foi realizada uma curva dose resposta com o inibidor de transcricio DRB
(lgaz et al., 2002).

Para cada droga injetada, em cada situacdo comportamental testada, hd um
grupo-controle correspondente. Neste grupo controle, injeta-se o veiculo utilizado para
dissolver a droga do grupo efetivamente tratado. Deste modo, pode-se saber qual o
efeito da droga, descontados os efeitos de componentes do veiculo. A injecdo do
farmaco foi feita atraves de uma agulha fina ("mizzy"), com diametro externo de 0,3
mm (calibre 30), baixada suavemente através de cada uma das canulas e introduzida no
cérebro até o ponto almejado na estrutura-alvo, 1-2 mm abaixo da coordenada dorso-
ventral (DV) da canula. A propulsdo da microsseringa foi feita automaticamente com
emprego de uma “bomba” propulsora de microsseringas Hamilton (marca: Cole-Parmer

74900). Enquanto isto, o animal foi imobilizado manualmente, com ajuda de um pano.
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A agulha injetora estava conectada através de um tubo de polietileno, a uma
microsseringa Hamilton de 5 ou 10 ul, ambos preenchidos com o farmaco em questdo
(ou seu wveiculo, caso seja um grupo-controle). A injecdo foi sempre feita
automaticamente, utilizando-se a bomba supramencionada, e simultaneamente nos dois
lados, a razdo de 0,5 pul / 90 s. Completada a injecdo, aguardou-se mais 30 segundos
antes de retirar a "mizzy" (também lentamente), para que haja absorcdo/difusdo da

substancia no parénquima cerebral, sem refluxo.

Testes Comportamentais Padronizados:

ESQUIVA INIBITORIA (El): Esta tarefa comportamental foi realizada em uma
caixa de condicionamento automatizada (Fabricacdo: Albarsch), com dimensdes 50 X
25 X 25 cm (comprimento : largura : altura). A parede frontal € de vidro, transparente,
através do qual se observa o animal. O assoalho é uma grade de barras de bronze de 1
mm de diametro cada, espacadas 1 cm uma das outras. Nesta grade aplica-se uma
diferenca de potencial elétrico, obtendo-se, consequentemente, uma corrente elétrica de
0,2-1,0 mA, conforme o desejado. No lado esquerdo desse assoalho, ha uma plataforma
de madeira aglomerada revestida com formica, estendendo-se por toda a largura da
caixa (25 cm), com 5 cm de altura e 8 cm de comprimento. Na sessdo de treino, 0
animal foi cuidadosamente colocado sobre a plataforma, de frente para o canto posterior
esquerdo da caixa. O tempo que o animal levou para descer com as quatro patas na
grade de bronze é cronometrado (laténcia de descida). Neste momento, o animal recebe
choques elétricos nas patas, de forma intermitente (de 1 segundo cada), de intensidade

igual a 0,5 mA (60 Hz). Na sessdo de teste, 24 horas ap6s o treino, o animal foi
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recolocado na caixa de condicionamento, sobre a plataforma, e a laténcia de descida foi
medida novamente, sem que se aplicassem choques nas patas. Um "teto" de 180
segundos foi imposto a duracdo desta sessdo. A diferenca nas laténcias teste-treino é
tomada como uma medida de meméria e referida nos graficos como escore de retencao

(Izquierdo et al, 1997).

CONDICIONAMENTO AVERSIVO AO CONTEXTO (CAC): a tarefa de
condionamento aversivo ao contexto apresenta um componente mais aversivo que a
esquiva inibitoria. Entretanto, é utilizada a mesma caixa de condicionamento da esquiva
inibitoria, porém sem a plataforma e com as dimensées reduzidas para 25 cm?. A tarefa
envolveu um treino em que o rato foi colocado dentro da caixa sobre as barras metélicas
e, apés 2 minutos e trinta segundos de exploracdo, foi aplicada dois choques
inescapaveis de 0,5 mA por dois segundos; apds mais 30 segundos de exploracéo, foi
aplicada uma segunda sessdo de choques de mesma intensidade e duracédo; o rato foi
retirado da caixa 1 minuto ap6s a segunda sesséo de choques. O teste da tarefa ocorreu
24 horas apds o treino, ou 24 apds uma reativacdo (uma sesséo de teste de 3 minutou ou
20 minutos) e as respostas de medo condicionado expressas sob forma de
congelamentos (“freezings”) sdo registradas sob forma de intervalos de tempos de
permanéncia nesse padrdo de comportamento num periodo total de 4 minutos de teste
da tarefa. Os experimentos que visavam o estudo dos processos de consolidacdo ou
evocacdo da memoria dessa tarefa apresentavam apenas uma sessdo de treino com um
teste (4 minutos) 24 horas apds. Porém, no estudo da reconsolidacdo, 24 horas apds o
treino ocorreu uma reativacdo de 3 minutos e o teste (4 minutos) da tarefa ocorreu 24

horas ap0s a reativacdo e um reteste (4 minutos) ocorreu, ainda, cinco dias apos o
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Figura 5 — Vista geral da caixa automatizada utilizada no experimento

Esquiva Inibitdria.
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Figura 6 — vista geral do aparato utilizado na tarefa de Condicionamento

Aversivo Contextual (CAC).
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primeiro teste. Por fim, no estudo da extingdo, 24 horas apds o treino ocorreu uma

reativacdo de 20 minutos e 24 horas apds ocorreu o teste da tarefa.

Andalise Estatistica:

Os dados referentes as laténcias da esquiva inibitdria necessitaram passar por um
teste de “normalidade” (teste de Kolmorgorov-Smirnov com correcdo de Lilliefor).
Constatando a existéncia de dados ndo-paramétricos, as diferencas entre 0s grupos sao
avaliadas pelo teste ANOVA Kruskal-Wallis com teste “post hoc” de Dunn para
multiplos grupos, ou teste U de Mann-Whitney para comparar dois grupos. A
comparagdo entre treino e teste dentro de um mesmo grupo era feita com o teste
Wilcoxon.

Dados parameétricos sdo analizados por teste T de Student para medidas pareadas
independentes ¢ ANOVA de uma via para multiplos grupos com teste “post hoc” de

Tukey
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RESULTADOS

- Resultados referentes ao objetivo geral 1:

MT3 (2,0 pg/lado) e escopolamina (2,0 pg/lado e 10,0 pg/lado) infundidos no

hipocampo dorsal imediatamente apds treino:

Neste trabalho (figura 7) verificamos que os grupos infundido com MT3 e escopolamina
(10,0 pg/lado) intra-hipocampal imediatamente apds o treino da tarefa de
condicionamento aversivo ao contexto mostraram uma reducdo no tempo total de
respostas de congelamento no teste ocorrido 24 horas apds o treino em comparacdo ao
grupo controle (P=0,001, ANOVA de uma via com post hoc de Tukey). O diagrama

esquematico abaixo ilustra o protocolo experimental utilizado.

4 minutos

24 h
TR > TT
EC +El ﬁ
infusdo
100 -
o 80 +
g a a
qg’ 60 T
£ 40 A
&
s 20 A
0
TFS 2 ug/lado 10 pg/lado MT3
Escopo

Figura 7: Escopolamina e MT3 infundidos no hipocampo pos-treino de CAC. Os dados estdo expressos
em média + desvio padrdo. (a) diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (TFS) (P=0,001,
ANOVA de uma via com post hoc de Tukey). Ns=9, 13, 10 e 13 para grupos TFS, escopolamina (2 e 10

pg/lado) e MT3, respectivamente.
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MT3 (2,0 pg/lado) e escopolamina (10,0 pg/lado) infundidos no hipocampo

dorsal 20 minutos pré-teste:

Neste trabalho (Figura 8) verificamos que somente o grupo infundido com a MT3 intra-
hipocampal pré-teste da tarefa de condicionamento aversivo ao contexto mostrou um
aumento no tempo total de respostas de congelamento no teste da tarefa ocorrido 24
horas apds o treino em compara¢do com o grupo controle (P=0,023, ANOVA de uma
via com post-hoc de Tukey). O diagrama esquematico abaixo ilustra o protocolo

experimental utilizado.

4 minutos

24 h
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EC +El ﬁ
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Figura 8: Escopolamina e MT3 infundidos no hipocampo pré-teste de CAC. Os dados estdo expressos
em média + desvio padrdo. (a) diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (TFS) (P=0,023,
ANOVA de uma via com post-hoc de Tukey). Ns=11, 10 e 9 para grupos TFS, escopolamina e MT3,

respectivamente.
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MT3 (2,0 pg/lado) ¢ escopolamina (10,0 pg/lado) infundidos no hipocampo

dorsal imediatamente apds uma reativacdo de trés minutos:

Neste trabalho (Figura 9) verificamos que a administracdo intra-hipocampal de MT3
imediatamente ap0s uma reativacdo curta (3 minutos) da tarefa de condicionamento
aversivo ao contexto aumenta o tempo total de respostas de congelamento no “teste 17
realizado 24 horas apds a reativacdo em compara¢do com o grupo controle (P=0,003,
ANOVA de uma via com post-hoc de Tukey). Esse efeito permanece, também, no “teste
2” realizado cinco dias apds o “teste 17 (P=0,005, ANOVA de uma via com post-hoc de

Tukey). O diagrama esquematico abaixo ilustra o protocolo experimental utilizado.

3 minutos 4 minutos . 4 minutos

24h 24h 5 dias
TR — reativagdo » TT1 |---mmmme » TT2
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g T
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S
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o
3
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o
8
24
S 20 A
0
reativacao teste 1 teste 2

Figura 9: Escopolamina e MT3 infundidos no hipocampo poés-reativacdo de CAC. Os dados estdo
expressos em média + desvio padrdo. (a) diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (TFS)
(P<0,05, ANOVA de uma via com post-hoc de Tukey Ns=11, 10 e 11 para grupos TFS, escopolamina e

MT3, respectivamente.
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MT3 (2,0 pg/lado) e escopolamina (10,0 pg/lado) infundidos no hipocampo

dorsal imediatamente apds uma reativacdo de 25 minutos:

Neste trabalho (Figura 10) verificamos que a administracéo intra-hipocampal de
MT3 imediatamente apés a reativacao longa (25 minutos) da tarefa de condicionamento
aversivo ao contexto aumenta o tempo total de respostas de congelamento no teste
realizado 24 horas ap0s a reativacdo em comparagdo com o grupo controle (P=0,011,
ANOVA de uma via com post-hoc de Tukey). O teste ANOVA de medidas repetidas
revelou uma diferenga significativa entre o inicio e o final da reativacdo de 25 minutos
em todos os grupos (P=0,000). Entretanto, mostrou que todos 0s grupos apresentavam o
mesmo nivel de congelamento durante a reativacdo (P>0,05). Além disso, o grupo
controle mostrou uma diminuicao significativa das respostas de congelamento na sessao
de teste comparado os primeiros 4 minutos da sesséo de reativagdo (Teste T pareado,

P=0,005). O diagrama esquematico abaixo ilustra o protocolo experimental utilizado.

25 minutos 4 minutos

24h [ 1 24h
TR reativacdo > TT

EC + El ﬁ

infuséo

A,

C—/TFS
C—Escopo 10 pg/lado
100 A E=== M T32 pg/lado
—8—TFS
a ---&---Escopo

— A= —-MT3
80 A

60 -

40

% Respostas de congelamento

20 A

reativagéo (25 min) b teste

Figura 10: Escopolamina e MT3 infundidos no hipocampo pés-reativacdo (25 minutos) de CAC. Os
dados estdo expressos em média + desvio padrdo. (a) diferenca significativa em relacéo ao grupo controle
(TFS); (b) diferenca significativa entre o inicio e o final da sessdo de reativacdo; (c) diferenca
significativa em relagdo ao inicio da reativacdo. Ns=9, 10 e 12 para grupos TFS, escopolamina e MT3,

respectivamente.
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MT3 (2,0 pg/lado) infundida no hipocampo dorsal 20 minutos antes do teste 24

horas apds uma reativacdo de 25 minutos:

Neste trabalho (Figura 11) verificamos que a administracéo intra-hipocampal de
MT3 24 horas apo6s a reativacdo longa (25 minutos) 20 minutos pré-teste da tarefa de
condicionamento aversivo ao contexto aumenta o tempo total de respostas de
congelamento no teste em comparacdo com o grupo controle (P=0,001, ANOVA de
uma via com post-hoc de Tukey). O teste T pareado revelou uma diferenca significativa
entre o inicio e o final da reativacdo de 25 minutos em todos os grupos (P=0,000).
Entretanto, mostrou que todos os grupos apresentavam o mesmo nivel de congelamento
durante a reativacdo (P>0,05). Além disso, o grupo controle mostrou uma diminuicéo
significativa das respostas de congelamento na sesséo de teste comparado 0s primeiros 4
minutos da sessdo de reativacdo (Teste T pareado, P=0,001). O diagrama esquematico

abaixo ilustra o protocolo experimental utilizado.

25 minutos 4 minutos

24h [ 1 24h
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Figura 11: MT3 infundida no hipocampo pré-teste 24 h apds a reativacdo de CAC. Os dados estdo
expressos em média + desvio padrdo. (a) diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (TFS); (b)
diferenca significativa entre o inicio e o final da sessdo de reativacdo; (c) diferenca significativa em

relacdo ao inicio da reativacdo. Ns=12, 9 para 0s grupos TFS e MT3, respectivamente.

55



MT3 (2,0 pg/lado) e da escopolamina (10,0 pg/lado) infundidos no hipocampo

dorsal 24 horas apds o treino sem a reativacao:

Neste trabalho (Figura 12) verificamos que a administragdo intra-hipocampal de

MT3 e de escopolamina ndo tem qualquer efeito quando infundidas 24 horas apds o

treino omitindo a reativacdo (P=0,790, ANOVA de uma via). O diagrama esquematico

abaixo ilustra o protocolo experimental utilizado.
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Figura 12: Escopolamina e MT3 infundidos no hipocampo 24 horas apds o treino sem a reativacdo de

CAC. Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo. Ns=9, 9 e 8 para grupos TFS, escopolamina e

MT3, respectivamente.

56



- resultados referentes ao objetivo geral 2:

MT3 (1,3 pg/lado) e escopolamina (6,0 pg/lado) infundidos intra-amigdala

basolateral imediatamente pds-treino:

Neste trabalho (Figura 13) verificamos que os grupos infundidos com MT3 e
escopolamina intra-amigdala imediatamente apos o treino da tarefa de condicionamento
aversivo ao contexto mostraram uma reducdo no tempo total de respostas de
congelamento no teste ocorrido 24 horas ap6s o treino em compara¢do ao grupo
controle (P=0,001, Teste ANOVA de uma via com post hoc de Tukey - P=0,002 e
P=0,013 para grupos escopolamina e MT3 comparados com o controle,

respectivamente). O diagrama esquematico abaixo ilustra o protocolo experimental

utilizado.
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Figura 13: Escopolamina e MT3 infundidos na amigdala pds-treino de CAC. Os dados estdo expressos
em média * desvio padrdo. (a) diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (TFS) (P=0,001, Teste
ANOVA de uma via com post hoc de Tukey). Ns=13, 9 e 11 para grupos TFS, escopolamina e MT3,

respectivamente.
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MT3 (1,3 pg/lado) e escopolamina (6,0 pg/lado) infundidos intra-amigdala

basolateral imediatamente ap0s a reativacdo de 3 minutos:

Neste trabalho (Figura 14) verificamos que somente a administragéo intra-
amigdala de MT3 imediatamente apds uma reativacao curta (3 minutos) da tarefa de
condicionamento aversivo ao contexto diminui o tempo total de respostas de
congelamento no “teste 1” realizado 24 horas apos a reativagdo em comparagd0 com 0
grupo controle (P=0,047, Teste ANOVA de uma via com post hoc de Tukey - P=0,215
e P=0,048 para grupos escopolamina e MT3 comparados com o0 controle,
respectivamente). Esse efeito permanece, também, no “teste 2” realizado cinco dias
apos o “teste 17 (P=0,005, Teste ANOVA de uma via com post hoc de Tukey - P=0,072
e P=0,005 para grupos escopolamina e MT3 comparados com o controle,

respectivamente). O diagrama esquematico abaixo ilustra o protocolo experimental

utilizado.
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Figura 14: Escopolamina e MT3 infundidos na amigdala apés a reativagdo (3 minutos). Os dados estdo
expressos em média + desvio padrdo. (a) diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (TFS)
(P<0,05 Teste ANOVA de uma via com post hoc de Tukey. Ns=9, 9 e 8 para grupos TFS, escopolamina e

MT3, respectivamente.
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MT3 (1,3 pg/lado) e escopolamina (6,0 pg/lado) infundidos intra-amigdala

basolateral 24 horas ap0s o treino, mas sem a reativagao:

Neste trabalho (Figura 15) verificamos que a administracdo intra-amigdala
basolateral de MT3 e de escopolamina ndo tem qualquer efeito quando infundidas 24
horas ap6s o treino omitindo a reativacdo (P=0,776, ANOVA de uma via). O diagrama

esquematico abaixo ilustra o protocolo experimental utilizado.
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Figura 15: Escopolamina e MT3 infundidos na amigdala 24 horas ap0s o treino sem a reativacdo de
CAC. Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo. Ns=6, 5 e 5 para grupos TFS, escopolamina e

MT3, respectivamente.
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- resultados referentes ao objetivo geral 3:

MT3 infundida no hipocampo dorsal imediatamente apds o treino de esquiva

inibitoria (Figura 16):

O grupo que recebeu a infusdo intra-hipocampal de MT3 (2,0 pg/lado)
imediatamente apds o treino e seu respectivo grupo controle ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante no desempenho no treino, P=0,648, possibilitando a
comparacgao entre os grupos. Porém, houve diferenca entre os ratos que receberam
veiculo e droga no desempenho do teste, P=0,018 (Teste U de Mann-Whitney). O
desempenho no teste do grupo que recebeu droga e do grupo veiculo foi
significativamente melhor do que o desempenho no treino, P<0,05 (Teste de Wilcoxon),
confirmando a retencdo da tarefa em ambos os grupos. O diagrama esquematico abaixo

ilustra o protocolo experimental utilizado.
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Figura 16: MT3 infundida no hipocampo imediatamente apds o treino de El. Os dados estdo expressos
em medianas e intervalos interquartis. (a) Diferenca significativa em relacdo ao treino; (b) diferenca

significativa em relacdo ao teste do grupo controle.
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MT3 infundida 45 minutos apos o treino de esquiva inibitdria (Figura 17):

O grupo que recebeu a infusdo intra-hipocampal de MT3 (2 ug/lado) 45 minutos
apés o treino e seu respectivo grupo controle ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante no desempenho no treino, P=0,693, possibilitando a
comparacgao entre os grupos. Também ndo houve diferenca entre os ratos que receberam
veiculo e droga no desempenho do teste, P=0,446 (Teste U de Mann-Whitney). O
desempenho no teste do grupo que recebeu droga e do grupo veiculo foi
significativamente melhor do que o desempenho no treino, P<0,05 (Teste de Wilcoxon),
confirmando a retencdo da tarefa em ambos os grupos. O diagrama esquematico abaixo

ilustra o protocolo experimental utilizado.
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Figura 17: MT3 infundida no hipocampo 45 minutos ap0s o treino de El. Os dados estdo expressos em

medianas e intervalos interquartis. (a) Diferenca significativa em relagdo ao treino.
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MT3 infundida 90 minutos apos o treino de esquiva inibitdria (Figura 18):

O grupo que recebeu a infusdo intra-hipocampal de MT3 (2 ug/lado) 90 minutos
apés o treino e seu respectivo grupo controle ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante no desempenho no treino, P=0,230, possibilitando a
comparacdo entre os grupos. Porém, houve diferenca entre os ratos que receberam
veiculo e droga no desempenho do teste, P=0,044 (Teste U de Mann-Whitney). O
desempenho no teste do grupo que recebeu droga e do grupo veiculo foi
significativamente melhor do que o desempenho no treino, P<0,05 (Teste de Wilcoxon),
confirmando a retencdo da tarefa em ambos os grupos. O diagrama esquematico abaixo

ilustra o protocolo experimental utilizado.
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Figura 18: MT3 infundida no hipocampo 90 minutos ap6s o treino de EIl. Os dados estdo expressos em
medianas e intervalos interquartis. (a) Diferenca significativa em relacdo ao treino; (b) diferenca

significativa em relacéo ao teste do grupo controle.
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MT3 infundida 180 minutos apds o treino de esquiva inibitdria (Figura 19):

O grupo que recebeu a infusdo intra-hipocampal de MT3 (2 pg/lado) 180
minutos ap6s o treino e seu respectivo grupo controle ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante no desempenho no treino, P=0,830, possibilitando a
comparagdo entre os grupos. Porém, houve diferenca entre 0os ratos que receberam
veiculo e droga no desempenho do teste, P=0,014 (Teste U de Mann-Whitney). O
desempenho no teste do grupo que recebeu droga e do grupo veiculo foi
significativamente melhor do que o desempenho no treino, P<0,05 (Teste de Wilcoxon),
confirmando a retencdo da tarefa em ambos os grupos. O diagrama esquematico abaixo

ilustra o protocolo experimental utilizado.
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Figura 19: MT3 infundida no hipocampo 180 minutos apds o treino de El. Os dados estdo expressos em
medianas e intervalos interquartis. (a) Diferenca significativa em relacdo ao treino; (b) diferenca

significativa em relagéo ao teste do grupo controle.
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MT3 infundida 360 minutos apds o treino de esquiva inibitdria (Figura 20):

O grupo que recebeu a infusdo intra-hipocampal de MT3 (2 pg/lado) 360
minutos ap6s o treino e seu respectivo grupo controle ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante no desempenho no treino, P=0,695, possibilitando a
comparagao entre 0s grupos. Também néo houve diferenca entre os ratos que receberam
veiculo e droga no desempenho do teste, P=0,608 (Teste U de Mann-Whitney). O
desempenho no teste do grupo que recebeu droga e do grupo veiculo foi
significativamente melhor do que o desempenho no treino, P<0,05 (Teste de Wilcoxon),
confirmando a retencdo da tarefa em ambos os grupos. O diagrama esquematico abaixo

ilustra o protocolo experimental utilizado.
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Figura 20: MT3 infundida no hipocampo 360 minutos apés o treino de EI. Os dados estdo expressos em

medianas e intervalos interquartis. (a) Diferenca significativa em rela¢do ao treino.
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Escopolamina infundida imediatamente ap6s o treino de esquiva inibitoria
(Figura 21):

O grupo que recebeu a infusdo intra-hipocampal de escopolamina (2 pg/lado)
imediatamente apds o treino e seu respectivo grupo controle ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante no desempenho no treino, P=0,974, possibilitando a
comparacao entre os grupos. Também nao houve diferenca entre 0s ratos que receberam
veiculo e droga no desempenho do teste, P=0,628 (Teste U de Mann-Whitney). O
desempenho no teste do grupo que recebeu droga e do grupo veiculo foi
significativamente melhor do que o desempenho no treino, P<0,05 (Teste de Wilcoxon),
confirmando a retencdo da tarefa em ambos os grupos. O diagrama esquematico abaixo

ilustra o protocolo experimental utilizado.
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Figura 21: Escopolamina infundida no hipocampo imediatamente apés o treino de El. Os dados estdo

expressos em medianas e intervalos interquartis. (a) Diferenca significativa em relag&o ao treino.
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Escopolamina infundida 90 minutos apds o treino de esquiva inibitdria (Figura
22):

O grupo que recebeu a infusdo intra-hipocampal de escopolamina (2 pg/lado)
180 minutos apds o treino e seu respectivo grupo controle ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante no desempenho no treino, P=0,552, possibilitando a
comparacao entre os grupos. Também nao houve diferenca entre 0s ratos que receberam
veiculo e droga no desempenho do teste, P=0,710 (Teste U de Mann-Whitney). O
desempenho no teste do grupo que recebeu droga e do grupo veiculo foi
significativamente melhor do que o desempenho no treino, P<0,05 (Teste de Wilcoxon),
confirmando a retencdo da tarefa em ambos os grupos. O diagrama esquematico abaixo

ilustra o protocolo experimental utilizado.
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Figura 22: Escopolamina infundida no hipocampo 90 minutos apds o treino de El. Os dados estdo

expressos em medianas e intervalos interquartis. (a) Diferenca significativa em relacéo ao treino.
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Escopolamina infundida 180 minutos ap6s o treino de esquiva inibitdria (Figura
23):

O grupo que recebeu a infusdo intra-hipocampal de escopolamina (2 pg/lado)
180 minutos apds o treino e seu respectivo grupo controle ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante no desempenho no treino, P=0,786, possibilitando a
comparacao entre 0s grupos. Também ndo houve diferenca entre os ratos que receberam
veiculo e droga no desempenho do teste, P=0,740 (Teste U de Mann-Whitney). O
desempenho no teste do grupo que recebeu droga e do grupo veiculo foi
significativamente melhor do que o desempenho no treino, P<0,05 (Teste de Wilcoxon),
confirmando a retencéo da tarefa em ambos os grupos. O diagrama esquematico abaixo

ilustra o protocolo experimental utilizado.
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Figura 23: Escopolamina infundida no hipocampo 180 minutos ap6s o treino de El. Os dados estéo

expressos em medianas e intervalos interquartis. (a) Diferenca significativa em relagdo ao treino.
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- Resultados referentes ao objetivo geral 4:

DRB (inibidor de transcri¢do génica) intra-hipocampal infundido imediatamente
apos o treino de esquiva inibitoria (Figura 24):

Os grupos que receberam as doses (0,4 e 2,0 ng/lado) de DRB poés-treino intra-
hipocampal e o respectivo grupo controle ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significante no desempenho no treino, P=0,189, possibilitando a comparagédo entre os
grupos. Porém, houve diferenca entre os ratos que receberam veiculo e, pelo menos, em
um dos grupos que receberam DRB no desempenho do teste, P=0,004 (teste de Kruskal-
Wallis). O teste “post hoc” de Dunn indicou que apenas o grupo infundido com a dose
de 2,0 ng por lado teve um desempenho diferente do grupo controle (P<0,05),
demonstrando o efeito amnésico dessa dose de droga. O desempenho no teste dos
grupos que receberam alguma dose do farmaco e do grupo veiculo foi
significativamente melhor do que o desempenho no treino, P<0,05 (teste de Willcoxon),
confirmando a retencdo da tarefa em ambos os grupos. O diagrama esquematico abaixo

ilustra o protocolo experimental utilizado.
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Figura 24: DRB infundida no hipocampo imediatamente apds o treino de El. Os dados estdo expressos
em medianas e intervalos interquartis. (a) Diferenca significativa em relacdo ao treino; (b) diferenca

significativa em relacéo ao teste do grupo controle.
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DRB (dose sem efeito proprio) imediatamente pds-treino e MT3 2,0 ug/lado 20

minutos pré-teste (Figura 25):

Neste trabalho demonstramos a reversdo do efeito facilitatorio da MT3 (2,0
ng/lado) pré-teste de esquiva inibitéria com a adminstragdo imeditamente pos-treino de
uma dose sem efeito préprio de DRB (0,4 ng/lado). Pelo menos uma dos grupos
mostrou um desempenho estatisticamente diferente na sessdo de teste (P=0,022, teste de
Kruskal-Wallis). O teste “post hoc” de Dunn mostrou que somente o grupo infundido
com o veiculo do DRB (DMSO 8%) imediatamente pos-treino e a MT3 pré-teste foi
facilitatéria (P<0,05); os demais grupos que receberam DRB (0,4 ng/lado) pos-treino +
TFS pré-teste e DRB poés-treino + MT3 pré-teste ndo diferiram do grupo controle
(DMSO 8% pos-treino + TFS pré-teste). O desempenho no teste de todos os grupos foi
significativamente melhor do que o desempenho no treino, P<0,05 (teste de Willcoxon),
confirmando a retencdo da tarefa em todos os grupos. O diagrama esquematico abaixo

ilustra o protocolo experimental utilizado.
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Figura 25: DRB infundida no hipocampo imediatamente apés o treino de El e MT3 pré-teste. Os dados
estdo expressos em medianas e intervalos interquartis. (a) Diferenca significativa em relacéo ao treino; (b)

diferenca significativa em relacdo ao teste do grupo controle.
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DISCUSSAO

O sistema colinérgico muscarinico € essencialmente modulatério, o que
evidencia sua acao sobre varias func@es corporais, entre elas a funcao cognitiva (Kandel
et al.,, 2000). Nessa funcdo a modulacdo colinérgica pode ser expressa por vias
colinérgicas extrinsecas que agem sobre 0s neurdnios glutamatérgicos e gabaérgicos em
estruturas importantes para o aprendizado e a memoria, como a formacg&o hipocampal e
0 neocortex (Segal & Auebach, 1997). Pode ser expressa, também, em vias intrinsecas
de interneurdnios colinérgicos no sistema limbico; outra possibilidade é a da expressao
de heterorreceptores muscarinicos em sistemas ‘“efetores”, o que parece ser muito
importante para o aprendizado e memoria; parece ser 0 caso dos receptores M2 e M4,
que sdo pré-sinapticos em neurdnios glutamatérgicos na via perforante medial, uma via
de entrada ao hipocampo (Rouse et al., 1999; Van der Zee & Luyten, 1999). Esses
receptores apresentam uma funcdo inibitoria, pois estdo normalmente acoplados a
proteina Gi/Go, conhecida por inibir a adenilil ciclase, o que diminui a produgdo do
AMPc. A atividade modulatoria inibitéria desses receptores no terminal pré-sinaptico
pode se dar através da ativacdo de canais de K*, que promovem a hiperpolarizacéo da
célula, ndo permitindo, assim, a abertura de canais de Ca™" dependentes de voltagem,
que levam a liberacdo de neurotransmissores como 0 GABA ou o glutamato (Taylor &
Brown, 1999).

A fim de investigar o papel modulatério dos receptores colinérgicos
muscarinicos sobre as diferentes fases da memoria (Pedreira e Maldonado, 2003;
Debiec e LeDoux, 2004; Dudai, 2004; Boccia et al., 2007; De Oliveira Alvares et al.,
2008) — consolidacéo, evocacdo, reconsolidacdo ou extingédo, ratos foram treinados na
tarefa de Condicionamento Aversivo Contextual (CAC), uma tarefa dependente de

hipocampo e amigdala com um forte componente aversivo e com uma aprendizagem
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que pode ser adquirida com uma Unica sessdo de treino. Trata-se de um
condicionamento pavloviano onde, no treino, um estimulo condicionado (EC, caixa de
contexto) € pareado com um estimulo incondicionado (El, choques nas patas) para
produzir, num teste (reativacdo) subsequente, uma resposta de medo condicionada
(respostas de congelamento, “freezing”) (Bustos et al., 2006; 2009). Os farmacos
utilizados foram: MT3, antagonista 214 vezes mais seletiva aos receptores M4 que aos
receptores M1, o que faz dessa toxina a melhor ferramenta farmacoldgica para o estudo
desse subsistema de receptores; escopolamina, antagonista colinérgico muscarinico
inespecifico aos diversos subtipos de receptores (Jerusalinsky et al., 1997; 1998).

Os experimentos realizados na tarefa de Condicionamento Aversivo ao Contexto
com a infusdo intra-hipocampal de MT3 corroboram com o0s dados encontrados
anteriormente na tarefa de esquiva inibitéria. A MT3 e a escopolamina (10 pg/lado)
administradas no hipocampo dorsal imediatamente apos o treino do condicionamento ao
medo mostraram também ter um efeito amnésico sobre a consolidacdo dessa tarefa
aversiva, pois claramente causou uma diminuicdo na quantidade de respostas de
congelamento. Este resultado esta de acordo com os achados prévios da literatura
(Izquierdo et al., 1992) e se associa a observagdo classica de que a administracao
sisttmica ou central de drogas anticolinérgicas, ou de lesdes nos nucleos ou nas vias
colinérgicas, tem efeitos deletérios a consolidacdo da memoria (Winkler et al., 1995;
Van der Zee e Luiten, 1999; Anagnostaras et al., 1999; 2003; Power et al., 2003). Em
uma recente colaboracdo do nosso laboratério, foi demonstrado que a infusdo de
escopolamina ou MT3, em concentracdes similares as usadas nesse trabalho, foi capaz
de inibir a inducéo de potenciacdo de longa duracdo em fatias de hipocampo (Sanchez et
al., 2009b). A participacao dos receptores M1 no processo de consolidacéo, evidenciada

pelo efeito da escopolamina, é bem descrito na literatura (lzquierdo et al., 1992;
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Jerusalinsky et al., 1998; Ferreira et al., 2003). O nosso trabalho sustenta a idéia de um
papel modulatério positivo do sistema colinérgico muscarinico (receptores M1 e M4)
hipocampal sobre a consolidagdo da memoria.

Entretanto, somente a MT3 intra-hipocampal administrada 20 minutos antes do
teste da tarefa de CAC, a MT3 causou um aumento das respostas de congelamento,
mostrando, entdo, um efeito facilitatério sobre a evocacdo dessa tarefa. Este efeito,
contudo, é consistente com um resultado anterior em que a mesma droga seletiva MT3
também foi facilitatéria sobre a evocacdo da memoria aversiva da tarefa de Esquiva
Inibitéria (EI) (Diehl et al., 2007). Estes resultados em conjunto apontam para um papel
modulatério negativo do subsistema M4 muscarinico hipocampal sobre a evocacgédo de
memorias aversivas. A auséncia de efeitos com a administracdo de MT3 ap0s o treino
(Ferreira et al., 2003) e antes do teste (Diehl et al., 2007) da tarefa habituagcdo ao campo
aberto mostrou em trabalhos anteriores que 0s componentes aversivos e estressores das
tarefas sdo necessarios ao recrutamento dos receptores M4 para a modulacdo da
consolidacdo e da evocacdo. Além disso, a MT3 nédo causou qualquer prejuizo motor ou
de ansiedade que poderiam interferir com os resultados encontrados com CAC ou ElI.

Poucos trabalhos estdo focados no estudo do papel da modulacdo colinérgica
muscarinica sobre o processo de evocagdo. Eles geralmente mostram o efeito “classico”
de que antagonistas sdo amnésicos e que agonistas sdo facilitatorios, diferente do que é
mostrado neste trabalho. Boccia et al. (2003), por exemplo, demonstrou um efeito
amnésico do antagonista inespecifico atropina. Entretanto, a atropina foi infundida
sistemicamente, e, nesse trabalho, ndo foi possivel determinar que regidao encefalica foi
responsavel por esse efeito. A infusdo na amigdala basolateral do agonista muscarinico
inespecifico pilocarpina, porém, teve um efeito facilitatério sobre uma tarefa que media

a evocacao de um estado de dependéncia induzido por morfina (Rezayof et al., 2009).
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Esse efeito facilitatério similar ndo pode ser comparavel ao nosso trabalho, pois
envolveu um agonista inespecifico infundido em uma estrutura diferente.

O Unico estudo comparavel ao nosso foi realizado por Barros et al. (2001) que
descreve, entre muitos outros resultados, um efeito amneésico da escopolamina (doses de
0,4 e 2,0 pg/lado) infundida no hipocampo dorsal 10 minutos antes do teste de esquiva
inibitéria. Desde que a dose de 2,0 pg/lado de escopolamina foi inefetiva ao nosso
tratamento pos-treino, ndo foi feito um grupo tratado com esta dose mais baixa antes do
teste de CAC, mesmo porque a dose mais alta (10,0 pg/lado) ndo teve qualquer efeito
sobre a evocacdo de CAC. Esta discrepancia entre os resultados pode ser devido a
diferencas no tempo de administracdo da escopolamina pré-teste, uma vez que no NOsso
trabalho administramos o farmaco 20 minutos antes do teste, pois, num periodo mais
curto entre infusdo e teste da tarefa, parecia que o estresse causado pela a imobilizagao
dos animais enquanto a droga era injetada atrapalhava o desempenho no teste (dados
ndo publicados). Resultados contraditorios tém sido descritos algumas vezes por
diferentes autores, pelo menos no que diz respeito as funcdes do hipocampo, isto pode
se dever a diversidade de subtipos de receptores em multiplas localizagbes nos
neurdnios e nas sinapses, além de diferencas nos tratamentos farmacolégicos utilizados,
principalmente, quanto a suas seletividades e locais onde sdo administrados (Parent e
Baxter, 2004; Cobb e Davies, 2005).

O mesmo padrdo de mudanca de efeitos da MT3, amnésico na consolidacédo e
facilitatério na evocacéo, foi observado em ambas as tarefas que apresentam em comum
um forte componenete aversivo, porém com respostas de aprendizagem diferentes.
Podemos inferir, assim, que 0os mecanismos mnemaonicos hipocampais sdo semelhantes
no processamento de ambas as tarefas, pelo menos no que se refere ao papel

modulatério do receptor M4.
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Além disso, 0 nosso trabalho com a tarefa de condicionamento aversivo ao
contexto extrapola nosso campo de estudo para além dos processos de consolidacao e de
evocacao da memoria (Bustos et al., 2006). Recentemente, tem sido postulado que a
evocacao ndo seria apenas um processo passivel e consequente da consolidacdo. As
descobertas mais recentes mostram que na evocagdo ocorrem eventos bioquimicos e de
plasticidade sinaptica que podem determinar quanto uma memoria pode persistir e se
transformar numa memoria remota ou de longa duragdo armazenada de forma difusa e
permanente no cortex (Misanin et al., 1968; Przybyslawski e Sara 1997; Sara, 2000;
Nader et al., 2000; Debiec et al., 2002; Eisenberg et al., 2003; Pedreira e Maldonado,
2003; Debiec e LeDoux, 2004; Duvarci e Nader, 2004).

Muitas evidéncias mostram que ap0s a evocacdo a memoria de uma experiéncia
pode ser novamente suscetivel a interferéncias de diversos tipos de tratamentos,
inclusive farmacoldgico. Apds uma reativacdo (evocagdo), a memoria pode seguir por
dois caminhos antagbnicos: a memoria pode ser reconsolidada ou extinta (Nader et al.,
2000; Debiec et al., 2002; Dudai e Eisenberg, 2004; Suzuki et al., 2004).

Na reconsolidacdo da memoria séo ativadas cascatas bioquimicas semelhantes as
observadas durante a consolidacdo, sendo marcante a dependéncia de nova transcricao
génica em estruturas como o hipocampo e a amigdala, o que favorece & plasticidade
sinaptica e consequente armazenamento do traco de memdria. A reconsolidacdo da
memoria apds a evocacao deve ser 0 mecanismo necessario para ocorrer a atualizacao
ou incorporacdo de novas informagdes na formacdo de um memoria de longa duracédo
(Debiec et al., 2002; Pedreira e Maldonado, 2003; Suzuki et al., 2004; Boccia et al.,
2004, 2007; Bouton, 2004; Bouton et al., 2006; Bustos et al., 2006; Myers e Davis,

2007; Tronson e Taylor, 2007; de Oliveira Alvares et al., 2008).

74



A tarefa de condicionamento aversivo € ideal para o estudo da reconsolidacdo e
da extincdo. Na sessdo de treino dessa tarefa um estimulo condicionado (caixa de
contexto) é pareado com um estimulo incondicionado (choque nas patas). Quando
colocado de volta no contexto de treino, o animal mostra respostas de medo
condicionadas, como o congelamento (Bustos et al., 2006). Breves exposicdes ao
contexto parecem engatilhar uma segunda onda de consolidacdo da memoria
(reconsolidacédo), enquanto que uma exposicdo prolongada ao contexto leva a formacao
de uma nova memoria (extingdo), que competi com a memoria original. Ou seja, a
evocacao pode iniciar dois processos dissocidveis e opostos: a reconsolidacdo que atua
em estabilizar o traco, enquanto a extincao tende a enfraquecer a expressdo da memoria
original com a diminuicéo das respostas de congelamento (Suzuki et al., 2004).

No nosso trabalho podemos verificar que a infuséo intra-hipocampal de MT3
imediatamente ap0s uma sessdo de reativacdo curta (3 minutos) teve um evidente efeito
facilitatério sobre a reconsolidacdo da tarefa de condicionamento aversivo ao contexto.
Portanto, os receptores M4 hipocampais, também, devem modular negativamente o
processo de reconsolidacdo. Esse resultado demonstra, pelo menos no papel dos
receptores M4 hipocampais, que 0s processos de consolidacdo e reconsolidacdo
apresentam distintos processos modulatérios. Por outro lado, permanece inalterada a
funcdo modulatdria entre os processos de evocacgéo e reconsolidacédo dessa tarefa.

Este resultado esta de acordo com recentes trabalhos publicados, que
demonstraram os efeitos deletérios da infusdo intra-cerebroventricular de hemicolinium,
um inibidor especifico da recaptacéo de colina da fenda sinaptica, imediatamente apos
uma reativacdo da memoria da tarefa de CAC. Demonstrando que o0 neurotransmissor
acetilcolina € um importante modulador do processo de reconsolidacdo (Boccia et al.,

2004; 2007).
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Extincdo da memoria — quando um animal aprende que a apresentacdo de um
estimulo condicionado ndo estd mais precedida da ocorréncia de um extimulo
incondicionado — foi estudada em detalhes. Desde que é amplamente considerada como
a aquisicdo de um traco novo e transiente, sem apagar o traco de medo condicionado
original (Bouton, 2004; Bouton et al., 2006; Myers e Davis, 2007) é I6gico introduzir os
conceitos de consolidagdo da extingdo e evocagao da extingcdo (Quirk e Mueller, 2008;
Duvarci et al., 2006; Lin et al., 2003; Santini et al., 2001). Os efeitos dos antagonistas
muscarinicos foram investigados nestas duas situa¢cBes, com a administracdo
imediatamente apds uma reativacdo de vinte e cinco minutos, ou antes do teste vinte e
quatro horas ap0s a reativacao longa.

Somente a infusdo de MT3 no hipocampo dorsal teve um efeito amnésico sobre
a consolidacao da extin¢do e também sobre a evocacdo da extingdo. Demonstrando que
0s receptores M4 hipocampais modulam negativamente a extin¢do do condicionamento
aversivo ao contexto. Em ambos os experimentos realizados com uma reativacdo de 25
minutos mostrou que uma Unica, porém, prolongada reexposicdo ao contexto de
condicionamento sem a apresentacdo do estimulo incondicionado leva a gradual
reducgdo das respostas de medo (“freezing’) ao longo da sessdo de reativagao, resultando
em extincdo da memoria (Suzuki et al., 2004; de Oliveira Alvares et al,. 2008). O efeito
amnésico do antagonista M4 é consistente com a facilitacdo encontrada com a infusao
do agonista muscarinico inespecifico oxotremorina na amigdala basolateral sobre a
consolidacdo da extingdo (Boccia et al., 2009).

Um ponto interessante a ser ressaltado neste trabalho é que a MT3 apresentou
efeitos contrarios entre os processos de consolidacdo e evocacao/reconsolidacdo da
memoria de CAC, isto sugere que mecanismos de plasticidade sinaptica ocorrem

durante a formacdo de uma memdria aversiva no hipocampo modificando, assim, o
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papel modulatdrio dos receptores M4 sobre essa memoria. Essa modificagcdo “plastica”
do efeito da MT3 ndo ocorreu entre a consolidagdo e a evocagdo da extingéo,
demonstrando que o efeito da MT3 se deve a ela estar atuando mais nas vias que
processam a memoria de medo condicionada da tarefa de CAC, e que a formacdo do
traco de extingdo deve recrutar vias diferentes, assim como mecanismos moleculares
préprios. Portanto, uma possibilidade é a de que o blogueio seletivo dos receptores M4
hipocampais facilite a recuperacdo espontdnea da memdria original, porém este
experimento precisa, ainda, ser realizado para elucidar esta questo.

Os efeitos da MT3 sobre os processos de reconsolidacdo e extingdo sé ocorreram
devido os tratamentos farmacoldgicos terem sido feitos ap6s uma sessao de reativacao.
Quando a reativacdo foi omitida ndo houve qualquer efeito de qualquer antagonista
muscarinico infundido no hipocampo dorsal 24 horas apds o treino, demonstrando que
nédo ha participagdo de receptores muscarinicos mesmo numa fase tardia do processo de
consolidacao.

Existem muitas evidéncias que sugerem a participacdo da amigdala basolateral
na formagdo de memorias com fortes componentes aversivos (McGaugh, 2004;
McGaugh e Roozendaal, 2002; Roozendaal, 2002). Além disso, a amigdala recebe
muitas aferéncias colinérgicas provenientes do nucleo basalis de Meinert e, portanto,
sdo importantes as influéncias modulatérias colinérgicas sobre o processamento da
memoria na amigdala (McGaugh, 2004). Nossos resultados, ainda, preliminares
mostraram que a administracdo de MT3 ou escopolamina (mesmas concentracdes
utilizadas nos experimentos com infusdo no hipocampo) na amigdala basolateral teve
um efeito amnésico sobre os processos de consolidacdo. Resultado idéntico ao
encontrado com a infusdo no hipocampo, que evidencia um papel modulatorio positivo

dos receptores muscarinicos na amigdala basolateral, também.
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Somente a MT3 intra-amigdala basolateral teve um efeito amnésico
reconsolidacdo da memoria da tarefa de condicionamento aversivo contextual, embora
uma tendéncia a efeito amnésico tenha sido encontrada com a infuséo de escopolamina.
Entretanto parece necessario testar mais doses de escopolamina na amigadala, além
aumentar o tamanho amostral dos grupos feitos até agora. Estes resultados mostraram
um papel modulatério positivo dos receptores M4, também sobre o processo de
reconsolidacéo.

E interessante observar que na amigdala a modulacio desses receptores parece
ser contraria ao hipocampo pelo menos sobre o processo de reconsolidagdo. Além disso,
parece nao haver na amigdala a mudanca de efeitos da MT3 observada no hipocampo.
As aferéncias colinérgicas sdo diferentes e separadas as duas estruturas e a
citoarquitetura do hipocampo é diferente da amigadal, é possivel, entdo, supor
mecanismos modulatorios dos receptores muscarinicos, especialmente dos receptores
M4, diferentes nas duas estruturas. Essa discrepancia pode explicar um pouco das
contradicOes de resultados encontrados na literatura, especialmente se for comparados
tratamento sistémicos com infusbes em areas especificas do encéfalo, como o
hipocampo. Porém, nossos resultados séo, ainda, preliminares e precisamos estender o
nosso estudo para experimentos em esquiva inibitoria, bem como testar a MT3
infundida na amigdala basolateral na extingdo da memoria.

Trabalhos anteriores de nosso grupo demonstraram que 0S processos de
consolidacdo e de evocacdo da memoria da Esquiva Inibitoria sdo fortemente
modulados pela atividade de receptores colinérgicos muscarinicos do tipo M4. Os
resultados obtidos com a infusdo intra-hipocampal de antagonistas muscarinicos,
especialmente com a MT3, mostram efeitos ndo apenas diferentes, mas opostos quando

injetado imediatamente apds o treino (no inicio da consolidacdo) e logo antes do teste
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(na evocagdo da memoria). Esta assimetria sugere a ocorréncia de uma alteracdo
plastica que modificaria a expressdo de receptores M4 hipocampais em funcdo do
aprendizado (durante o processo de consolidagéo), e que fica evidente no momento da
evocacao, 24h apos.

Para investigar a modulacéo colinérgica muscarinica em uma determinada fase
do periodo de consolidacdo da memdria foi utilizada a tarefa de esquiva inibitéria. Esta
tarefa apresenta uma aprendizagem dependente do hipocampo e decorrente de um forte
componente aversivo que é adquirida com uma Unica sessdo de treino, 0 que a torna
ideal para este tipo de investigacéo.

A administracdo de MT3, antagonista reversivel seletivo para receptor M4, intra-
hipocampal imediatamente ap6s o treino da tarefa de esquiva inibitéria teve um efeito
amnésico no teste ocorrido 24 horas apdés. Isto indica, como ja descrito anteriormente,
que os receptores M4 hipocampais modulam positivamente a fase inicial do processo de
consolidacao.

Entretanto, quando MT3 foi infundida 45 minutos ap0s o treino, este efeito
amnésico ja ndo foi mais constatado. Neste momento da consolidacdo, parece nao
ocorrer a modulacéo dos receptores M4. Porém, a MT3 administrada 90 e 180 minutos
apos o treino apresentou um efeito facilitatério, ou seja os receptores M4 modificaram
sua funcdo e passam a modular negativamente a consolidacio da memdria. E possivel
que no periodo que compreende a primeira hora do processo de consolidacdo 0s
receptores muscarinicos M4 hipocampais sofram mecanismos neuroadaptativos que
modificam sua modulacdo sobre a formacdo da memoria. Portanto, os a auséncia de
efeito da MT3 aos 45 minutos talvez se deva a um periodo intermediario em que parte
dos receptores M4 permanece numa disposicdo inicial e que a outra parte ja esteja

modificada.
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A MT3 infundida 360 minutos ap6s o treino ndo teve qualquer efeito sobre o
processo de consolidacdo. Indicando que a consolidagcdo néo deve ser dependente da
modulagdo dos receptores M4 na fase mais tardia. E sabido que no periodo de 6 a 8
horas apds a aquisi¢do a “maquinaria” celular envolvida na formag¢do da memoria ¢
aquela responsavel por modificacbes estruturais das sinapses, ou seja sintese de
proteinas estruturais (Lamprecht e LeDoux, 2004), e ndo de cascatas de sinalizacdo
como as do receptor M4.

Por outro lado, a escopolamina, antagonista colinérgico muscarinico
inespecifico, ndo teve qualquer efeito quando infundida imediatamente, 90 minutos, 180
minutos ap6s o treino. Esse resultado indica que o sistema colinérgico muscarinico,
quando tem seus receptores bloqueados indiscriminadamente, ndo participa de nenhuma
das fases do processo de consolidacdo da memoria da Esquiva Inibitéria. Porém, outras
intensidades de choque e doses de escopolamina precisam ser, ainda, analizados.

A modulagéo do subsistema M4 muscarinico é recrutada, pelo menos, durante as
trés primeiras horas do processo de consolidacdo. Porém, como séo fundamentais desse
processo os fendbmenos de plasticidade sinaptica, os receptores M4 hipocampais
modificam precocemente as suas funcdes. Nossos resultados mostraram uma mudanca
na modulacao do subsistema M4 muscarinico que ocorre em torno de duas horas apos a
aquisicdo sobre o processo de consolidacdo. Essa alteragdo parece permanecer até a
evocacdo, onde a MT3 mantém o efeito facilitatorio.

Uma propriedade que distigue memorias de longa duracdo de outros tipos de
memoria € a sua sensibilidade a inibidores de sintese protéica, o que ficou demonstrado
com uso de farmacos bloqueadores da ARN polimerase II como o DRB ou a a-
amanitina (Nader e Hardt, 2009). Durante processo de consolidacdo € necessaria a

transcricdo de novas proteinas, como receptores de membrana, enzimas de sinalizacdo
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intracelular, proteinas do citoesqueleto, entre outras, para que ocorra 0 armazenamento
de forma mais definitivo da memdria (Lamprecht e LeDoux, 2004).

Como descrito também por 1gaz et al (2002), nosso trabalho mostrou que a
infusdo intra-hipocampal imediatamente apds o treino de Esquiva Inibitdria do inibidor
de sintese protéica DRB teve um evidente efeito amnésico sobre a consolidacdo da
memoria da tarefa. Demonstrando que nos momentos iniciais do processo é necessaria a
sintese de ADNm.

A reversdo do efeito facilitatorio da MT3 pré-teste através de uma infusdo pos-
treino de uma dose sem efeito proprio de DRB no hipocampo dorsal sugere que a
mudanca de efeito amnésico para facilitatorio da MT3 seja dependente de sintese
protéica. Portanto, a sintese de novas proteinas parece ser necessaria entre os diferentes
mecanismos envolvidos com a neuroadaptacdo da modulacdo dos receptores M4
hipocampais na formacéo da memoria de longa duragéo da EI.

O efeito amnésico dos antagonistas colinérgicos muscarinicos menos seletivos
(escopolamina) sobre o processo de consolidacdo da memoria pode dever-se
principalmente a sua acgdo inibitoria sobre os receptores muscarinicos ml excitatorios
pos-sindpticos (Ferreira et al., 2003). Porém, a atividade da MT3 durante inicio da
consolidacao pode ser interpretada como ocorrendo em interneurdnios GABAérgicos do
hipocampo, onde a toxina inibiria a atividade do receptor M4, que, por sua vez,
modularia negativamente a liberacdo do neurotransmissor inibitorio GABA. Isto
produziria, entdo, o efeito amnésico (Jerusalinsky et al., 1995; Ferreira et al., 2003). Ja
durante o processo de evocacgdo, 0s antagonistas muscarinicos e, especialmente, a MT3
atuariam diretamente no terminal axonal de um neurénio excitatorio (glutamatérgico),
antagonizando o receptor M4 que teria, ali, o papel de controlar a liberacdo de

glutamato na fenda sindptica. Estes diferentes papéis também poderiam estar
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acontecendo em diferentes sub-regides do hipocampo (CA1, CA3 e giro denteado, por
exemplo), mas nosso tratamento ndo discrimina espacialmente entre elas.

Indiretamente, portanto, a MT3 deve estar atuando na disponibilidade dos
neurotransmissores nos dois processos. A formacdo da memoria, porém, envolve
fendmenos plasticos, como 0 aumento da producdo e liberacdo do neurotransmissor
glutamato (Dudai, 2004; Izquierdo, 2002). E possivel que o tratamento pré-teste com
MT3, atue sobre terminais neuronais que ja passaram pelo processo da consolidacdo da
memoria, e que, portanto, tem suas sinapses modificadas para liberar grande quantidade
de glumato na fenda e que também passariam a expressar novos receptores M4,
explicando, assim, o efeito facilitatério sobre a evocagdo, que ndo era detectavel com o
mesmo tratamento na situacdo de pos-treino, quando a liberacdo do glutamato ainda ndo
estava modificada. Essa hipdtese sera testada em futuros experimentos com a infusdo
intra-hipocampal concomitante de farmacos antagonistas glutamatérgicos e de MT3, a
fim de verificarmos a interacdo entre estes dois sistemas de neurotransmissores (ver
figura 26).

Nossa hipotese, portanto, € a de que os receptores M4, em algum dos sitios em
que eles se expressam — seja em interneurdnios GABAE€rgicos, seja em neurbnios
glutamatérgicos, pré ou pds-sinapticamente — sofreriam mudancgas quantitativas ou
qualitativas (isso precisaria ser verificado), provavemente aumento em sua expressao
nas sinapses axoaxénicas nos terminais dos neurdnios piramidais glutamatérgicos. Esta
mudanca parece ocorrer no inicio da consolidacdo e deve permanecer até a evocacao,
por em quanto conhecemos o efeito facilitatério da MT3 sobre a evocacdo somente 24
horas ap0s o treino.

E possivel que a mudanca na modulacdo dos receptores M4 seja uma medida de

protecdo a memoria que esta sendo armazenada em uma determinada via neuronal no
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hipocampo dorsal. E conhecido que durante o processo de consolidacio uma memodria é
label e suscetivel a interferéncias de tratamento e de outras memdrias ou estimulos. Por
isso, € plausivel que os mecanismos de plasticidade sinaptica podem instalar um freio

inibitorio (receptores M4) sobre um sistema excitatorio.
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Figura 26 — Proposta da circuitaria de modulacdo colinérgica muscarinica na regiao
hipocampal dorsal sugerida a partir da interpretacdo dos resultados obtidos com a

infusdo de farmacos no hipocampo pds-treino, pré-teste e pos-reativacdo de CAC e El:

- Via 1 representa o efeito facilitatorio da MT2, tanto pés-treino como pré-teste. Além disso,
pode explicar o efeito facilitatério da MT3 pré-teste agindo sobre autorreceptores M4, que
passariam a ser expressos nessa Vvia apés os fendmenos de plasticidade sinéptica (trabalhos
anteriores).

- Via 2 representa o efeito amnésico da MT3 pds-treino agindo sobre heterorreceptores M4
expressos num terminal axonal de um neurdnio GABAérgico. A MT3, entdo, inibe a
inibicdo do receptor M4 sobre um neurénio GABAérgico inibitorio.

- Via 3 também pode representar o efeito facilitatorio da MT3 pré-teste. Nessa situagdo, 0s
receptores M4 passariam a Ser expressos como heterorreceptores pré-sinapticos num
terminal axonal de um neurbnio glutamatérgico, apés os fendmenos de plasticidade

sinaptica. A MT3, assim, inibe a inibicdo do receptor M4 sobre um neurénio excitatorio.
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CONCLUSOES

- A MT3 e a escopolamina infundidas no hipocampo dorsal imediatamente apos o treino
de Condicionamento Aversivo Contextual apresentaram um evidente efeito amnésico
sobre o0 processo de consolidacdo desta tarefa, demonstrando que o sistema colinérgico

muscarinico modula positivamente esse processo.

- Somente a MT3, antagonista seletivo ao receptor M4, infundida no hipocampo dorsal
20 minutos antes do teste de Condicionamento Aversivo Contextual apresentou um
evidente efeito facilitatorio sobre o processo de evocacdo desta tarefa, demonstrando

que o subsistema M4 muscarinico modula negativamente esse processo.

- Somente a MT3 infundida no hipocampo dorsal imediatamente ap6s uma reativacdo
de 3 minutos de Condicionamento Aversivo Contextual apresentou um evidente efeito
facilitatorio sobre o processo de reconsolidacdo desta tarefa, demonstrando que o

subsistema M4 muscarinico modula negativamente esse processo.

- Somente a MT3 infundida no hipocampo dorsal imediatamente ap6s uma reativacdo
de 25 minutos de Condicionamento Aversivo Contextual apresentou um evidente efeito
amnésico sobre o processo de consolidacdo da extingdo desta tarefa, demonstrando que

0 subsistema M4 muscarinico modula positivamente esse processo.

- A MT3 infundida no hipocampo dorsal 20 minutos antes do teste 24 horas ap6s uma

reativacdo de 25 minutos de Condicionamento Aversivo Contextual apresentou um
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evidente efeito amnésico sobre o processo de evocacdo da extingdo desta tarefa,

demonstrando que o subsistema M4 muscarinico modula positivamente esse processo.

- A MT3 infundida no hipocampo dorsal modifica seu efeito entre os processos de
consolidacdo e evocacdo/reconsolidacdo da memoria de CAC, o que demonstra uma
mudanga no papel modulatorio dos receptores M4 entre esses processos indicando

alteracOes plasticas de expressao desses receptores.

- Os receptores M4 hipocampais apresentam papeis contrarios entre reconsolidacao e

extin¢do de CAC.

- A MT3 ndo modifica o seu efeito entre 0s processos de consolidagdo e evocagao da
extin¢do, demonstrando que os receptores M4 hipocampais ndo modificam o seu papel
modulatdrio nas vias que codificam o traco da extincao, diferentemente do que acontece

com o trago do medo condicionado.

- A MT3 e a escopolamina infundidas na amigdala basolateral imediatamente apds o
treino de Condicionamento Aversivo Contextual apresentaram um evidente efeito
amnésico sobre o processo de consolidacdo desta tarefa, demonstrando que o sistema

colinérgico muscarinico nessa estrutura modula positivamente esse processo.

- Somente a MT3 infundida na amigdala basolateral imediatamente ap0s uma reativacao
de 3 minutos de Condicionamento Aversivo Contextual apresentou um evidente efeito
amnésico sobre o processo de reconsolidacdo desta tarefa, demonstrando que o

subsistema M4 muscarinico nessa estrutura modula positivamente esse processo.
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- A MT3 infundida na amigadala basolateral ndo modifica seu efeito entre os processos
de consolidacdo e reconsolidacdo da memoria de CAC, diferentemente do que ocorre

quando infundida no hipocampo.

- Os receptores M4 da amigdala basolateral ndo sofrem alteracGes plasticas durante a

formag&o da memoria de CAC.

- A MT3 infundida no hipocampo dorsal imediatamente apds o treino da tarefa de
Esquiva Inibitoria apresentou um evidente efeito amnésico sobre o inicio do processo de

consolidacéo.

- A MT3 infundida no hipocampo dorsal 90 e 180 minutos apds o treino de Esquiva
inibitoria apresentou um evidente efeito facilitatorio nesta fase mais tardia do processo

de consolidacéo

- Os receptores M4 hipocampais modificam seu papel modulatério precocemente dentro

do processo de consolidagdo da memoria.

- A administracdo intra-hipocampal de um inibidor de transcricdo génica (DRB)
imediatamente ap0s o treino da tarefa de esquiva inibitdria teve um evidente efeito
amnésico sobre o processo de consolidacdo, demonstrando que a sintese ARNm ¢é

necessaria para a consolidacao.
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- A administracdo intra-hipocampal de um inibidor de transcricdo génica (DRB)
imediatamente apds o treino da tarefa de esquiva inibitdria reverteu o efeito facilitatorio
da MT3 pré-teste, demonstrando a necessidade de transcricdo génica para ocorrer o

efeito facilitatorio da MT3

- Os resultados, em conjunto, apontam para modificaces plasticas na expressdo de

receptores M4 hipocampais, que, ap6s 0 processo de consolidagcdo, passariam a

controlar negativamente a atividade de neur6nios excitatorios.
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Abstract

The cholinergic system plays a crucial role in learning and memory. Modulatory mechanisms of this system in the acquisition and consolidation
processes have been extensively studied, but their participation in the memory retrieval process is still poorly understood. Conventional pharmaco-
logical agents are not highly selective for particular muscarinic acetylcholine receptor subtypes. Muscarinic toxins (MTs) that are highly selective
for muscarinic receptors were extracted from the venom of the mamba snake, like the toxin MT3, selective for the M4 receptor subtype. These
toxins are useful tools in studies of the specific functions of the M4 mediated transmission. The M4 receptor selective antagonist MT3, given
into the dorsal hippocampus before the test, have enhanced the memory retrieval of an inhibitory avoidance task in rats. MT3 had no effect in the
habituation to a new environment, including basic motor parameters, meaning that the effect in he inhibitory avoidance is purely cognitive. Our
results suggest an endogenous negative modulation of the cholinergic muscarinic system upon the retrieval of previously consolidated aversive
memories, hereby shown by the facilitatory effect of MT3.
© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Memory retrieval; Cholinergic muscarinic system; MT3; Inhibitory avoidance task; Hippocampus; Rat

1. Introduction

The cholinergic system plays a crucial role in learning
and memory. Lesions of cholinergic nuclei, pharmacological
manipulation of cholinergic receptors and enzymes, intracere-
bral transplantation of genetically modified cells that produce
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acetylcholine, and anatomical changes in cholinergic pathways
during ageing have all been correlated with altered cognition
mechanisms [2,37,40].

Muscarinic ACh receptors (MAChR), members of the seven-
transmembrane protein receptor family coupled to G-proteins,
are expressed widespread throughout the body, and are involved
in many fundamental physiological processes in the central ner-
vous system such as learning and memory [9,17]. Five subtypes
of MAChR are expressed in the mammalian brain (M1-M5)
and their coding genes have been cloned [12]. Upon agonist
binding, M1, M3 and M5 subtypes preferentially interact whit
Gq protein family, activating the inositol phosphate pathway,
while subtypes M2 and M4 are usually coupled to adenylyl
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cyclase through G; proteins, therefore inhibiting cAMP produc-
tion [7,31].

There are differences in the concentration of receptor sub-
types in different brain regions and more than one subtype is
often expressed in the same cell [15]. The hippocampal forma-
tion of the rat was early suggested to have a high proportion
of M1 and M4 receptors [9,15,18,20,27]. The hippocampus is
the target of cholinergic fibers from the medial septum, an input
known to be important for modulation both at the cellular and at
the network levels, including the theta rhythm [10]. The septo-
hippocampal cholinergic pathway also appears to be essential
for memory formation and the cholinergic receptors activation
might be involved with this and other kinds of synaptic plasticity
[3,10].

The study of the MAChRs localization, quantification and
function has faced difficulties due to the lack of selective lig-
ands exclusively acting upon one or other receptor subtype.
However, muscarinic toxins (MTs) extracted from the venom of
Dendroaspis snakes, distinguish among some muscarinic recep-
tor subtypes; for example, MT2 has a 4-fold higher affinity for
M1 than for M4 receptor (Ki =360 and 1200 nM, respectively),
with rather low or negligible affinity for the other subtypes; while
MTS3 has 214-fold higher affinity for M4 than for M1 receptor
(Ki=1.2 and 250 nM, respectively). MT2 behaves as a M1 ago-
nist and a M4 antagonist, while MT3 behaves as a very selective
M4 antagonist [6,9,12,18,26,28,29].

Previous work has shown that the infusion of MT2 into the
dorsal hippocampus of rats immediately after training modified
performance in an inhibitory avoidance task. In the lowest dose,
MT?2 improved performance. On the other hand, pirenzepine, a
relatively selective antagonist, was amnesic. These experiments
have shown that the M1 receptor has an important positive role
in memory consolidation for the inhibitory avoidance task [9].
Moreover, the infusion of the selective M4 receptor-selective
antagonist MT3 into the hippocampus has an amnestic effect
in the consolidation of this memory with aversive components
[9.16].

The participation of the cholinergic muscarinic system
in memory consolidation was extensively studied, but there
are few data concerning the function of this system in the
memory retrieval processing. Recent studies have shown an
enhanced effect on retention performance of a step-down
inhibitory avoidance task by intra-hippocampal pre-test infu-
sion of oxotremorine, a non-selective muscarinic agonist, and
an amnestic effect of the non-selective muscarinic cholinergic
antagonist scopolamine. These results indicate a positive role of
the cholinergic muscarinic system on the retrieval process for
this task [4]. However, the lack of selectivity of oxotremorine
and scopolamine does not allow to answer which muscarinic
receptor was involved.

The present work investigated the role of M4 muscarinic
cholinergic receptor in memory retrieval by using a pre-test
intra-hippocampal infusion of MT3. Two behavioral tasks were
used, a step-down inhibitory avoidance (IA) and an open-field
habituation (OF). The activity in the open-field test session
may also be used as a motor/performance control for the drug
effects.

2. Materials and methods

Ninety-five (95) male Wistar rats (age 2-3 months, weight 210-300 g)
from our breeding colony were used. Animals were housed in plastic cages,
4-5 to a cage, under a 12h light/dark cycle and at a constant temperature of
24 £ 1°C, with water and food ad libitum. All animals were anesthetized by a
mixture of ketamine and xilazine (i.p., 75 and 10 mg/kg, respectively) and bilat-
erally implanted with a 27-gauge guide cannulae aimed at AP —4.2 mm (from
Bregma), LL £3.0 mm, DV 1.5 mm, just 1.0 mm above area CA1 of the dorsal
hippocampus (adjusted from Paxinos and Watson [28]).

Once recovered from surgery (48 h), the animals were submitted to a training
session either in the step-down inhibitory avoidance (IA) or in the open-field
habituation (OF) task; 24 h later they receive a bilateral intra-hippocampal infu-
sion of the drug or its vehicle and 20 min later were tested for the corresponding
task [30]. The IA task was carried out in an automatically operated, brightly
illuminated box, in which the left extreme of the grid (42.0 cm x 25.0 cm grid of
parallel 0.1 cm caliber stainless steel bars spaced 1.0 cm apart) was covered by a
7.0 cm wide, 5.0 cm high formica-covered platform. Animals were placed on the
platform and their latency to step-down placing their four paws on the grid was
measured. In the training session, immediately upon stepping down, the animals
received a 0.5 mA, 3.0 s scrambled footshock. In the test session no footshock
was given, and a ceiling of 180 s was imposed to the step-down latency. The OF
was studied using a 50 cm high, 60 cm x 40 cm plywood box with a frontal glass
wall and a linoleum floor divided in 12 equal rectangles. Animals were left there
for 2 min both in the training and the test session, and the number of rearings
and crossings between sectors were registered. The difference between the two
sessions in the number of rearings and of crossings between rectangles, were
considered a measure of habituation to the open-field: if the animals habituated
to the field during the first session, they should recognize it as familiar and,
in consequence, the number of rearings and crossings should decrease in the
second session [31]. The number of crossings in the test session was also used
as a control for the possible motor and general performance effects of the drug
administered 24 h before.

At the time of the pre-test infusion, 30-gauge cannulae were fitted into the
guide cannulae; the tip of the infusion cannulae protruded 1.0 mm beyond that of
the guide cannulae and was, therefore, aimed at the pyramidal cell layer of CA1
in the dorsal hippocampus (Fig. 1), with 0.5 pl volume being administered at a
20 pl/h rate. The animals were divided into groups receiving bilateral infusions
of 0.5 pl, either of MT3 (0.5, 1.0 and 2.0 mg/side—purified from lyophile by us,
according to Jerusalinsky and Harvey [13]), or of its vehicle (phosphate buffered
saline) administered 20 min before the test session (IA); only the dose effective
in the IA task of each drug was tested in the OF task. The selected doses covered
a range consistent with previous post-training studies [1,9].

Statistical analysis of the behavioral data (latencies to step-down in IA and
number of rearings and crossings in OF) was limited to the animals with correct
placements of the cannula (Fig. 1)—those animals were 83 out of 95 operated, as
described in Izquierdo et al. [12]. Since the step-down latencies have not passed
a normality test (Kolmogorov—Smirnov test with Lilliefors’ correction), differ-
ences among groups were evaluated by a Kruskal-Wallis ANOVA with Dunn’s
all pair-wise multiple comparison post-hoc test; training versus test latencies
were correspondingly compared by the Wilcoxon signed ranks test. In the OF
task, as crossings and rearings were normally distributed, groups were compared
by Student’s #-test; training versus test latencies were correspondingly compared
by the paired r-test.

Experiments with rats were performed in strict accordance to the Brazilian
law, to the recommendations of Brazilian Society for Neurosciences (SBNeC)
and the Brazilian College of Animal Experimention (COBEA), the Review Com-
mittee of the School of Veterinary at the University of Buenos Aires and the
International Brain Research Organization (IBRO), and are in compliance with
the National Institutes of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals
(publication no. 85-23, revised in 1985).

3. Results

Fig. 2 shows the inhibitory avoidance task results for the
MTS3 injected groups. As data were not normally distributed
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Fig. 1. Drawing representing AP plane —4.2 mm adapted from the Atlas of Pax-
inos and Watson [27] showing the extent of the area reached by our infusions in
the rat dorsal hippocampus (stippled areas represent typical regions of accepted
animals, as dyed by 0.5 .l of 2% methylene blue in saline infused through the
same cannulae).
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Fig. 2. Effect of MT3 in the step-down inhibitory avoidance task. Data expressed
as median and interquartile intervals (training session in white; test session
in gray). Ns per group, respectively, 21, 15, 11 and 16. Kruskal-Wallis test
shows no significant difference among training session latencies (P =0.786).
(a) Each of the four experimental groups have shown a significant difference
between training and test sessions latencies (P <0.05, Wilcoxon test). (b) Only
the 2.0 pg/side group of MT3 show a significant difference in the test session
latency compared to the control group (P <0.05, Dunn test). LATR: training
session latency; LATT: test session latency.
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Fig. 3. (aand b) Absence of effect of MT3 in the open-field task. Data expressed
as mean £ S.E.M. Ns per group, respectively, 9 and 11. Number of (a) crossings
and (b) rearings in the test are significantly different from the corresponding
training values for both groups (paired #-test, P <0.05), but MT3-treated group
(in the same dose proven effective in the inhibitory avoidance task) was not
significantly different from the control one (P >0.05, Student’s #-test).

(Kolmogorov—Smirnov normality test, P> (0.200), nonparamet-
ric tests were used.

The highest dose of MT3 (2 wg/side) administered at 20 min
pre-test enhanced the performance of the animals compared to
the control and the groups which received lower doses (P < 0.05,
Dunn’s all pair-wise multiple comparison post-hoc test, after a
Kruskal-Wallis ANOVA with P=0.011). The increase in the
performance with 1 g/side dose was not statistically significant
(Fig. 2). Groups were comparable because there were no signif-
icant differences among training session latencies (P =0.229,
Kruskal-Wallis ANOVA); all groups have displayed normal
learning, as each test latency was significantly larger than the
corresponding training one (P <0.005 for all doses, Wilcoxon
signed ranks test).

Fig. 3 shows the open-field task results for animals injected
with MT3 with the dose that was found to be effective in the
inhibitory avoidance task (2.0 p.g/side). Compared to controls,
the drug-treated animals have shown no significant differences
in the number of rearings or crossings neither in the train-
ing nor in the test sessions (P>0.05, Student’s z-test). Both
variables (rearings and crossings) were significantly lower in
the test than in the training session for the MT3-treated rats
cannula (P=0.002/0.014) and the respective control group
(P=0.025/0.027) evaluated by the paired #-test.

Additionally, the fact that there were no differences in the
number of crossings between groups suggests that neither loco-
motor activity nor exploratory effects have been caused by the
pre-test MT3.

4. Discussion

Our results show that MT3 (2 pg/side) has caused a facil-
itation of the retrieval of the inhibitory avoidance task when
administered 20 min before test (Fig. 2). However, no effect was
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found in the less aversive, exploratory open-field habituation
task (Fig. 3). The unaltered number of crossings in the open-
field, for the effective dose in the IA task, supports the idea that
the effect of the drug in the IA is basically cognitive, neither a
motor nor an exploratory effect.

We had previously proposed for the first time that M4 recep-
tors are involved in memory consolidation since post-training
administration of MT3 in the very same structure and behavioral
task used in the present work was amnestic [16]. It has been
shown that muscarinic transmission suffers impairments with
aging and also in some degenerative diseases where cognitive
functions are altered [5,21]. Mulugeta et al. have shown that M4
receptors were specifically lost in CA4 and DG of Alzheimer’s
patients brains [24].

Since MT3 is highly selective for the M4 receptor subtype
— with an antagonist-like activity — and has a negligible bind-
ing to M1, M2, M3 and M5 receptors [6,9,12,18,26,28,29], our
results suggest a negative modulator role for the M4 receptors
in the dorsal hippocampus, at least during the memory retrieval
process. Notice that M2 and M4 muscarinic receptors could
have an inhibitory role [14,19,37] and can be expressed as het-
eroreceptors at the pre-synaptic terminals of either inhibitory or
excitatory neurons [33,34].

Compared to the ever growing literature about the molecular
events underlying the consolidation phase of memory forma-
tion [14,23], little is known about the molecular requirements
of memory retrieval [36]. Most studies point to an essentially
diffuse modulatory role of the cholinergic muscarinic system
upon cognitive functions [36]. In both the hippocampus and the
amygdala, modulatory actions on memory may be exerted either
by extrinsic muscarinic pathways acting upon the “executive”
glutamatergic and GABAergic neurons, or by intrinsic projec-
tions from cholinergic interneurons, as it seems to be the case
in the limbic system (ibidem). Concerning our results, it must
be taking into account that muscarinic heteroreceptors may be
expressed at the pre-synaptic terminals of either inhibitory or
excitatory neurons [33,34]; furthermore, it might be speculated
that their expression would take place in the glutamatergic neu-
rons of the perforant path, an important input projection to the
hippocampal formation [14,34,35,38].

According to immunohistochemical studies, muscarinic M1
and M4 receptor subtypes are localized in the CA and DG
hippocampal regions, and M2 subtype is mainly expressed in
non-pyramidal cells [32,34]. The fibers of the non-pyramidal
pathways—alveus, fimbria and hippocampal comissure, contain
M4 [22].

Here we reported the facilitatory effect of MT3 upon retrieval.
The molecular mechanisms involved in memory retrieval of
hippocampally modulated behavioral tasks seem to be basi-
cally similar to those involved in memory formation, though
there appear to be some differences [36]. Therefore, the old
tenet that retrieval must be a function of, or involve mecha-
nisms similar to the consolidation process, might be at least
incomplete (ibidem). It might be speculated that the fact that
they react in opposite ways in these different circumstances
might be due to a modification in the circuitry involved in these
processes.

In this sense, one possible explanation raises from the fact that
M4 receptors may be located pre-synaptically in the hippocam-
pus, acting as homoreceptors controlling acetylcholine release
[33,38]. Since nothing is said about when are they expressed
in this brain structure, we may speculate that it could be an
experience-triggered event.

Despite the fact that the literature is scarce on this subject,
we have previously shown that two other muscarinic toxins
acting intra-hippocampally as selective agonists, MT1 [11,15]
and MT?2 [9], induced memory facilitation when administered
after training, possibly acting upon M1-bearing glutamatergic
neurons [20]. Since MT3 was amnestic when administered post-
training in the hippocampus [16], we could think that its M4
target would not be located in the same pathway above men-
tioned, neither post-, nor pre-synaptically.

Both possibilities — M4 plasticity as hetero- or homoreceptors
— are logically feasible and further investigation is necessary to
clarify this point. Evidence concerning the possibility of plastic
modifications of these receptors is limited: there was an early
report that muscarinic receptors undergo rapid changes after an
acute stress [8], as well as it was recently shown that particu-
larly M4 in the entorhinal cortex suffers the influence of adrenal
hormones [25].

Finally, it must be pointed out that MT3 caused no evident
effects in the open-field habituation task (Fig. 3a and b). Hence,
the M4 receptors in the dorsal hippocampus seem not to be
involved in memory retrieval process for this task suggesting that
the muscarinic system demands some degree of aversiveness in
order to be recruited, a phenomenon also observed regarding
other neuromodulatory systems [1,9,39].
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Abstract

The cholinergic muscarinic system plays a centia@ m learning and memory, yet little is
known about the specific roles of each receptotyseh The shortest path to understand
their contribution may be the availability of vesglective pharmacological tools, such as
muscarinic toxins (MTs) fromD. angusticeps The hippocampus M4 subsystem, for
instance, was shown to take part in the modulatiomemory consolidation and retrieval.
The memory phenomenon, by its turn, is being régemveiled as a much more complex
set of processes than previously thought, encormmpg®st-retrieval situations such as
reconsolidation and extinction, each with its gautir mechanisms. The scope of this study
is to explore the involvement of the hippocampallictergic M4 muscarinic subsystem on
the consolidation, retrieval, reconsolidation andinetion of memoriesMT3, a very
selective M4 antagonist, and the less selectivagamist scopolamine were infused
bilaterally into the rat CAl area, and their effestudied in a contextual fear conditioning
task (CFC). When infused immediately after trainibgth treatments caused disruption of
the memory consolidation, however, only MT3 waseilive when infused 20 minutes
before the test session, and the effect, was thesme, i.e., memory facilitation. Moreover,
MT3, but not scopolamine, enhanced the reconsadidlatf CFC following its infusion
immediately after a short reactivation session afiButes, or blocked its extinction after a
long lasting reactivation session of 25 minutegh{l®xtinction consolidation and extinction
retrieval were blocked by MT3). These results ssgge endogenous positive modulation
of the cholinergic muscarinic system present duthmg consolidation or the extinction of
an aversive memory, but an opposite action duringmory retrieval or memory
reconsolidation. A circuit-based hypothesis is axdea to explain these results, suggesting
a plastic modification of the position of the preagtic M4 heterorreceptors, respectively
being upon GABAergic inhibitory interneurons, orompglutamatergic excitatory cells.
Some additional observations support the idea thase four memory processes are
different, yet still interrelated in different lelge

Keywords
m4 receptors
hippocampus
fear conditioning
retrieval and reactivation of consolidated memories

memory reconsolidation vs. memory extinction



Introduction

The Cholinergic system is long known to be involvedearning and memory processes
(Deutsch1971; Jerusalinsky et al. 1997; Hasselmo 1999, 2B@gers and Kesner 2003,
2009). In the CNS, acetylcholine acts as an endogemoodulator of several cellular
mechanisms that may lie behind these cognitive tions, such as, e.g., long-term
potenciation $egal and Auerbach 199'Hasselmo 2006 Cholinergic receptors are
expressed throughout the brain in each of its ifedorms M1-M5 Caulfield and Birdsall
1998, with different concentrations of each subtype déferent brain regions and,
sometimes, with more than one subtype expresst#teisame cellRouse et al. 1999; Van
der Zee and Luiten, 1999; Wess 2p08ubtypes M1, M3 and M5 interact preferentially
with the G, protein family, stimulating inositol phosphate 8yesis, while subtypes M2 and
M4 are usually coupled to adenylyl cyclase thro@glproteins, therefore inhibiting cAMP
production Nathanson 1987; Caulfield and Birdsall 1998; Trettrand De Strooper 2009
The importance of the cholinergic modulation in mitige processes can be illustrated by
some Alzheimer’s Disease characteristics, suchaefiait of acetylcholine release and an
impaired coupling of the muscarinic acetylcholimeaptors (MAChRS) to heterotrimeric
GTP-binding proteinsGoyle et al. 1983; Levey 1996; Wilkinson et al. 200hathiah and
De Strooper 2009 Of particular interest is the decrease in M4eptor binding in the
hippocampus of Alzheimer’s patients compared tdrote(Mulugeta et al. 2003

The hippocampus is extensively innervated by cleogit fibers coming from the medial
septum/diagonal band complekdsulam et al. 1983 and the action of the released
acetylcholine is mediated mainly by MAChRSupert et al. 1992; Court et al. 1997This
modulatory cholinergic pathway acts both at théutal and the network levels, being also
the framework of the theta rhythnTditelbaum et al. 1975; Figenchou et al. 1996;
Hasselmo 2006 In relation to memory, a considerable numbesygtemic studies have
corroborated the now “classic” agonists-enhancagortists-disrupt scenario, whose
effects that have been generally attributed tohippocampusRogers and Kesner 2003,
2004;Hasselmo 1999, 2006This have been mostly confirmed by muscarinioragis or

antagonists locally infused into the dorsal hippopas. Thus, for example, the antagonist



scopolamine impairs memory consolidationg(ierdo el at. 1992; Wallenstein and Vago
200]) and the agonist oxotremorine enhances the mewfoay inhibitory avoidance task
(Baratti et al. 1979; Izquierdo el at. 199Zhat would be the end of the story if it werd no
for the diversity of receptor subtypes: the lowesélity of drugs such as oxotremorine and
scopolamine does not clarify which of the MAChRsrevénvolved. Nevertheless, the
classic systemic effect was replicated by localsidns possibly because M1 are the most
abundant receptors in the hippocampusvéy et al. 1991and, also, the preferred target
for these nonspecific drugreedman et al. 1988aulfield and Birdsall 1998 The central
role played by M1 receptors in memory consolidatimay be due to the colocalization with
NMDA receptors in hippocampal pyramidal neurongicsi coactivation with NMDA
receptors results in amplified NMDA currentSiqueredo et al. 2008 Moreover, M1
receptors are required for activation of MAPK, PK@d CAMKII, important enzimes

involved in synaptic plasticitySegal and Auerbach 1997

During learning, reversible physiological changesynaptic transmission take place in the
nervous system, and these changes must stabilizeh&® memory to persist. The
establishment of a long term memory trace begik wiabile phase named consolidation
(McGaugh 1966; 2000; Dudai 2004hat requires a series of biochemical steps that
culminate in protein synthesid.gmprecht and LeDoux 2004; Izquierdo et al. 2006;
Bekinschtein et al. 2008Further processes involving gene expressioneaed epigenetic
mechanisms, combined to assure persistence foreldopgriods, specially in mammals
(Guzowski et al. 2001; Mamiya et al. 2009; Roozehadaal. 201). The retrieval, or
recall, of this memory trace takes place duringréexposition to the learning context, with
or without the previously delivered stimuli, apdr sedoes not involve the need of protein

synthesisDavies and Squire, 1988zapiro et al. 2002

The retrieval session may not just be a passivegss depending on how the reexposition
session is performed — the so-called reactivati@everal molecular cascades and even
protein synthesis may be again recruited. Thuspymber of authors have shown that
already established memories can become transikitile by a recall session - usually
using the conditioned stimulus (CS) as a reminderaf the original learning presented for



a limited period of timeNlisanin et al. 1968; Przybyslawski and Sara 199aS000;
Nader et al. 2000; Debiec et al. 2002; Eisenber). &003; Pedreira and Maldonado 2003;
Debiec and LeDoux 2004; Duvarci and Nader 900ahibition of protein synthesis before
or immediately after reactivation of a fear memdisrupts the subsequent expression of
that modified memoryNader et al. 2000; Debiec et al. 2002; Dudai arskiberg 2004,
Suzuki et al. 2004 Actually, according to the time of reexposurdhe context - shorter or
longer, two potentially dissociable but oppositegasses may take place, respectively,
reconsolidation or extinctiorDgbiec et al. 2002; Pedreira and Maldonado 2003ui8Let

al. 2004; Boccia et al. 2004, 2007; Bouton 2004utBno et al. 2006; Bustos et al. 2006;
Myers and Davis 2007; Tronson and Taylor 2007; dige@a Alvares et al. 2008b A
number of different endogenous systems was showbe tmvolved in the modulation of
both processes, such as NoradrenerDieb{ec and LeDoux 2006Glutamatergic Rose
and Rankin 2006, Diergaarde et al. 2008; SherryGuodve 2008 GABAergic Bustos el

al. 2006; Amaral et al. 200,7CB1 Kobilo et al. 2007; De oliveira Alvares et al. 2609
and the muscarinic cholinergic systelgo¢cia et al. 2004, 2006

Since each MAChR subtype may have a differentirolearning and memory modulation,
contradictory results frequently arisBafent and Baxter 2004; Cobb and Davies 2005
Indeed, there is a high concentration of both MO &n4 receptor subtypes in the
hippocampusKouse and Levey 1996which may explain the different effects observed
sometimes Jerusalinsky et al. 1997, 1998; Barros et al. 2@0D2; Ferreira et al. 2003;
Boccia et al. 2003; Diehl et al., 2007; Rezayobet2009. The availability of selective
pharmacological tools can be the shortest pathnierstand the contribution of each
receptor {erusalinsky et al. 2000; Kamsler et al 201Bmong the most selective
muscarinic agents available are the Muscarinic 1 ®XMTs) extracted from the venom of
Dendroaspissnakes Adem et al. 1988; Max et al. 1993; Jerusalinskwletl997, 2000;
Olianas et al. 1998; Potter 2001; Servent and FmeBaillard 2009 Thus, MT2 was
shown to be both a M1 agonist and M4 antagonisilevihT3 acts as a highly selective M4
antagonist Jerusalinsky et al. 2000; Max et al. 1993; Oliaeagl. 1998; Sanchez et al.
20093: MT2 has a 4-fold higher affinity for M1 than fdd4 receptors (Ki=360 and 1200
nM, respectively), and rather low or negligibleimty for the other subtypes, while MT3



has a much higher affinity for M4 than for M1 retms (Ki=1,2 and 250 nM,
respectively).

We have previously shown that the infusion of MTibithe dorsal hippocampus of rats
immediately after training improved performancetle step-down inhibitory avoidance
task, while pirenzepine, a somewhat selective MAagonist, was amnesti€€rreira et al.
2003. The intrahippocampal infusion of MT3, on the eatthand, wasmnesticupon the
consolidation of this aversive taskefusalinsky et al. 1997, 1998; Ferreira et al.3p0tas
disrupted long-term potentiation in CAS4nchez et al. 200Pland, surprisingly, caused
memoryfacilitation when infused before the test in the same behaviaskl Diehl et al.
2007): these opposed results suggests different rolethé M4 modulation in each of the

two different phases of memory, consolidation astdeval.

The conversion of the MT3 effect from amnestic ifgoilitatory allow us to suppose some
plasticity events taking place in the M4 modulatiahleast in the dorsal hippocampus. To
this date, there are few previous studies dealiitig thie role of M4 subsystem in memory
(Harvey et al. 1998; Jerusalinsky et al. 1998, 20@0reira et al. 2003; Diehl et al. 2007,
Sanchez et al. 2009a,b; Jerusalinsky et al. 200@mder et al 200)0or in other
affective/cognitive mechanismB¢groot and Nomikos 2006; Mulugeta et al. 2006 zBzxt
al. 2007, basically due to shortage of satisfactory phaotaical tools. Therefore, the
aim of the present study is to investigate the oblthe hippocampal M4 subsystem in four
“phases” of memory processing - consolidation,iege#l, reconsolidation and extinction -

of the contextual fear conditioning (CFC) task.



Material and Methods

Male Whistar rats (age 2-3 months, weight 250-30@g)n our breeding colony
were used in this experiment. Animals were housgalastic cages, 4-5 to a cage, under a
12h light/dark cycle and at a constant temperatfr@4+1°C, with water and foocd
libitum. All animals were anesthetized by a mixture of Kaeterand Xilazine (i.p., 75 and
10mg/Kg, respectively) and bilaterally implantedhwa 27-gauge guide cannulae aimed at
AP -4.2mm (from bregma), LE3.0mm, DV 1.5mm, just 1.0mm above area CALl of the
dorsal hippocampus (adjusted frétaxinos and Watson 1908

Once recovered from surgery (48h), the animals webenitted to a behavioral task
of Contextual Fear Conditioning (CFC). The condiing chamber consisted in an
automatically operated brightly illuminated box kvid grid floor (25.0 x 25.0cm grid of
parallel 0.1cm caliber stainless steel bars spdceédm apart) which footshocks cold be
delivered . In the conditioning trial (training sem), rats were placed in the chamber for 2
min and received a 2-sec 0.5 mA foot-shock twicéh an interval between the shocks of
30 sec. Before return to the home cages, the asimare kept in the conditioning
environment for an additional minute. Twenty fowuh later, the test session takes place
where the animals were re-exposed to the samextoimtie4 minutes without receiving
foot-shocks.

In the reconsolidation or extinction protocols, #r@mals were re-exposed to the
same context, twenty four hours later the trairsagsion, for 3 or 25 minutes (reactivation
session), respectively, without receiving foot-¢ghothe 4 minutes test session takes pace
twenty-four hours later the reactivation. A contgroup was submitted to the same
procedure, but without the memory reactivation isessFreezing behavior (defined as
complete lack of movement, except for respiratisas registered in percentage of time
session by an experienced observer (blind to #etrtrent conditions) end employed as a
memory index.

At the time of infusion, immediately after trainirggssion, 20 minutes pre-test
session or immediately after the reactivation sesa 30-gauge infusion needle was fitted
into the guide cannulae, with its tip protrudin@rbim beyond the guide cannulae and

aimed at the pyramidal cell layer of CAl in thesddrhippocampus (Figure 1). A bilateral



infusion of 0.5ul was performed at a 20l/h rate. Animals were divided into 3 groups,
each receiving one of these drugs: scopolamine, delective cholinergic muscarinic
antagonist (Sigma, 10409 per side/hemistructure injected); MT3, selectit€ receptors
antagonist (2.Qug per side/hemistructure injected - purified froypoghile by us according
to Jerusalinsky et al. 1998or its vehicle (phosphate buffered saline - PB3)e selected
doses were chosen on the basis of previous expelsrireour Lab Diehl et al. 200Y.

Statistical analysis of the behavioral data wasitéichto the 170 animals with
correct cannulae placements (see Figure 1). Simedreezing percentage in the test or
reactivation session passed a normality test (Kgbmwv-Smirnov test with Lilliefors’
correction), differences among groups were evatlibjeparametric tests such as t test and
One-way ANOVA with Tukey’s all pair wise multiplemparisorpost hodest gar 1999.

All  experimental procedures were performed in streeccordance to the
recommendations of Brazilian Society for Neurosce&en(SBNeC), the Brazilian College
of Animal Experimentation (COBEA), and the Inteinatl Brain Research Organization
(IBRO), being previously approved by the EthicsResearch Review Committee of our
institution, UFRGS, meaning that they are in coampte with the U.S. National Institutes
of Health Guide for Care and Use of Laboratory Aalsn(publication no. 85-23, revised in
1985), the European Communities Council Directi¥@4 November 1986 (86/609/EEC),
and the Brazilian law (Law no. 6.638/1979).



Results

Experiment 1 - Effects of cholinergic antagonists upon memorysotdation of CFC

Rats received intrahippocampal bilateral infusighez of the muscarinic antagonist
scopolamine (2.0 or 10.g/side), or the M4 selective antagonist MT3 (2.0sjog), or
their vehicle (PBS: control group) immediately aféecontextual fear conditioning (CFC)
training sessionHigure ). One-way ANOVA reveled a significant difference@ng the
infused groups in the test sessiéi(3,41)=13.899, P<0.001), and the results were edder
by the post hoctest of Tukey: groups infused with scopolamine ifiside or MT3 2
po/side froze significantly less than the contrabugy (P<0.001), indicating an amnestic
effect, i.e., both posttraining treatments disrdptbe consolidation process in these

animals.

Experiment 2 - Effects of cholinergic antagonists upon memorsieeal of CFC

In the following experiment, rats received intrgiopampal bilateral infusion either
of the muscarinic antagonist scopolamine (40glside — the concentration effective in
experiment 1), or the M4 selective antagonist MZ3 (ug/side), or their vehicle (PBS:
control group) 20 min before a CFC test sesskaguie 3. One-way ANOVA reveled a
significant difference among the infused groupsthi® test sessionF(2,27)=4.381,
P<0.022), however only the MT3-treated group shoasdnificantly higher freezing time
compared to the controls (P= 0.021, Tukeytst hoctest), i.e., this selective antagonist

was able to cause a facilitatory effect upon thenory retrieval of this task.

Experiment 3 - Effects of cholinergic antagonists upon memorymnsolidation of CFC

Studying postreactivation effects of these antaggenive next proceeded to infuse
scopolamine (1Qug/side), MT3 (2ug/side) or their vehicle (PBS) immediately afteB a
min reactivation session, i.e., a re-exposure & @FC CS without the US~(gure 3.

There was no significant difference among groupthéreactivation session (One-Way



ANOVA), but the MT3-infused groups was significgndifferent from its control group,
both in the first test session (F(2,29)=7.129, B8, One-Way ANOVA) - that took place
only 24 h after reactivation - and in the secorsd session, five days later (F(2,29)=6.498,
P=0.005, One-Way ANOVA): this difference was comigd by thgpost hodest of Tukey,
respectively with P=0.002 (in test 1) and P= 0.Q@3t 2). These results show that MT3
was facilitatory also upon memory reconsolidatibthés aversive task. Furthermore, the %
freezing values of the control group tests were sighificantly different from the
reactivation session values (P=0.288, ANOVA for pazded Measures), i.e., there is no

extinction taking place here.

Experiment 4 - Effects of cholinergic antagonists upon consolmabf extinction of CFC

A longer reactivation session leads to a memorinetion, so we studied the effects
of these antagonists when infused immediately &t@6 min reactivation session where
the US was absenfigure 4. Since treatments were all applied after the trestton
session, it was predictable that all groups exéibd similar extinction curve, such as the
one we obtained (b; P<0.001, ANOVA for Reapeatechddiees). However, considering
that (i) in the test session, the % freezing timM®3-treated animals differed significantly
from its control group (a; P= 0.010, Tukpgst hoctest after an One-Way ANOVA with
F(2,28)=5.298, P=0.011), (ii) the control group Béelzing was significantly smaller in the
test session than in the first 4 min of the reation session (c; P= 0.005, paireegt), and
that (iii) the MT3-treated group did not differ sificantly from its corresponding first 4
min average % freezing (P=0.955, paired t test),cam suggest that the selective M4
receptor antagonist, but not the less selectiveadamine (which appears to have a partial
effect only), is causing the disruption of the aaitation of extinction, the best

explanation for the high % freezing displayed ie tést session.

Experiment 5 - Effect of M4 antagonist upon retrieval of extioatiof CFC

Next, we have studied the effect of the selective davtagonist MT3 when infused

20 min before the test session performed 24h dferextinction session (a 25 min
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reactivation session without the US)jigure 5shows an extinction curve (b; P<0.001,
ANOVA for Reapeated Measures) similar between theugs, both treated after the
reactivation session. A significant difference le test session % freezing time compared
to the first 4 min of the reactivation session viagnd only for the control group (c;
<0.001, paired test), not for the MT3-treated group (P=0.339, guhit test). Moreover,
MT3-treated animals were significantly differenorin its control group in the test session

(a; P<0.001, Student’s t test), indicating an iittoh of the extinction recall.

Experiment 6 - Effect of cholinergic antagonists upon CFC menwitiaout reactivation

Rats injected with scopolamine and MT3, but notaseal to the memory reactivation or
extinction sessions froze similarly to PBS infussohtrols Figure §: one-way ANOVA
revealed no effect of any treatment upon the frepdevels displayed 24h after the
injection F(2,23=0.238, P=0.790). Fear memory appears tolbedonsolidated 24h after
the acquisition, and any of the effects of scopat@or MT3 — be it upon memory
reconsolidation or extinction — were detected owlyen the reactivation session was

omitted.
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Discussion

In order to investigate the modulatory role of Mduswarinic cholinergic receptor
subsystem upon different memory phases — conswligatetrieval, reconsolidation or
extinction Pedreira and Maldonado 2003; Debiec and LeDoux ;2D0dai 2004; Boccia
et al. 2007b; De Oliveira Alvares et al. 20p8twve trained rats in the contextual fear
conditioning (CFC), a hippocampal dependent tagk wistrong aversive component that
can be easily learned in a single trial. It is algaan-like conditioning procedure where
the unconditioning stimulus (context box) is pairedth a conditioning stimulus
(footshock) to produce a conditioned responseezirg Bustoset al. 200§. Effects upon
acquisition were not studied here once they maylu®/ non-mnemonic processes
(McGaugh 1966; 2000 MT3, one of the muscarinic antagonists we usedthese
experiments, is 214 times more selective for MAtNEL receptors, making it one of the
best pharmacological tools to study this subsystémeceptors Jerusalinsky et al. 1997,
1998.

The first experiment indicates that post-trainingra-hippocampal administration of both
10 ug/side of scopolamine - a non-selective cholinergicscarinic antagonist, or MT3 (2
pg/side), can impair retention of the CFC task ie tlat Figure ). This result is in

agreement with previous findingdzquierdo et al. 1992and add to the classical
observation thatentral or systemic administration of anticholinergrugs, or even lesions
of the cholinergic system, lead to the impairmentmemory consolidationWinkler et al.

1995; Van der Zee and Luiten 1999; Anagnostaras ¢999; 2003; Power et al. 200

a recent collaboration of our lab we have shownlt@al infusion of scopolamine or MT3,
in concentrations similar to those used here, Wss @ble to disrupt the induction of LTP
in the CA1l area Sanchez et al. 2008bThe involvement of M1 receptors in the
consolidation process, as suggested by the scopwaeifect, is well described in the
literature (zquierdo et al. 1992; Jerusalinsky et al. 1998rdte et al., 20083 All things

considered, they support the idea of a positive utaddry role of the hippocampal
cholinergic muscarinic system upon the memory clafsioon process, both though M1

and M4 receptors.
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The second experimentigure J describes a facilitatory effect of MT3, but not o
scopolamine, when infused into the dorsal hippoas 0 minutebeforethe CFC test.
Contradictory results have been described sometbyedifferent authors, and, at least in
the case of the hippocampus function, this may be th the diversity of receptor
subtypes/responses and their multiple locati®asdnt and Baxter, 2004; Cobb and Davies,
2005. This facilitatory effect, however, is consistevith the one we have observed before
with the same selective drug MT3 in a differentraixe task — the step-down inhibitory
avoidance Diehl et al. 200), and may be interpreted in terms of a local inbry role of
the hippocampal M4 receptors upon the retrievatg@se. We cannot theorize about other
receptor subtypes since we have not studied thecteff scopolamine in this previous
work, but it is plausible to assume that M4 receptoe being recruited by the stress level /
aversiveness involved (see, eMllugeta et al. 2006 We have advanced this idea in
previous works where intrahippocampal MT3 affectté memory of the inhibitory
avoidance, but not of the open field habituatiomoa-aversive task, both when infused
after training Ferreira et al., 20Q03and pretestfiehl et al. 200). An analogous causation
was described elsewhere for the endocannabinoidulatoh Oe Oliveira Alvares et al.
2010.

Few studies have focused on the cholinergic musicamodulation of theretrieval
process, and they generally show the classic anistgeinhibit-agonists-enhance effect,
different from what we have found here. Bocciale{(2003, for instancehave found an
amnestic action of atropine. However, the antagomés infused systemically and it was
not possible to circumscribe which area was resptmdor the effect. Intra-amygdala
infusion of the muscarinic agonist pilocarpine, thie other hand, was able to improve
memory retrieval, reinstating the well known pheeown of “morphine-induced state-
dependent memory retrieval” and compensating fomnaffective s.c. dose of morphine
(Rezayof et al. 20Q9this facilitatory effect, despite similar, canrammpare to ours since
it involves a less selective muscarinic agonisingctipon a different brain structure. The
only comparable study is the one from Barros e{240]), that describes, among several
other results, a blocking effect of pretest scomate when infused into the hippocampus
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at concentrations 0.4 and Zuf/side. Since 2.Qug/side of scopolamine was ineffective in
the posttraining experimentigure ) we did not check for pretest effects at thiscwer
concentrations. In reality, 10.[dg/side of scopolamine was not able to affect memory
retrieval either, probably due to its non-selectwature Figure 3. The apparently
conflicting results may be due to differences ia toncentrations used, combined with the
time of infusion — the closer the infusion is te tiest session, the more it tends to interfere

with animal performance.

In our view, the fact that MT3 have opposite effecipon the consolidation and the
retrieval of memory may be best explained by a&ystConsolidation mechanismudai
and Morris 2009 in particular, a modification of the local ciitunvolved in these
processes, such as a receptor subtype being difffelexpressed in each phase. This idea
was partially advanced beforBiéhl et al. 200y, when we hypothesized that in the initial
phase of the consolidation M4 receptors may be gmétant upon the GABAergic
interneurons (basket cells) that control Schaeffedllaterals terminals - here considered a
putative engram-recording pathway. Thus, our datgest a negative modulatory role of
the CAl hippocampal cholinergic muscarinic systerhemw a memory is already
consolidated, and MT3 would be blocking memory Hedae to a suppression of an

endogenous cholinergic “brake” that modulate theBBArgic inhibition.

Literature supports the idea of presynaptic pasitig of M4 MAChRs Rouse et al. 1999;
Van der Zee and Luiten, 1999; Wess 2004&here they may reduce neurotransmitter
release through the activation of KhannelsTaylor and Brown 1999; Levey 1996; Rouse
and Levey 1996; 1997; Rouse et al. 1998 fact, M4 receptors may be acting either as
autorreceptors, controlling the cholinergic tonas,as heteroreceptors, modulating both
inhibitory (GABAergic) or excitatory (glutamatergioeurons $egal and Auerbach 1997;
Tzavara et al. 2003 and this implies two possibilities from which a aiit-based
explanation for our results stems: the terminalsnugrhich the cholinergic modulation is
acting may belong either to a glutamatergic exartatcell, or a GABAergic inhibitory
interneuron Rouse and Levey 1996; 1997; Rouse et al. 1999; d&anZee and Luiten
1999. Thus, one explanation for the MT3 pre-test ftatibry effect may be that, among
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the plasticity events taking place during consaiatg the M4 receptors are now— different
from what could be taking place during consolidat{Bigure ) - being more expressed
directly upon the excitatory input to CAl pyramideglls, i.e., upon the CA3-borne
Schaeffer’s collaterals. An analogous phenomenadeacribed for mGlu5 receptors after
LTP induction at the perforant path - dentate gysysapse Nlanahan-Vaughan et al.
2003. Hayes et al 2009 have describedn vivo that the persistent enhancement of
hippocampal excitatory transmission induced bynthiescarinic antagonists methoctramine
and gallamine may be interpreted as being causethéyM2 muscarinicautaeceptor
blockage Kitaichi et al. 1999 through a NMDA receptor-independent persistemapyic
enhancement that also required the activation ¢k BKd PKM.,. M2 and M4 have similar
transduction mechanisms, and both may be actinghasitory presynaptic autoreceptors
controlling ACh releaseMannucchi et al. 1997Carey et al. 2001 so we cannot overlook
the putative heteroreceptor actions they may belwed with {Vess 2004; Scheiderer et al.
2008; Lopes-Aguiar et al. 200Bamsler et al. 2010

Further exploring the memory stability after conmgafion, recent work suggest that
consolidated memories, when reactivated by retrievas, may be transiently sensitive to
the same treatments that affect memory consolidgtader et al. 2000; Sara 2000; Debiec
et al. 2002; Dudai and Eisenberg 2004; Suzuki eRCfl9. For instance, reactivated
memories return to a labile state which is senrsitosprotein synthesis inhibitorsldder et
al. 2000; Suzuki et al. 2004; De Oliveira Alvargsat 2008p). The duration of the
reactivation session defines the processonsolidationdemands a brief reactivation
session, whereasxtinction takes place after longer CS presentation (or akpeated
presentations of the CS without the US). This wahbdity, however, decreases over time,
suggesting that memory reactivation triggers aitéimg process of the original trac84ra
200Q Bustos et al. 2006, 2009

In this respect,Figure 3shows a facilitatory effect of MT3, but not of sobgmine, upon
memory reconsolidation — the infusion took plagghtiafter a 3 min reactivation session
(Bustos et al. 2006; De Oliveira Alvares et al. 2008Disregarding the systematic

behavioral interference due to the pretest manijumls, the effect was similar to that
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observed upon retrievaFigure 3. Neither of these drugs, in these doses, causgdex se
effect when the reactivation session was omitkedufe §, supporting the idea of a purely

cognitive effect of the reactivation session.

The facilitatory effect resembles the one obsermedte retrieval, both in the response level
(compareFigure 2to testl inFigure 3 and the specific M4 modulation, once scopolamine
was ineffective. The result agrees with some refirdings, such as the study where i.c.v.
infusion of hemicholinium, a specific inhibitor diigh-affinity choline uptake, caused a
deleterious effect on retention only when given iedmately after memory reactivation
(Boccia et al. 2004; 2007This is consistent with the idea of reconsolmatas a protein
synthesis dependent relabilization process underdpnalready consolidated memories
(Misanin et al.,1968Przybyslawski and Sara, 1997; Pedreira and Maldmr2@D3; Debiec
and LeDoux, 2004; Duvarci and Nader, 2004; Bustad.&€006; De Oliveira Alvares et al.
2008D: at least it can suggest the hypothesis that M4tigity took place during the first
consolidation — changing predominance of theseptece in CAl from inhibitory to
excitatory terminals — and that this state remainedltered as would be expected for an
already recorded memory trace. Interestingly, tbservation raise the question of how
adequate the “reconsolidation” label is when ajgpieethis phenomenon: the effect is quite
the opposite of what we observed during “consaliatét when that memory was new (see
Figure ), and at least the response of the M4 modulatahsystem differs in both

processes.

Memory extinction - when the animal learns that gresentation of the CS no longer
predicts the occurrence of the US - was investiyatefurther details. Since it is widely
considered as the acquisition of a new, transiatet without the erasure of the original
one @Bouton, 2004; Bouton et al., 2006; Myers and DaX)7), it is only logical to speak
about a “consolidation of extinction” and a “retra of extinction” Quirck and Mueller
2008; Duvarci et al., 2006; Lin et al., 2003; Santini at, 200). The effects of the
muscarinic antagonists were investigated for tlesesituations, respectively with a post-
reactivation/extinction igure 4 and a pretestF{gure 9 infusion: in both cases MT3
disrupted this new memory. Since scopolamine wafdative upon the consolidation of
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extinction Figure 9, it was not tested upon retrievéidure 5. The reactivation session
was necessary for the MT3 to be effectit#gy(ire 6) Both figures show that a single but
prolonged re-exposure to the conditioned envirorinwgthout the US led to a gradual
reduction of the fear response along the reactimatession, resulting in memory extinction
(Suzuki et al. 2004; De Oliveira Alvares et al. 2008The disruptive effect of the M4
antagonist is consistent with the enhancement dabgethe agonist oxotremorine when
infused into the basolateral amygdala upon the a@#ion of extinction Boccia et al.
2009.

Different from what was observed for the first meynaonsolidation, however, the
deleterious effect of MT3 upon the consolidationegfinction Figure 9 remained intact
up till the retrieval sessior(gure 5. If it is true that extinction is the acquisitiof a new
memory without removal the original onBduton, 2004; Bouton et al., 2006; Myers and
Davis, 2007 it seems that the putative involvement of M4 ptiy in the CALl area
observed for memories consolidated for the firsethere is not taking place for the second
trace. This suggest a difference in their natureph@nomenon first described here.
Considering that spontaneous recovery of the aigtrace is a defining property of
classical extinctionQuirck and Mueller 2008; Bouton et al. 200& is possible that this,
and the new, overlapping memory trace, differ ieirthhierarchical importance - then the
different course of putative local plasticities. dome way, however, they would remain
connected, with the second trace depending onttbager, initially obliterated original

one.

That both postreactivation situations - extinctemmd reconsolidation — exhibit opposite
responses for the same pharmacological manipulatia® something we have already
observed for the CAl1 endocannabinoid modulationthis same behavioral taskod
Oliveira Alvares et al. 2008b Indeed, the similarity of the two modulatory &8s is
remarkable: both are based on presynaptic, inlmpitetabotropic receptors, that may be
located either upon excitatory or inhibitory newspand selective antagonists infused in the
same four memory processing situations above —otidasion, retrieval, reconsolidation

and extinction — resulted in exactly the same tptale results: disruption of consolidation
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and extinction and facilitation of retrieval anccoasolidation De Oliveira Alvares et al.
2008a,h. This suggests that endocannabinoids - through @Beptors, and acetylcholine -
through M4 receptors, may be collaborating as gyineor even redundant modulatory
systems in the CALl area in what concerns to merplasticity eventsChristopoulos and
Wilson 2001; Tzavara et al. 2003b; Falenski eR@09; McPartland et al. 2008; Lau et al.
2008.

The present findings suggest a differential M4 nadsic modulatory role in each different
stage of aversive memory processing in the CAl afdhe dorsal hippocampus. Some
suggestions can be drawn:

(a) the amnestic effect of MT3 upon consolidation “Wiifto a facilitatory one
upon retrieval (after 24h), suggesting that the pridsynaptic receptors endure
some kind of plasticity, possibly changing anatahtargets (and this would be
a Systems Consolidation phenomenon);

(b) the facilitatory effect upon reconsolidation is ganto the one observed upon
retrieval, consistent with the idea that they batit upon the same memory
trace;

(c) at least from the M4 point of view, reconsolidatie very different from
consolidation;

(d) the amnestic effect upon the consolidation of etiim is similar to that
observed upon a fist-time consolidated memory, Wwiscdn agreement with the
idea of extinction as the acquisition of a new mgmo

(e) contrary to what was seen in the first-time menmogcess, there was no “shift”
of the MT3 effect between the consolidation and riteieval of an extinction
trace, suggesting the absence of further plastewgnts which, in turn, can
explain the weaker, spontaneously degrading natutlés second trace;

() also from a M4 standpoint, reconsolidation exhibitsopposite response profile
compared to extinction, similarly to what was désml for the

endocannabinoids, another presynaptic modulat@tesy.
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Figure Legends

Figure 1 —Effect of bilateral intrahippocampal infusion ofopolamine (2 or 1Qug/side),
MT3 (2 pg/side) or their vehicle (PBS), upon percentfrakzingtime in a test
session performed 24h after a Contextual Fear @ondaig (CFC) training session.
The treatment was performed immediately after thaihg session. The diagram
above the histogram depicts the corresponding erpatal design. Data expressed
as Mean + S.E.M. of percentual freezing time inraid test session. N= 13, 10, 13
and 9, respectively. (a) significantly differenbrin the control group (P<0.001,
Tukeypost hodest).

Figure 2 —Effect of bilateral intrahippocampal infusion ofopolamine (1Qug/side), MT3

(2 pg/side) or their vehicle (PBS), upon percentiuaézingtime in a test session

performed 24h after a Contextual Fear Conditioni@§C) training session. The

treatment was performed 20 min before the testimes3he diagram above the

histogram depicts the corresponding experimentiljde Data expressed as Mean +
S.E.M. of percentual freezing time in a 4 min tesssion. N= 11, 10 and 9,

respectively. (a) significantly different from thlwntrol group (P= 0.021, Tukey

post hodest).

Figure 3 —Effect of bilateral intrahippocampal infusion ofogolamine (1Qug/side), MT3
(2 ug/side) or their vehicle (PBS) immediately afte min reactivation session (re-
exposure to the context without the US) of a canigxfear conditioning memory.
The diagram above the histogram depicts the carrepg experimental design.
Data are the mean + S.E.M. of percentfrakzing time of rats, either in the
reactivation session, or in each of the 4 min sesgtsionsN= 11, 10 and 11,
respectively. There is no significant difference ama@roups in the reactivation
session (One-Way ANOVA). (a) significantly diffetefiom the control group in
the same session, respectively in test 1 (P= 0.00Rgy post hoctest) and in text

(P=0.003, Tukeyost hodest).
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Figure 4 —Effect of bilateral intrahippocampal infusion ofogolamine (1Qug/side), MT3
(2 pg/side) or their vehicle (PBS) immediately afteR% min reactivation session
(re-exposure to the context without the US) of atertual fear conditioning task.
The diagram above the histogram depicts the cavrepg experimental design.
Data are the mean + S.E.M. of percentfrakzing time of rats, either in the
reactivation session, or in the 4 min test sessgnaph displays the average %
freezing for successive 2.5 min intervals. N= 9abd 12, respectively. There is no
significant difference among groups in the readmwvatsession (ANOVA for
Repeated Measures). (a) significantly differentrfrthe control group in the same
session (P= 0.011, Tukepost hoctest); (b) significant effect of time in the
reactivation session (P<0.001, ANOVA for Repeateeablires); (c) significantly
different from average % freezing of the first 4nnm the reactivation session (P=
0.005, paired test).

Figure 5 —Effect of bilateral intrahippocampal infusion of T2 pg/side) or its vehicle
(PBS) 20 min before the test session taking plaite &ter a 25 min reactivation
session (re-exposure to the context without the dd ®)contextual fear conditioning
task. The diagram above the histogram depicts treesponding experimental
design. Data are the mean + S.E.M. of percerlitaakingtime of rats, either in the
reactivation session, or in the 4 min test sessignaph displays the average %
freezing for successive 2.5 min intervals. N= 9 42d respectively. There is no
significant difference among groups in the readiwvatsession (ANOVA for
Repeated Measures). (a) significantly differentrfrthe control group in the same
session (P<0.001, test); (b) significant effect of time in the reaetion session
(P<0.001, ANOVA for Repeated Measures); (c) sigatfitly different from average

% freezing of the first 4 min in the reactivatiassion (P<0.001, pairedest).

Figure 6 —Effect of bilateral intrahippocampal infusion ofopolamine (1Qug/side), MT3
(2 ng/side) or their vehicle (PBS) in the contextuarfeonditioning task when the
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animal is not exposed to a reactivation sessioragiaim above describes the
behavioral procedure used in this experiment. Cata the mean + S.E.M. of
percentualfreezingtime rats spent freezing in the 4 min test sessagtually the

first re-exposure to the training context. N= 8,r@l &, respectively. There is no

significant difference among groups in the testisag®©ne-Way ANOVA).
Figure 7 —Coronal section of rat dorsal hippocampus stainigal evesyl violet to illustrate

a typical acceptable needle placement targettiagChl area (according #axinos
and Watson 1998
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