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Parte I 

 

1. RESUMO 

 

Novas informações assimiladas pelo sistema nervoso primeiramente ficam em 

um estado de labilidade para depois se estabilizarem através de um processo 

conhecido como consolidação, que envolve síntese de proteínas. Depois da 

reativação, uma memória previamente consolidada retorna ao seu estado de 

labilidade, e para que volte a ser estável, é necessário que haja novamente 

síntese de proteínas. Este segundo processo é chamado de reconsolidação. 

Recentemente os mecanismos moleculares e celulares envolvidos na regulação 

da síntese protéica relacionados à formação de memória de longa duração vêm 

sendo esclarecidos. A proteína alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR) 

modula a plasticidade sináptica pela regulação da fosforilação de dois alvos: a 

proteína ribossomal S6K e a proteína de ligação 4E. A amígdala basolateral e o 

hipocampo dorsal são parte integrante do sistema neural envolvido na formação 

e expressão de diversos tipos de memórias. Estudos indicam que a via de 

sinalização da mTOR no hipocampo tem um papel importante na consolidação 

da memória de ratos submetidos a tarefa de esquiva inibitória e reconhecimento 

de objetos e na reconsolidação da memória de medo contextual condicionado. 

Contudo, estudos anteriores não avaliaram o efeito da inibição de mTOR 

amigdalar sobre a memória de esquiva inibitória e reconhecimento de objetos. O 

objetivo do presente trabalho é investigar o efeito da inibição de mTOR na 

amígdala basolateral por rapamicina na consolidação e reconsolidação da 

memória de esquiva inibitória e reconhecimento de objetos e comparar estes 

resultados com a inibição de mTOR no hipocampo. Ratos Wistar machos foram 

submetidos à cirurgia estereotáxica para implantação de cânulas na amígdala 

basolateral e hipocampo dorsal. Os animais foram submetidos à tarefa de 

esquiva inibitória, um modelo animal de memória de caráter aversivo, e a tarefa 

de reconhecimento de objetos, um modelo animal de memória de caráter pouco 

aversivo. Para investigar o efeito da inibição de mTOR na consolidação e 
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reconsolidação da memória, os animais receberam microinfusões de rapamicina 

intra-amigdalar e intra-hipocampal em diferentes tempos em torno do treino e do 

teste. Nós demonstramos que a via de sinalização de mTOR na amígdala 

basolateral é necessária para consolidação da memória de esquiva inibitória e 

de reconhecimento de objetos. Nós também mostramos que a reativação torna a 

memória novamente suscetível e sensível à inibição de mTOR por rapamicina.  

 

Palavras chave: Reconsolidação, Consolidação, mTOR, Síntese protéica, 

Memória aversiva, Memória de reconhecimento 
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2. ABSTRACT 

 

Memory formation requires protein synthesis, but only recently the cellular and 

molecular mechanisms involved in the regulation of protein synthesis related to 

the formation of long term memory has been elucidated. During memory 

formation, new information is acquired by the central nervous system as an 

initially fragile trace that over time becomes stable through a process known as 

consolidation. After reactivation, previously consolidated memories might return 

to a labile state, requiring  a new round of protein synthesis to be restabilized. 

This second process is called reconsolidation. The basolateral amygdala and 

dorsal hippocampus are part of the neural systems involved in the formation and 

expression of several types of memory. One key regulator of protein synthesis is 

mTOR, a protein critical for different forms of synaptic plasticity by regulation of 

two targets: S6K and 4EBP. Evidence indicates that the mTOR signaling 

pathway in hippocampus has an important role in consolidation in rats of 

inhibitory avoidance and object recognition in rats, as well as in reconsolidation of 

contextual fear conditioning. However, previous studies have not examinated the 

effect of amygdalar mTOR inhibition on reconsolidation of inhibitory avoidance 

and object recognition. The aim of the present study was to evaluate the effect of 

amygdalar mTOR inhibition by rapamycin on consolidation and reconsolidation of 

inhibitory avoidance and object recognition, and compare the results with those 

obtained with hippocampal mTOR inhibition. Male rats Wistar underwent 

stereotaxic surgeries for cannulae implantation above the basolateral amygdala 

or dorsal hippocampus. After recovery, the animals were trained in inhibitory 

avoidance, an aversive memory task, or object recognition, a less aversive task. 

To investigate the effect of mTOR inhibition on memory consolidation and 

reconsolidation, we administered rapamycin, a specific mTOR inhibitor, into the 

basolateral amygdala or the dorsal hippocampus before or after training or 

reactivation. Our results provide evidence that mTOR in the basolateral 

amygdala and hippocampus might play a role in inhibitory avoidance and object 

recognition memory formation and reconsolidation. 

 



14 
 

Key Words: Reconsolidation, Consolidation, mTOR, Protein synthesis, Aversive 

memory, Recognition memory 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



15 
 

3. LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

µl – Microliter (Microlitro) 

2W – Two Weeks (Duas semanas) 

4E-BP1 – Eukaryotic Initiation Factor 4E Binding Protein 1 (Proteína de ligação 

do fator de iniciação eucariótico 4E 1) 

4E-BP2 – Eukaryotic Initiation Factor 4E Binding Protein 2 (Proteína de ligação 

do fator de iniciação eucariótico 4E 2) 

4E-BP3 – Eukaryotic Initiation Factor 4E Binding Protein 3 (Proteína de ligação 

do fator de iniciação eucariótico 4E 3) 

5`UTRs - 5` Untranslated Regions (Região não traduzidas 5`) 

AGC - Protein kinase A/protein G/protein kinase C-family (Família de proteína 

quinase A, G e C) 

AKT ou PKB - Protein kinase B (Proteína quinase B) 

AMPA-R - Amino-3-hydroxy-5-Methyl-4-isoxazolePropionic Acid Receptors ( 

Receptor do àcido amino 3--hidroxi-5-metil-4-isoxalatopropionico) 

Arc - Activity Regulated Cytoskeleton Associated Protein (Proteína associada a 
atividade regulatória do citoesqueleto) 

ATP - Adenosine-5'-Triphosphate (Adenosina tri-fosfato) 

BDNF - Brain Derived Neurotrophic Factor (Fator neurotrófico derivado do 

cérebro) 

BLA – Basolateral Amygdala (Amígdala basolateral) 

Ca+2 - Calcium (Cálcio)  

CaMKII - Calcium/Calmodulin Dependent Protein kinases II (Proteína quinase 

dependente de cálcio calmodulina II)  
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CamKIV - Calcium/Calmodulin Dependent Protein kinase Type IV (Proteína 

quinase dependente de cálcio calmodulina tipo IV)  

cAMP - Adenylyl Cyclase Monophosphate (Adenilato ciclase mono-fosfato)  

C/EBP - CCAAT Enhancer Binding Protein (Proteína de ligação potenciadora de 

CCAAT) 

CREAL - Centro de Reprodução de Animais de Laboratório 

CREB - cAMP Response Element Binding (Elemento de ligação responsivo a 

cAMP) 

D1-R - Dopaminergic Receptor 1 (Receptor de dopamina 1) 

D2-R - Dopaminergic Receptor 2 (Receptor de dopamina 2) 

Deptor - Domain Containing mTOR Interacting Protein (Proteína de interação 

que contém o domínio mTOR) 

DH – Dorsal Hippocampus (Hipocampo dorsal)  

DMSO - Dimethyl Sulfoxide (Dimetil sulfóxido) 

eIF4A - Eukaryotic Initiation Factor 4A (Fator de iniciação eucariótico 4A) 

eIF4B - Eukaryotic Initiation Factor 4B (Fator de iniciação eucariótico 4B) 

eIF4E - Eukaryotic Initiation Factor 4E (Fator de iniciação eucariótico 4E) 

eIF4F - Eukaryotic Initiation Factor 4F (Fator de iniciação eucariótico 4F) 

eIF4G - Eukaryotic Initiation Factor 4G (Fator de iniciação eucariótico 4G) 

eEF2 – Eukaryotic Elongation Factor 2 (Fator de elongação eucariótico 2)  

FEPPS - Fundação Estadual de Produção e Pesquisa em Saúde 

FKBP12 – FK506 Binding Protein (Proteína de ligação FK506) 

FRB – FKBP12-Rapamycin Binding Domain (Domínio da ligação de FKBP12-

rapamicina) 

http://en.wikipedia.org/wiki/Adenylate_cyclase
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GTPase - Guanosine Triphosphatase (Guanosina tri-fosfatase)  

Homer2 - Homer Protein Homolog 2 (Proteína homóloga Homer 2) 

IA - Inhibitory Avoidance (Esquiva inibitória) 

ICBS - Instituto de Ciências Básicas da Saúde 

JNK - c-Jun N-Terminal kinase (Proteína quinase c-Jun N-terminal) 

 LTP – Long Term Potentiation (Potencial de longa duração)  

L-LTP - Late Long Term Potentiation (Potencial de longa duração tardio) 

LTD - Long Term Depression (Depressão de longa duração)  

LTF - Long Term Facilitation (Facilitação de longa duração) 

LTM – Long Term Memory (Memória de longa duração)  

mA – mili Ampere (mili ámpere) 

MAPK - Mitogen Activated Protein Kinases (Proteína quinase ativada por 

mitógeno) 

mGluRs - Metabolotropic Glutamate Receptors (Receptores glutamatérgicos 

metabolotrópicos) 

 mLST8 - GTPase β-subunit like protein GβL (Subunidade β da proteína 

GTPase) 

mRNA - Messenger Ribonucleic Acid (Ácido ribonucléico mensageiro) 

mTOR – Mammalian Target of Rapamycin (Proteína alvo de rapamicina em 

mamíferos) 

mTORC1 – Mammalian Target of Rapamycin Complex 1 (Complexo 1 da 

proteína alvo de rapamicina em mamíferos) 

mTORC2 – Mammalian Target of Rapamycin Complex 2 (Complexo 2 da 

proteína alvo de rapamicina em mamíferos) 

http://en.wikipedia.org/wiki/Guanosine_triphosphate
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MSK1 - Mitogen and Stress Activated Protein Kinase 1(Proteína quinase ativada 

por mitógeno e estresse 1) 

mSIN1- Mammalian Stress Activated Protein Kinase SAPK - Interacting Protein 

1(Proteína de interação da proteína quinase de mamíferos ativada por estresse 

1)  

NMDA-R - N-methyl-D-Aspartate Receptor (Receptor N-metil-D-aspartato) 

 NRD - Negative Regulatory Domain (Domínio regulatório negativo)  

OR - Object Recognition (Reconhecimento de objeto) 

PDCD4 - Programmed Cell Death 4 Protein (Proteína de morte celular 

programada 4) 

PDK1- Phosphoinositide Dependent Kinase 1 (Quinase dependente de 

fosfoinositideo 1) 

PI3K - Phosphatidylinositol 3 Kinase (Quinase fosfatidilinositol 3) 

PKA - cAMP Dependent Protein Kinase (Proteína quinase dependente de 

cAMP) 

PKC - Protein Kinase C (Proteína quinase C) 

Raptor – Regulatory Associated Protein of TOR (Regulador associado à 

proteína TOR)  

Rictor - Rapamycin Insensitive Companion of TOR (Proteína associada a TOR 

insensível a rapamicina) 

RNA – Ribonucleic Acid (Acido ribonucléico) 

S6K – Ribosomal Kinase Protein S6 (Proteína quinase ribossomal S6) 

SAPK - Mammalian Stress Activated Protein Kinase (Proteína quinase de 

mamíferos ativada por estresse)  

SBNec - Sociedade Brasileira de Neurociências e Comportamento  
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SGK1 - Serum/Glucocorticoid Regutated Kinase 1 (Proteína quinase reguladora 

do soro/glicocorticóide 1) 

STM – Short Term Memory (Memória de curta duração)  

TIF - IA - Transcription Initiation Factor IA (Fator de iniciação da transcrição IA) 

TR - Training (Treino) 

TrK-R - Tyrosine Kinase Receptor (Receptor tirosina quinase)  

TSC 1 - Tuberous Sclerosis Complex 1 (Complexo tuberose esclerose 1) 

TSC 2 - Tuberous Sclerosis Complex 2 (Complexo tuberose esclerose 2) 

TT - Test (Teste) 

UEA - Unidade de Experimentação Animal 

UFRGS - Universidade Federal do Rio Grande do Sul 
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6. INTRODUÇÃO 

 

A memória é considerada a capacidade de aquisição, armazenamento e 

evocação de informações. A fase de aquisição da memória é o momento em que 

se adquirem novas informações, habilidades ou experiências. A memória é 

diferente de acordo com o seu conteúdo, sendo classificada como declarativa ou 

explícita e não-declarativa ou implícita, e quanto ao tempo de duração, sendo 

classificada como de curta ou longa duração. (Squire, 1987). As memórias 

explícitas são adquiridas conscientemente e podem ser divididas em memórias 

episódicas e semânticas. As memórias episódicas são referentes a eventos que 

se assiste ou participa e as memórias semânticas são referentes a 

conhecimentos gerais. As memórias implícitas, por outro lado, são adquiridas de 

maneira inconsciente e englobam as memórias de procedimentos, de 

habilidades motoras e a informação obtida a partir de aprendizados simples 

(Myskiw et al. 2008). A formação desses dois tipos de memória depende de 

estruturas encefálicas diferentes. As memórias explícitas requerem a integridade 

de algumas estruturas do lobo temporal medial, que compreende o hipocampo e 

o córtex entorrinal. As memórias implícitas envolvem estruturas como a 

amígdala, os gânglios da base e o cerebelo (Squire et al. 2007). 

 

 

Fig. 1. Desenho esquemático dos tipos de memória. Adaptado de Squire e Kandel, 

2003. 

 

As memórias de curta duração persistem poucos minutos ou horas, não 

requerem síntese de mRNA e proteínas. As memórias de longa duração, por sua 
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vez, requerem síntese de mRNA, síntese de proteínas e a participação de várias 

vias de sinalização metabólicas celulares vinculadas a esses processos 

(McGaugh, 2000; Alberini et al. 2006; Roesler e McGaugh, 2010). As memórias 

de curta e de longa duração utilizam as mesmas estruturas anatômicas para seu 

processamento, como hipocampo, córtex entorrinal e amígdala, mas envolvem 

mecanismos moleculares independentes (Izquierdo et al.1998). O período em 

que ocorre a formação da memória de longa duração é chamado de 

consolidação. O processo de consolidação é um conjunto complexo e regulado 

de reações bioquímicas, levando a uma progressiva estabilização pós-aquisição 

das memórias de longa duração (McGaugh 2000; Dudai, 2004; Roesler e 

McGaugh 2010). Durante este processo as memórias encontram-se lábeis e são 

sensíveis a inibidores de síntese protéica ou eventos traumáticos (Squire e 

Kandel, 2003). Memórias já consolidadas tornam-se novamente lábeis e 

susceptíveis a intervenção quando reativadas (Milekic e Alberini, 2002) e para 

que persistam, precisam passar por um novo processo de estabilização, 

dependente de síntese protéica, chamado de reconsolidação (Nader et al. 

2000a; Sara, 2000). 

 

 

 

Fig. 2. Fases da memória de curta e longa duração. As flechas coloridas indicam o 

período em que a memória está lábil. Adaptado de Tronson e Taylor, 2007. 
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 No condicionamento clássico, o animal aprende a relacionar um estimulo 

que inicialmente não possui relevância biológica ou significado aparente 

(estimulo condicionado) a outro estimulo, ao qual o animal apresenta resposta 

instintivamente (estimulo incondicionado). O processo de condicionamento faz 

com que a representação do estimulo condicionado ganhe relevância biológica e 

o animal responda a este, da mesma maneira que responderia ao estimulo 

incondicionado. A reativação de memórias aversivas na ausência do estímulo 

incondicionado (choque) pode levar a dois processos: reconsolidação ou 

extinção. A reconsolidação pode fornecer uma janela de oportunidades para a 

manutenção e o fortalecimento do traço mnemônico evocado (Nader et al. 

2000b). Muitos tratamentos que bloqueiam a consolidação são capazes de 

prejudicar a reconsolidação, o que levou à hipótese de que a reconsolidação 

envolve a recapitulação dos acontecimentos moleculares que ocorrem durante a 

consolidação (Sara, 2000). Porém, mesmo com algumas semelhanças, 

consolidação e reconsolidação não são processos idênticos (Alberini, 2005). 

Existem indícios de que vias de sinalização que controlam a tradução do mRNA 

estão envolvidas na consolidação de memórias, bem como na persistência do 

traço após sua evocação (Parsons et al. 2006a; Bekinschtein et al. 2007). Uma 

dessas vias envolvidas no crescimento e proliferação celular e no controle 

traducional envolve a proteína alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR). A 

proteína mTOR é ativada por atividade do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), 

receptor tirosina quinase (TrK), receptor glutamatérgico metabolotrópico (mGluR) 

e receptores dopaminérgicos (D1 e D2) (Hoeffer e Klann, 2010). mTOR é capaz 

de  fosforilar proteínas em resíduos serina ou treonina. A mTOR regula o nível 

de tradução pela fosforilação de alvos intracelulares, incluindo a proteína 

ribossomal S6 quínase (S6K) e proteína de ligação do fator de iniciação 

eucarioto 4E (4E-BP) (Raught et al. 2001; Carroll et al. 2006; Hoeffer e Klann 

2010). No sistema nervoso central, esta proteína quínase é crucial para 

plasticidade sináptica, aprendizado e formação de memórias (Swiech et al. 

2008). Os mamíferos possuem dois complexos da mTOR denominados 

mTORC1 e mTORC2 (Hay e Sonenberg, 2004). O mTORC1 controla a ativação 

da S6K, proteína responsável pela regulação da biogênese ribossômica, e do 

fator de iniciação eucariótico 4E-BP, que possui um importante papel na 

regulação da tradução de proteínas (Wang et al. 2008). 
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Associação Modelo animal Primeiro autor e ano 

Obesidade Zebrafish Craig et al. 2011 

Transplante renal Humanos Cortazar et al. 2011 

Câncer de mama Humanos (in vitro) Yellen et al. 2011 

Cardiomiopatia Camundongos Marin et al. 2011 

Depressão Camundongos Koike et al. 2011 

Alzheimer Camundongos Caccamo et al. 2011 

Parkinson Humanos (in vitro) Elstner et al. 2011 

Epilepsia Camundongos Sunnen et al. 2011 

Longevidade Ratos Harrison et al. 2009 

Memória Ratos Gafford et al. 2011 

 

Tabela 1. Associações de mTOR na literatura. 

 

 Este complexo pode ser inibido diretamente por rapamicina, um 

macrolídeo obtido da bactéria Streptomyces hygroscopicus, que inicialmente foi 

identificada como um agente anti fungicida (Vézina et al. 1975), e  no ano de 

1999, foi aprovado para utilização em pacientes por suas propriedades 

imunossupressoras (Sabatini, 2006). Atualmente uma molécula sintética da 

rapamicina, RAD001, está em fase III (testes clínicos), para o tratamento de 

carcinoma renal (Motzer et al. 2008).  

 

  

 

Fig. 3. Estrutura química da rapamicina. Retirado de McAlister et al. 2002. 
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 A rapamicina exerce seu efeito principalmente por se ligar ao domínio N-

terminal da mTOR, inibindo sua atividade enzimática  e enfraquecendo a 

interação entre mTOR e a proteína regulatória de mTOR (Raptor), 

consequentemente, suprimindo a fosforilação de seus principais alvos, a 

proteína quínase S6K e o fator de iniciação eucariótico 4E-BP (Raught et al. 

2001; Swiech et al. 2008). Ao inibir a mTOR, a rapamicina prejudica 

consolidação e a reconsolidação de memórias espaciais e aversivas em ratos 

(Parsons et al. 2006a; Bekinschtein et al. 2007; Dash et al. 2006; Blundell et al. 

2008). É possível que o efeito amnésico na consolidação da memória de esquiva 

inibitória induzida pela inibição da mTOR hipocampal descrito na literatura possa 

ocorrer também na reconsolidação da memória. Este efeito talvez ocorra pela 

administração intra-amigdalar de rapamicina. A via da mTOR está relacionada a 

consolidação da memória aversiva de esquiva inibitória, mas uma ampla revisão 

da literatura não encontrou relato do papel da mTOR na reconsolidação da 

memória na tarefa de esquiva inibitória, bem como o efeito da inibição de mTOR 

amigdalar por rapamicina nesta tarefa comportamental. Da mesma forma, a 

participação de mTOR amigdalar na tarefa de reconhecimento de objetos, que 

possui um componente aversivo muito menos evidente, ainda não está descrito. 

No hipocampo, a via de sinalização de mTOR participa da consolidação e 

reconsolidação deste tipo de memória (Myskiw et al. 2008). Como existem 

relatos na literatura sobre a influência da amígdala basolateral sobre a 

consolidação da memória de reconhecimento de objetos, possivelmente pela 

ativação de receptores Beta adrenérgicos (Roozendaal et al. 2008), se torna 

importante analisar se a via de mTOR amigdalar também é necessária para a 

formação e reconsolidação da memória de reconhecimento de objetos. 
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7. REVISÃO DA LITERATURA 

 

7.1. CONSOLIDAÇÃO DA MEMÓRIA 

 

A consolidação da memória começa depois da aquisição. Nessa fase 

ocorre a formação e armazenamento da memória aprendida. Esse processo 

ocorre com a gradual conversão do traço mnemônico, que inicialmente é lábil, 

em uma memória estável. No processo de consolidação, as novas memórias 

não se formam no seu estado final, mas sim em um estado lábil que é 

suscetível a diversos fatores, tais como tratamento eletroconvulsivo, 

hipotermia, traumas, estresse, administração de fármacos amnésicos e até 

mesmo, novos aprendizados (McGaugh, 2000; Squire e Kandel, 2001; 

Roesler e McGaugh, 2010).  

As memórias de curta duração persistem poucos minutos ou horas, 

não requerem síntese de novos mRNAs e proteínas, enquanto as memórias 

de longa duração necessitam destes processos, além da participação de 

várias vias de sinalização metabólicas celulares (Alberini et al. 2006). Mesmo 

envolvendo em algumas ocasiões as mesmas estruturas nervosas  para seu 

processamento, as memórias de curta e de longa duração utilizam 

mecanismos moleculares independentes (Izquierdo et al. 1998; Squire e 

Kandel, 2003). O processo de consolidação leva a uma progressiva 

estabilização pós-aquisição das memórias (McGaugh, 2000; Dudai, 2004; 

Roesler e McGaugh, 2010). 

 

7.2. RECONSOLIDAÇÃO DA MEMÓRIA 

 

A fase de consolidação da memória é investigada há mais de 100 anos e 

a hipótese inicial sobre o fenômeno prediz que, uma vez que a memória 

encontra-se consolidada, ela não sofre mais interferência de tratamentos 

amnésicos (McGaugh 2000). Essa hipótese por muito tempo foi praticamente um 

dogma dos estudos com aprendizado e memória. Mas ela tem sido desafiada 
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pela hipótese da reconsolidação, que prediz que o período de labilidade da 

memória não depende unicamente do tempo desde o aprendizado, mas sim do 

estado funcional da memória (Dudai, 2004). Memórias já consolidadas tornam-

se novamente lábeis e susceptíveis a intervenção quando reativadas (Milekic e 

Alberini, 2002) e para que persistam, precisam passar por um novo processo de 

estabilização, dependente de síntese protéica, chamado de reconsolidação 

(Nader et al. 2000a; Sara, 2000). Muitos tratamentos que bloqueiam a 

consolidação são capazes de prejudicar a reconsolidação, o que levou à 

hipótese de que a reconsolidação envolve a recapitulação dos acontecimentos 

moleculares que ocorrem durante a consolidação (Nader et al. 2000a), mas 

mesmo com algumas semelhanças, consolidação e reconsolidação não são 

processos idênticos (Squire et al. 2007). A natureza do processo de 

reconsolidação da memória tem sido debatida. Inicialmente foi argumentado que 

a reativação da memória induzia a recapitulação da consolidação (Alberini et al. 

2006). Posteriormente, foi proposto a hipótese de que a reconsolidação estaria 

relacionada de alguma forma, com a consolidação da memória, que ficaria 

persistente até o momento de sua reativação. Os autores que acreditam nesta 

segunda hipótese sugerem que a memória estabilizada sofre ações endógenas, 

ou seja, modificações a partir de reativações espontâneas, de tempos em 

tempos que contribuem para o processo de consolidação até o momento em que 

uma nova consolidação aconteça (Izquierdo et al. 1998; Squire e Kandel, 2003; 

Eisenberg e Dudai 2004). No período anterior a esta segunda consolidação, a 

memória retorna a um estado de labilidade podendo ser prejudicada, como foi 

comentado anteriormente. A reconsolidação pode fornecer uma janela de 

oportunidades para a manutenção e o fortalecimento do traço mnemônico 

evocado (Nader et al. 2000b). Existem indícios de que vias de sinalização que 

controlam a tradução do mRNA estão envolvidas na consolidação de memórias 

bem como na persistência do traço após sua evocação (Bekinschtein et al.2007; 

Parsons et al. 2006a). 
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7.3. mTOR 

 

 mTOR é uma proteína quínase evolutivamente conservada que fosforila o 

sítio serina/treonina de seus alvos e tem sua ação inibida por rapamicina, um 

macrolídeo proveniente de uma bactéria chamada Streptomyces hygroscopicus 

A extremidade C terminal de mTOR contém um domínio quínase catalítico que 

por sua vez contém pequenas regiões que são locais de fosforegulação 

chamados domínios regulatórios negativos (NRD) ou domínios repressores. 

(Xiangyu, 2009). No interior destas regiões, a fosforilação da treonina 2446, 

serina 2448 e serina 2481 estão vinculadas a altos níveis de atividade de mTOR 

(Jacinto, 2008). Próximo a este domínio está o domínio de ligação a rapamicina 

de FKBP12 (FRB), que é onde se dá a interação inibitória entre rapamicina e 

mTOR, em que a ligação de rapamicina à proteína de ligação FK506 (FKBP12) 

interrompe a interação chave para o funcionamento de mTOR, que controla a 

tradução pela formação de um complexo sinalizador (Guertin e Sabatini, 2005). 

 A proteína mTOR é formada de dois complexos protéicos denominados 

complexo 1 da mTOR (mTORC1) e complexo 2 da mTOR (mTORC2). O 

mTORC1 modula a tradução em resposta a nutrientes, hormônios e fatores de 

crescimento e é composto  pela proteína regulatória associada a TOR (Raptor), 

pela Proteína GTPase subunidade β (mLST8) e pela Proteína de interação que 

contém o domínio mTOR (Deptor) (Hoeffer e Klann, 2010). Alguns componentes 

de mTORC1 também estão presentes em mTORC2, como mLST8 e Deptor.  

Outras proteínas como a proteína associada a TOR insensível a rapamicina 

(Rictor), proteína de interação da proteína quínase de mamíferos ativada por 

estresse (mSIN1) e a proteína rica em prolina (Protor) são encontradas apenas 

em mTORC2 (Frias et al. 2006). 

 Os complexos mTORC1 e mTORC2 fosforilam substratos diferentes e 

regulam funções celulares distintas. mTORC2 fosforila AKT, SGK1 e PKC 

(membros da família de proteínas quínase AGC), as quais controlam a 

sobrevivência celular e a organização do citoesqueleto (Garcia Martinez et al. 

2008). Por outro lado, mTORC1 estimula o crescimento e proliferação celular 

pelo aumento da fase de iniciação da tradução, e isto é mediado por dois alvos: 

a proteína de ligação a eIF4E e a S6 quínase (Hay e Sonenberg, 2004). 

http://en.wikipedia.org/wiki/Streptomyces
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Acredita-se que S6k controla a tradução pela modulação de seus alvos: fator de 

iniciação eucariótico 4B (eIF4B) e proteína de morte celular programada 4 

(PDCD4) (Ma e Blenis, 2009). A família das 4E-BPs é formada por moléculas 

repressoras da tradução que incluem: 4E-BP1, 4E-BP2 e 4E-BP3. Essas 

proteínas suprimem a tradução de um conjunto de transcritos chamados " 

mRNAs sensíveis a eIF4E " por competir com o fator de iniciação eucariótico 4G 

(eIF4G) pela ligação a fator de iniciação eucariótico 4E (eIF4E), e assim, evitam 

a formação do complexo de iniciação eIF4F (Woo et al. 2007).  

Devido a complexidade da 5`UTRs, mRNAs sensíveis a eIF4E são 

traduzidos com menos eficiência que outros. Quando ativado, mTORC1 fosforila 

os sítios treonina 37 e treonina 46 de 4E-BP1, o que por sua vez atua como um 

evento iniciador, essencial para a fosforilação dos sítios serina 65 e treonina 70, 

que levam a liberação de eIF4E e subsequente formação do complexo eIF4E. 

mTORC1 também modula indiretamente a síntese de proteínas pela ativação de 

TIF-IA e consequente estimulação da transcrição do RNA ribossomal e 

biogênese ribossomal (Mayer et al. 2004), bem como pela fosforilação de eIF4G 

(Raught et al. 2000). A proteína mTOR é ativada pela ativação do receptor N-

metil-D-aspartato (NMDA-R) por glutamato; receptor do ácido amino 3-hidroxi-5-

metil-4-isoxalatopropionico (AMPA-R) por glutamato; receptor Tirosina quinase 

(TrK) pelo fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) e receptores 

glutamatérgicos metabolotrópicos (mGluRs) (Slipczuk et al. 2009). Todos estes 

receptores são importantes para indução e persistência de LTP e LTD e mTOR 

atua como um alvo destes receptores e algumas vias de sinalização como 

quinase dependente de fosfoinositideo 1 (PDK1), quinase fosfatidilinositol 3 

(PI3K), Akt e proteína do complexo tuberose esclerose 1 e 2 (Tsc1/2) (Banko et 

al. 2005; Slipczuk et al. 2009). 
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Fig. 4. Desenho esquemático da via de sinalização de mTOR (Fingar e Blenis, 2004).   

 

7.4. VIA DE SINALIZAÇÃO DE mTOR E MEMÓRIA 

 

 A primeira evidencia que relacionou a via de sinalização de mTOR a 

plasticidade sináptica surgiu de estudos usando rapamicina em Aplysia 

californica  (Casidio et al. 1999; Khan et al. 2001). Além de atuar na fase de 

iniciação da tradução, a rapamicina também bloqueia a fosforilação do fator de 

elongação eucariótico 2 (eEF2) na fase de elongação inibindo facilitação de 

longa duração (LTF) (Carroll et al. 2004). Através destes primeiros achados, 

percebeu-se que esta via de sinalização é essencial para formação de 

alterações duradouras na plasticidade sináptica em invertebrados. Tang e 

colaboradores (2002) demonstraram pela primeira vez que a inibição de mTOR 

por rapamicina bloqueia LTP em cultura de células hipocampais, argumentando 

que mTOR estaria envolvida com a maquinaria de tradução (Tang et al. 2002).  
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Fig. 5. Desenho esquemático ilustrando o papel da síntese de proteínas na formação da 

memória. Adaptado de Alberini, 2009. 

 

Em neurônios, a rapamicina bloqueia a expressão de componentes chave 

para a maquinaria da tradução, como 4E-BP e eIF4E, e mTOR regula a síntese 

de diversas proteínas envolvidas na plasticidade sináptica e formação da 

memória, incluindo Arc, CaMKII e Homer2 (Dash et al. 2006). Muitas dessas 

proteínas são sintetizadas localmente nos dendritos pela ativação da via de 

mTOR, sugerindo que a rapamicina tenha um efeito seletivo na tradução nos 

dendritos (Tang et al. 2002). De fato, foi reportado que LTP induzida por estimulo 

tetânico em dendritos da região CA1 do hipocampo, pode ser bloqueado por 

rapamicina. Adicionalmente, a ativação de NMDA leva a plasticidade sináptica 

dependente de síntese protéica através da ativação da via de mTOR nos 

dendritos na região CA1 do hipocampo dorsal (Tang et al. 2002). Estudos 

sugerem que por este mecanismo mTOR esta envolvida na formação da 

memória de longa duração, uma vez que a rapamicina bloqueia parcialmente 

LTM (Blundell et al. 2008). 
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Camundongos knockout sem o regulador negativo de mTOR, TSC2 ou os 

alvos de mTOR, S6K e 4E-BP apresentam plasticidade sináptica alterada e 

déficit de memória (Banko et al. 2005). Contudo, mesmo com alguns resultados 

sólidos e bem estruturados a cerca do papel de mTOR na formação da memória 

(Blundell et al. 2008; Gafford et al. 2011), ainda existem resultados controversos. 

Por exemplo, somente com a administração de uma dose alta de rapamicina 

(150mg/kg) é possível prejudicar a memória de longa duração contextual em 

camundongos (Ehninger et al. 2008). Além disso, evidencias recentes sugerem 

que rapamicina não bloqueia L-LTP no giro dentado (Panja et al. 2009) e a 

tradução também pode ser mantida mesmo na presença de rapamicina (Ma e 

Blenis, 2009). Os fenótipos gerados em camundongos knockout com a ausência 

de TSC2, FKBP12 são contraditórios em relação a plasticidade neural e 

memória (Hoeffer et al. 2008). Por fim, camundongos sem S6K exibem L-LTP, o 

que sugere que S6K não controla a tradução mediada por mTOR, necessária 

para que haja L-LTP.  (Antion et al. 2008). Mesmo que camundongos sem 4E-

BP2, outro alvo de mTOR, apresentem déficit na formação da memória de longa 

duração, foi visto que mTORC1 é incapaz de fosforilar 4E-BP2 em cérebro de 

adultos (Bidinosti et al. 2010). Este fato sugere que a síntese de proteínas 

controlada por mTORC1 no cérebro não dependa de 4E-BP2 (Stoica et al. 

2010). 

mTOR é ativada por uma grande variedade de sinais sinápticos e leva a 

alterações dependentes de tradução na força sináptica e LTM. mTORC1 

funciona com um grande integrador de sinais sinápticos regulando a tradução. 

Em humanos, o único estudo que realizado até o presente momento mostrou 

que o bloqueio de mTORC1 melhora a cognição (Lang et al. 2009). Esses 

resultados mostram que o papel de mTOR na consolidação da memória está 

longe de ser completamente esclarecido. Dado que a via de sinalização de 

mTOR está envolvida em varias doenças neurodegenerativas (Bishop, 2010) e 

sua inibição está relacionada com o aumento da longevidade (Harrison et al. 

2009), é crucial que a participação de mTOR na consolidação e reconsolidação 

da memória seja elucidada.  

Já foi mostrado que mTOR na região CA1 do hipocampo dorsal participa 

da consolidação da tarefa de esquiva inibitória em ratos (Bekinschtein et al 2007) 

e na consolidação e reconsolidação de reconhecimento de objetos (Myskiw et al. 
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2008). Foi sugerido recentemente que mTOR hipocampal também desempenha 

um papel na reconsolidação de medo condicionado em ratos (Gafford et al. 

2011). Da mesma forma, já foi mostrado que mTOR na amígdala basolateral 

está envolvida na consolidação da tarefa de cued fear conditioning e contextual 

fear conditioning (Parsons et al. 2006a) e que a infusão de rapamicina sistêmica 

em camundongos prejudica a reconsolidação desta segunda tarefa (Blundell et 

al. 2008). Contudo, o papel de mTOR amigdalar na consolidação e 

reconsolidação da tarefa de esquiva inibitória e reconhecimento de objetos ainda 

não foi reportado.  

Na tarefa de EI, existem dois componentes principais, o aversivo, 

representado pelo choque, que requer a participação da amígdala e o 

componente contextual, representado pela caixa de esquiva inibitória, que 

requer a participação do hipocampo (Roesler et al. 2003b). Por outro lado, na 

tarefa de RO, o componente aversivo é mais discreto, contudo, a exposição do 

animal a um contexto ou objeto novo gera um certo grau de estresse 

(Roozendaal et al. 2006). Por causa disso, a amígdala modula a consolidação 

desta memória (Roozendaal et al. 2008), enquanto o hipocampo está associado 

a noção espacial e ao contexto (Moses et al. 2002). 
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 8. OBJETIVOS 
 

8.1. OBJETIVO GERAL 

 

- Avaliar o papel da sinalização por mTOR na formação e reconsolidação da 

memória. 

 

8.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 
- Investigar o papel da mTOR amigdalar e hipocampal na consolidação da 

memória de esquiva inibitória através da administração de rapamicina na 

amígdala basolateral e hipocampo dorsal após o treino. 

 - Investigar o papel da mTOR amigdalar e hipocampal na reconsolidação da 

memória de esquiva inibitória através da administração de rapamicina na 

amígdala basolateral e hipocampo dorsal após a reativação. 

- Investigar o papel da mTOR amigdalar e hipocampal na consolidação da 

memória de reconhecimento de objetos através da administração de rapamicina 

na amígdala basolateral e hipocampo dorsal. 

- Investigar o papel da mTOR amigdalar e hipocampal na reconsolidação da 

memória de reconhecimento de objetos através da administração de rapamicina 

na amígdala basolateral e hipocampo dorsal. 
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9. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

9.1. DELINEAMENTO DE PESQUISA 

 

Este estudo teve caráter experimental, no qual foi observado o efeito da 

inibição da mTOR amigdalar e hipocampal por rapamicina sobre a consolidação 

e reconsolidação da memória aversiva de esquiva inibitória em ratos. 

 

9.2. LOCAL DE REALIZAÇÃO DOS EXPERIMENTOS 

 

        Os experimentos foram realizados na Unidade de Animais de 

Experimentação do Centro de Pesquisa do Hospital de Clínicas de Porto Alegre 

e no Laboratório de Neurofarmacologia e Biologia de Tumores Neurais no 

Instituto de Ciências Básicas da Saúde da Universidade Federal do Rio Grande 

do Sul, sob a orientação do Prof. Dr. Rafael Roesler.  

 

9.3. ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos adquiridos da Fundação 

Estadual de Pesquisa em Saúde (FEPPS-RS) e do Centro de Reprodução de 

Animais de Experimentação da UFRGS (CREAL-UFRGS). A manutenção dos 

roedores ficou a cargo dos bioteristas da Unidade de Experimentação Animal 

(UEA – HCPA) e ICBS - UFRGS, sob controle de um médico veterinário. Os 

animais foram mantidos no ratário das unidades em grupos de cinco animais por 

caixa (dimensões de 41x34x17cm comprimento x largura x altura), sob 

condições de temperatura e luz controlados (à 20±2°C, com ciclo claro-escuro 

de 12 horas) com água e comida disponíveis ad libitum. Os experimentos foram 

realizados entre 10h e 18h. Todos os procedimentos envolvendo animais foram 

aprovados pela Comissão de Ética para Uso de Animais do Hospital de Clínicas 

de Porto Alegre (projeto número 09-641). Todos os esforços foram realizados 

para diminuir o número de animais utilizados e seu sofrimento.  



38 
 

9.4. TRATAMENTOS 

 

Doses e regimes de tratamento foram escolhidos com base em resultados 

preliminares, dados da literatura e experimentos piloto. Para determinação da 

dose intra-cerebral foi infundido 600 nM de rapamicina dissolvido em veículo (1% 

de DMSO em salina) no volume de 1µl (na região CA1 do hipocampo dorsal) 

e/ou 0,5µl (na amígdala basolateral) ou veículo no mesmo volume.  

 

9.5. TAMANHO DA AMOSTRA 

 

O tamanho amostral foi baseado em estudos anteriores. O n da amostra foi 

de 12 animais por grupo (Roesler et al. 2003; Roesler et al. 2006a; Roesler et al. 

2006b; Luft et al. 2008; Roesler et al. 2009). Foram usados no total 520 animais, 

incluindo animais excluídos do estudo. 

 

9.6. PROCEDIMENTOS CIRÚRGICOS 

 

Os ratos utilizados nos experimentos utilizando a administração intra-

cerebral de rapamicina foram submetidos à cirurgia estereotáxica para 

implantação de cânulas sob a amígdala basolateral e hipocampo dorsal. Os 

animais foram tratados com atropina (medicação pré-anestésica para o 

tratamento de bradicardia e assistolia) e com lidocaína, sedados com quetamina 

(75mg/kg) e xilazina (25mg/kg) e implantados bilateralmente com cânulas que 

permitiram micro-infusões da droga na amígdala basolateral (coordenadas: 

Antero posterior: -2,8mm em relação ao bregma, médio-lateral: ±4,8mm em 

relação ao bregma e ventral: -7,5mm em relação à superfície do crânio) ou área 

CA1 do hipocampo dorsal (coordenadas: anteroposterior: -4,3 mm em relação ao 

bregma; médio lateral: ±3 mm em relação ao bregma e ventral: -2 mm em 

relação à superfície do crânio) como descrito anteriormente em experimentos 

piloto e estudos de nosso grupo de pesquisa (Roesler et al. 2003a; Roesler et al. 

2003b; Roesler et al. 2008; Reolon et al. 2009). As cânulas foram fixadas com 

auxílio de cimento acrílico auto polimerizante e de pequenos parafusos (1,4 mm 
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de diâmetro afixados no crânio). Os animais passaram por um período de 

recuperação de sete dias após a cirurgia. 

 

 

Fig.6. Aparelho para cirurgia estereotáxica 

 

 

9.7. TAREFAS COMPORTAMENTAIS 

 

9.7.1. ESQUIVA INIBITÓRIA 

 

Os animais foram submetidos ao treino e testes de retenção de memória 

de curta e longa duração na tarefa de esquiva inibitória, um modelo animal de 

memória motivada emocionalmente de caráter aversivo, conforme descrito em 

estudos anteriores de nosso grupo (Meller et al. 2004; Maurmann et al. 2010). O 

aparato da esquiva inibitória consiste de uma caixa de acrílico de 50x25x25cm 

com uma grade de barras de aço paralelas de 1 mm de diâmetro. Na sessão de 

treino, os animais foram colocados na plataforma (com largura de 7 cm, 

localizada junto à parede esquerda da caixa) e sua latência de descida sobre a 

grade foi medida com a utilização de cronômetros. Quando os animais desceram 
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com suas quatro patas na grade, foi dado 1 choque de 2 segundos, com 

intensidade de 0,7 mA. Na sessão de teste de memória de curta duração 

(realizada 1,5h após o treino) e longa duração (realizada 24h após o treino), os 

animais foram recolocados na plataforma e suas latências de descida à grade 

registradas e usadas como uma medida de retenção (memória) da tarefa. Os 

animais foram treinados conforme descrito acima e 24 horas depois, para que 

ocorresse a reativação da memória, foi realizado um teste no qual foi medida a 

latência de descida do animal, sem reforço do estímulo aversivo. Um segundo 

teste foi realizado para medir a retenção 24 horas após a reativação da 

memória.  

 

 

 

Fig.7. Caixa de esquiva inibitória. 

 

 

9.7.2. RECONHECIMENTO DE OBJETOS 

 

Os animais foram individualmente habituados à caixa do campo aberto por 

2 minutos. Durante a sessão de treino, realizada após 24h, os animais foram re-
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expostos ao campo aberto contendo dois objetos idênticos (posicionados em 

dois cantos adjacentes, a 9 cm das paredes) e o tempo gasto pelo animal na 

exploração de cada objeto foi registrado durante 5 minutos. Os objetos utilizados 

no treino foram duas garrafas idênticas (objeto A) e houve o 

contrabalanceamento dos objetos pelo menos uma vez ao longo das sessões de 

treino. Exploração foi definida como atividade de toque ou cheiro pelos animais 

aos objetos com o nariz ou as patas. Durante a sessão de teste, realizada 3h ou 

24h após o treino, o animal foi colocado novamente na caixa, na presença de um 

objeto familiar utilizado na sessão de treino (objeto A), e de um objeto novo (lata 

= objeto B), com textura, cor e tamanhos semelhantes, porém formas distintas. 

O percentual de tempo da exploração de qualquer um dos objetos (na sessão de 

treino e na sessão de teste) foi utilizada como medida de retenção de memória 

de reconhecimento. Foi feito um experimento anterior para constatar que não 

havia preferência dos animais por nenhum dos objetos utilizados ao longo do 

experimento. Os animais foram treinados conforme indicado acima e 24 horas 

depois, para que ocorra a reativação da memória, foi realizado o teste no qual se 

mediu a porcentagem de exploração dos objetos, com um familiar (objeto A) e 

um objeto novo (objeto B). Um segundo teste foi realizado para medir a 

exploração 24 horas após a reativação da memória com um familiar (objeto A) e 

um outro objeto novo (Cofre em forma de lápis = objeto C). 
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Fig.8. Caixa de campo aberto e objetos usados na tarefa de reconhecimento de objeto.  

 

9.8. DESENHOS EXPERIMENTAIS 

 

9.8.1. EXPERIMENTOS PARA INVESTIGAR O EFEITO DA 

INIBIÇÃO DE mTOR AMIGDALAR E HIPOCAMPAL NA 

CONSOLIDAÇÃO DA MEMÓRIA DE ESQUIVA 

INIBITÓRIA E RECONHECIMENTO DE OBJETOS 
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Fig. 9. Desenho experimental usado para investigar a consolidação na tarefa de esquiva 

inibitória representando o tempo da infusão de rapamicina ou veículo na região CA1 do 

hipocampo dorsal e na amígdala basolateral e os momentos de treino e teste. 

 

 

 

 

 

Fig. 10. Desenho experimental usado para investigar a consolidação na tarefa de 

reconhecimento de objetos representando o tempo da infusão de rapamicina ou veículo 

na região CA1 do hipocampo dorsal e na amígdala basolateral e os momentos de treino 

e teste. 

 

Para investigar o efeito da inibição de mTOR na consolidação da memória 

de esquiva inibitória e reconhecimento de objetos, os animais foram treinados 

em EI ou RO. Foram realizados dois tempos de administração, quinze minutos 

antes e imediatamente depois do treino. Os ratos receberam micro infusão intra-

amigdalar ou intra-hipocampal de rapamicina. Os animais foram testados 24 

horas depois para análise da retenção da memória. Quatorze dias após o treino, 

os animais foram submetidos a um segundo treino e foram testados 24 horas 
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depois. Um experimentador cego para os tratamentos avaliou a latência dos 

testes.  

 

9.8.2. EXPERIMENTOS PARA INVESTIGAR O EFEITO DA 

INIBIÇÃO DE mTOR AMIGDALAR E HIPOCAMPAL NA 

RECONSOLIDAÇÃO DA MEMÓRIA AVERSIVA DE 

ESQUIVA INIBITÓRIA E RECONHECIMENTO DE 

OBJETOS 

 

 

 

 

 

Fig. 11. Desenho experimental usado para investigar a reconsolidação na tarefa de 

esquiva inibitória representando o tempo da infusão de rapamicina ou veículo na região 

CA1 do hipocampo dorsal e na amígdala basolateral e os momentos de treino e teste. 
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Fig. 12. Desenho experimental usado para investigar a reconsolidação na tarefa de 

reconhecimento de objetos representando o tempo da infusão de rapamicina ou veículo 

na região CA1 do hipocampo dorsal e na amígdala basolateral e os momentos de treino 

e teste. 

 

Para investigar o efeito da inibição de mTOR na reconsolidação da 

memória de esquiva inibitória e reconhecimento de objetos os animais foram 

treinados e testados 24 horas depois em EI ou RO, onde as memórias foram 

reativadas. Foram realizados dois tempos de administração de rapamicina intra-

amigdalar ou intra-hipocampal, 15 minutos antes e imediatamente após o teste. 

Os animais foram submetidos a um segundo teste 24 horas depois para medir a 

retenção da memória. Um experimentador cego para os tratamentos avaliou a 

latência dos testes. 
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9.8.2.1. EXPERIMENTOS CONTROLE SEM REATIVAÇÃO 

DE ESQUIVA INIBITÓRIA E RECONHECIMENTO DE 

OBJETOS 

 

 

 

 

Fig. 13. Desenho experimental usado para investigar se o efeito de rapamicina na 

reconsolidação na tarefa de esquiva inibitória e reconhecimento de objetos é 

dependente de reativação da memória, representando o tempo da infusão de 

rapamicina ou veículo na região CA1 do hipocampo dorsal e na amígdala basolateral e 

os momentos de treino e teste. 

 

 Para investigar se as infusões de rapamicina prejudicaram de fato a 

reconsolidação da memória de esquiva inibitória e reconhecimento de objetos, 

os animais foram treinados e diferentemente do protocolo padrão de 

reconsolidação, não foram submetidos à reativação da memória. No dia seguinte 

ao treino foram realizadas micro-infusões de rapamicina na amígdala ou 

hipocampo em uma sala diferente da sala usada no treino. Os animais foram 

testados 24 horas depois para averiguar se o efeito da rapamicina é dependente 

da reativação da memória. Um experimentador cego para os tratamentos avaliou 

a latência dos testes. 
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9.8.2.2. EXPERIMENTOS CONTROLE "REMINDER" DE 

ESQUIVA INIBITÓRIA 

 

 

 

Fig. 14. Desenho experimental usado para investigar se o efeito de rapamicina na 

reconsolidação da memória  na tarefa de esquiva inibitória pode ser revertido pelo 

choque reminder, representando o tempo da infusão de rapamicina ou veículo na região 

CA1 do hipocampo dorsal e na amígdala basolateral e os momentos de treino e teste. 

 

Para investigar se as infusões de rapamicina prejudicaram de fato a 

reconsolidação da memória de esquiva inibitória os animais foram treinados e 

testados em EI. Imediatamente após o teste os animais receberam micro-

infusões de rapamicina intra-amigdalar ou intra-hipocampal. Os animais foram 

testados 24 horas depois para reativação da memória. Seis dias depois, os 

animais passaram por uma sessão de reminder, onde a intensidade do choque 

utilizado foi incapaz de provocar um novo aprendizado. Neste caso, o choque 

serviu apenas como uma lembrança do primeiro treino. No dia seguinte os 

animais foram testados novamente. Um experimentador cego para os 

tratamentos avaliou a latência dos testes.  

 

9.9. ANÁLISE HISTOLÓGICA 

 

        Dois dias após os testes, os animais foram infundidos com 0,5 µl ou 1 µl de 

azul de metileno 4% por amígdala e hipocampo, respectivamente. Quinze 

minutos após a infusão, foi realizada eutanásia por decapitação. Os encéfalos 

foram removidos e armazenados em formalina por quatro a sete dias. Com o 

auxílio de uma lupa, foi verificado se a cânula estava posicionada corretamente, 

caso a cânula estivesse mal posicionada, os resultados foram desconsiderados. 
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Fig. 15. Esquema da difusão do fármaco na amígdala basolateral e na região CA1 do 

hipocampo dorsal. Adaptado de Paxino e Watson (1997). 

 

9.10. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

              Os resultados foram expressos como média ± erro. Diferenças entre os 

grupos experimentais foram analisadas através do teste não paramétrico de 

Mann-Whitney. Diferenças entre treino e teste no mesmo grupo foram 

analisadas através do teste não paramétrico de Wilcoxon (, Maurmann et al. 

2010; Reolon et al. 2011; Pardo Andreu et al. 2011). As analises estatísticas 

foram feitas no programa PASW 18. Em todas as comparações, valores de P 

menores que 0,05 indicaram diferenças significativas. 
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Parte II 

 

10. 1°ARTIGO DA TESE: Inhibition of mTOR by rapamycin in 

the amygdala or hippocampus impairs formation and reconsolidation of 

inhibitory avoidance memory. (2011, doi:10.1016/j.nlm.2011.10.002). 

Publicado na Neurobiology of Learning and Memory. 
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11. 2°ARTIGO DA TESE: Impairment of object recognition memory by 

rapamycin inhibition of mTOR in the amygdala or hippocampus around the time 

of learning or reactivation. Aceito para publicação na Behavioural Brain 

Research. 
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Title: Impairment of object recognition memory by rapamycin inhibition of mTOR 

in the amygdala or hippocampus around the time of learning or reactivation 

Authors: Paulo F Jobim; Thiago R Pedroso; Aline Werenicz; Raissa R Christoff; 

Natasha Maurmann; Gustavo K Reolon; Nadja Schröder; R. Roesler 
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Dear Dr. Roesler, 

 

I am pleased to confirm that your paper "Impairment of object recognition 
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Thank you for submitting your work to this journal. 
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Parte III 

 

12. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Nós demonstramos que a via de sinalização de mTOR na amígdala 

basolateral e no hipocampo dorsal é necessária para consolidação da memória 

de esquiva inibitória e de reconhecimento de objetos. Nós também mostramos 

que ao apresentar a caixa de esquiva inibitória junto com a descida à grade ou, 

no caso da tarefa de reconhecimento de objetos, um novo objeto, ao animal o 

traço da memória anteriormente consolidado, se torna novamente suscetível e 

pode ser prejudicado pela inibição de mTOR por rapamicina. O presente 

trabalho sugere que a tradução de proteínas, dependente de mTOR, está 

associada ao processo de formação e manutenção da memória. A respeito 

disso, outros estudos demonstraram que a via de mTOR no hipocampo e 

amígdala, além de outras regiões cerebrais, como o córtex auditório, é 

importante para outros tipos de memórias como memória auditiva, espacial e 

aversiva (Tischmeyer et al. 2003; Dash et al. 2006; Parsons et al. 2006a).  

 Nossos resultados com infusão intra-amigdalar indicam que (1) o 

bloqueio de mTOR amigdalar por rapamicina 15 minutos antes ou 

imediatamente depois do treino prejudica a consolidação da memória de longa 

duração de esquiva inibitória sem prejudicar a memória de curta duração. O 

mesmo acontece com a retenção da memória de reconhecimento de objetos. 

Estes resultados indicam a necessidade de mTOR na amígdala na fase inicial da 

consolidação destes dois tipos de memória. O desempenho dos animais não foi 

comprometido por qualquer efeito inespecífico da rapamicina uma vez que 

animais infundidos com veículo apresentaram semelhante performance. (2) O 

bloqueio de mTOR amigdalar por rapamicina 15 minutos antes e  imediatamente 

após a reativação da memória de esquiva inibitória e da memória de 

reconhecimento de objetos prejudica a reconsolidação. O mesmo não acontece 

6 horas depois da reativação, indicando que a participação de mTOR para a 

reconsolidação da memória acontece em uma janela temporal que inicia logo 

após a reativação da memória e termina em algum momento antes de 6 horas 
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depois da reativação em ambas as tarefas. Ainda é possível observar que (3) o 

efeito amnésico causado por rapamicina só acontece na presença de uma 

sessão de reativação do traço mnemônico. Uma vez que a rapamicina por si só 

não acarreta nenhum prejuízo na memória do animal, fica excluída a 

possibilidade de um efeito tardio na consolidação. (4) Uma vez que o déficit de 

memória causado por rapamicina não foi revertido pelo choque reminder, 

podemos considerar que o prejuízo da retenção da memória causado pela 

infusão de rapamicina não pode ser atribuído a facilitação da extinção, mas sim 

um déficit na reconsolidação da memória e pode ser devido a um bloqueio da 

tradução na amígdala basolateral.  

Nossos resultados com infusão intra hipocampal indicam que (1) o 

bloqueio de mTOR por rapamicina 15 minutos antes e imediatamente depois do 

treino, prejudica a consolidação da memória de longa duração de esquiva 

inibitória sem prejudicar a memória de curta duração. Na tarefa reconhecimento 

de objetos, a infusão de rapamicina imediatamente, mas não quinze minutos 

antes do treino bloqueia a consolidação da memória. Estes resultados indicam a 

necessidade de mTOR no hipocampo na fase inicial da consolidação e que este 

envolvimento pode possuir diferenças temporais de acordo com o tipos de 

memórias (aversiva e de reconhecimento). O desempenho dos animais não foi 

comprometido por qualquer efeito inespecífico da rapamicina uma vez que 

animais infundidos com veiculo apresentaram a mesma performance. (2) O 

bloqueio de mTOR hipocampal por rapamicina 15 minutos antes, mas não 

imediatamente após a reativação da memória de esquiva inibitória prejudica a 

reconsolidação. O contrário acontece com na tarefa de reconhecimento de 

objetos, ou seja, a infusão de rapamicina quinze minutos antes, mas não 

imediatamente depois da reativação, bloqueia a reconsolidação da memória. Em 

ambas as tarefas, quando a infusão de rapamicina acontece 6 horas depois da 

reativação, a retenção da memória não é prejudicada. Estes resultados indicam 

que a participação de mTOR hipocampal para a reconsolidação da memória 

pode ser tempo e tarefa-dependente e que esta acontece em uma janela 

temporal que inicia logo após a reativação do traço mnemônico e termina em 

algum momento antes de 6 horas depois da reativação. Ainda é possível 

observar que (3) o efeito amnésico causado por rapamicina só acontece na 

presença de uma sessão de reativação do traço mnemônico. Como a rapamicina 
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por si só não acarreta nenhum prejuízo na memória do animal, fica excluída a 

possibilidade de um efeito tardio na consolidação. (4) O prejuízo da retenção da 

memória causado pela infusão de rapamicina não pode ser atribuído à facilitação 

da extinção, mas sim a um déficit na reconsolidação da memória e pode ser 

devido a um bloqueio da tradução no hipocampo dorsal.  

Evidências experimentais sugerem que memórias consolidadas não são 

imutáveis, pois, após serem evocadas, tornam-se novamente lábeis e, para 

persistirem, necessitam da ocorrência de outro processo também dependente de 

síntese protéica, chamado de reconsolidação (Alberini, 2005). Estudos sugerem 

que o principal papel da reconsolidação é re-estabilizar o traço que fora alterado 

em consequência de sua reativação (Nader et al., 2000a; Milekic e Alberini, 

2002; Tronson e Taylor, 2007). De fato, estudos mostram que a memória de 

esquiva inibitória e de reconhecimento de objetos, quando reativada, torna-se 

susceptível a inibidores de síntese protéica (Milekic et al. 2007; Myskiw et al. 

2008). Rossato e colaboradores (2007) mostraram que a inibição de síntese 

protéica no hipocampo, prejudica a persistência da memória de reconhecimento 

de objetos quando a infusão do inibidor ocorre após a reativação do traço 

original da memória (Rossato et al. 2007). O hipocampo parece estar envolvido 

no processamento de informações relacionadas à detecção da novidades no 

ambiente (Moncada e Viola, 2006). 

De maneira geral podemos sugerir, baseados em nossos resultados de 

esquiva inibitória que a janela temporal pós-aquisição em que a inibição de 

mTOR por rapamicina prejudica a síntese protéica no hipocampo pode ser curta 

em relação a amígdala, perdurando até somente alguns minutos depois da 

aquisição. Este déficit causado pela rapamicina pode ser devido a um bloqueio 

da tradução de novas proteínas na amígdala basolateral e no hipocampo dorsal. 

Ainda pertinente ao efeito da rapamicina sobre a reconsolidação da memória, 

parece haver uma dissociação entre o tempo de ativação de mTOR hipocampal, 

mas não amigdalar. Este fato também pode ser creditado ao distinto papel 

destas estruturas na memória de esquiva inibitória. A amígdala estaria mais 

associada ao componente aversivo da tarefa, enquanto o hipocampo, ao 

componente contextual (Roesler et al. 2003b). Esta dissociação sugere que a 

amígdala seja de fato, um sítio de modulação de memórias com componentes 

emocionais, e que a via de sinalização de mTOR seja requerida em ambas as 
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estruturas para a consolidação e reconsolidação da memória. Neste caso, a 

consolidação e a reconsolidação necessitam de síntese protéica tanto na 

amígdala quanto no hipocampo dependente de mTOR. Contudo, a rapamicina é 

considerada um inibidor de síntese protéica local. Como a amígdala basolateral 

parece ser mais sensível à inibição de mTOR do que o hipocampo dorsal, é 

tentador especular que a amígdala depende de síntese protéica local tanto para 

consolidação, quando para reconsolidação da memória de longa duração. 

Fortalecendo essa suposição, um sugere que a reconsolidação na amígdala 

pode ser mantida por síntese protéica local (Parsons et al. 2006b). 

Nossos resultados sugerem que a via de sinalização de mTOR na 

amígdala participa na formação e reconsolidação da memória aversiva de 

esquiva inibitória e na memória de reconhecimento de objetos. Essa participação 

é, de certa forma, esperada, uma vez que a amígdala é parte integrante do 

circuito neural associado a formação da memória (McIntyre et al. 2011) Contudo, 

neste estudo foi mostrado pela primeira vez que mTOR amigdalar é necessária 

para a consolidação da memória de esquiva inibitória e reconhecimento de 

objetos. 
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