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RESUMO

Introducéo: Centenas de trabalhos foram publicados demonstrando que memodrias consolidadas,
guando evocadas, podem ser reativadas/desestabilizadas, precisando de sintese de novas proteinas para
gue sejam reconsolidadas e persistam. Interferir nesse processo e prejudicar memorias patoldgicas
permanentemente € uma estratégia com apelo terapéutico. Ha anos no Laboratério de Psicobiologia e
Neurocomputacdo (UFRGS) estuda-se o processo de reconsolidacdo com um protocolo efetivo em
desestabilizar uma memodria de Condicionamento Aversivo ao Contexto (CAC). Porém, a recente
mudanca da cepa de ratos fornecida ao laboratério exigiu mudangas no protocolo padrdo utilizado
anteriormente, pois esse ndo era mais capaz de desestabilizar a memoria. Objetivo geral: repadronizar
a tarefa de CAC, buscando um protocolo efetivo em desestabilizar a memdria, e, se possivel,
investigar a origem das diferencas observadas. Material e métodos: foram utilizados ratos Wistar
machos (3 meses, 290-400g) da nova cepa em uma tarefa de CAC (2x2 choques 0,7 ou 0,5mA,
reativacdo de 3 ou 5min) com injecdo i.p. de CHX (2,2, 2,2x2 ou 4,4 mg/mL/kg) ou seu veiculo
(DMSO 1%) imediatamente apds o treino (para avaliar as doses sobre a consolidacdo) ou apos a
reativacdo (dose efetiva em prejudicar a consolidacdo sobre a reconsolidacdo). O n de cada grupo
variou de 6-10. Resultados: A CHX 2,2 mg/mL/kg ndo teve efeito sobre a consolidagdo (p=0,760).
Em outro experimento foi testado diferentes doses de CHX (2,2, 2,2x2 ou 4,4 mg/mL/kg) apés o
treino, e somente o grupo CHX 4,4 mg/mL/kg diferiu do controle (p<0,05). A dose de CHX efetiva
em inibir a consolidagdo (4,4 mg/mL/kg) foi utilizada nos demais experimentos apos a reativagdo. A
administracdo de CHX pos-reativacdo no protocolo padréo (choque 0,7mA, reativacdo 3min) ndo teve
efeito sobre a memoria (p=0,935). A CHX pos-reativacdo ndo teve efeito sobre a memdria no
protocolo com choque 0,7mA e reativagdo de 5min (p=0,487). Foi realizada uma sessdo de treino mais
fraca (choque 0,5mA), mas a CHX n&o teve efeito no protocolo com 3min de reativagdo (p=0,141)
nem no protocolo com 5min (p=0,885). Conclusdes: Mesmo alterando as principais variaveis que
influenciam a desestabilizacdo da memoria no protocolo de CAC nédo foi possivel encontrar um
protocolo adequado que desestabilize a memdria de medo nos animais da nova cepa, de forma que
essa seja prejudicada através da inibicdo de sua reconsolidacdo pela CHX. Talvez essa linhagem de
ratos seja muito sensivel ao chogue e forme memdrias ainda mais robustas, ou que tenha niveis basais
de estresse mais elevados. Investigar a origem dessa inesperada diferenca, porém, vai além do escopo
deste trabalho. Uma das implicacGes deste estudo é que o laboratério esta solicitando nova cepa de

animais para contornar o problema e prosseguir seus estudos.

Palavras chave: Memoria; Reconsolidagdo; Condicionamento Aversivo ao Contexto.
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1. INTRODUCAO

A capacidade de aprender e formar memorias € um fendtipo adaptativo pertencente a
inimeras espécies do reino animal, incluindo organismos com sistema nervoso bastante
simples, como a lesma do mar Aplysia californica e a mosca das frutas Drosophila
melanogaster (KANDEL, 2012), até organismos com sistema nervoso altamente
especializado e complexo, como os mamiferos. Uma das hipGteses mais citadas para a
evolucdo do aprendizado e memoria € que essas habilidades cognitivas permitem aos
organismos adaptarem-se as mudancgas ambientais (MEYER, 2013). Inclusive, 0s mecanismos
moleculares de formacdo das memdrias de longa duragdo (ver definicdo adiante) sdo
conservados em diferentes espécies - como a ativacao da cinase PKA, fosforilacdo de CREB e
sintese de novas proteinas (MCGUIRE; DESHAZER; DAVIS, 2005; HAWKINS; KANDEL,
BAILEY, 2006; ALBERINI, 2009; KANDEL, 2012).

Conceitualmente, memoria € o processo pelo qual experiéncias ou informacdes do
ambiente podem ser “armazenadas” no encéfalo através do aprendizado, de modo a ser
possivel acessa-las, posteriormente, pela recuperacdo/evocacdo dessas informacdes
(QUILLFELDT, 1994). Acredita-se que a memdria € resultado da modificacdo da efetividade
sinaptica em certas células nervosas, que pode ser acompanhada ou ndo de mudanca
morfologica.

Informacdes relevantes a um individuo sdo armazenadas, enquanto outras situagdes
triviais, normalmente, passam sem deixar marcas. A aquisi¢cdo de memdrias € uma capacidade
que depende de fatores genéticos, da motivacdo e atencdo do individuo e da relevancia da
experiéncia, dentre outros. Esse armazenamento é fundamental para que 0s animais
modifiqguem comportamentos, o que acaba aumentando a taxa de sobrevivéncia em algumas
situacOes, tais como saber identificar ambientes potencialmente perigosos e locais onde
encontrar alimento, ambos aprendidos com experiéncias passadas.

Em humanos, principalmente, o repertdrio de memorias torna um individuo unico,
fazendo parte da constituicdo da sua personalidade e modulando seus comportamentos. O

arcabouco de memorias é o fio que costura a histéria de vida de uma pessoa, fazendo-a



lembrar de experiéncias passadas (individuais e coletivas) e possibilitando-a a fazer melhores

planejamentos e tomar decisdes mais acertadas.

1.1. TIPOS DE MEMORIA

As memorias podem ser classificadas com base em diferentes critérios
(QUILLFELDT, 2010). O critério tempo de duracdo permite-nos pensar o quao duravel sera a
alteracdo de um comportamento. Memorias de trabalho duram de apenas alguns segundos a
poucos minutos (no maximo 3) (IZQUIERDO, 2010), sendo as informagfes mantidas na
mente apenas para realizar alguma tarefa que necessite delas - como lembrar a ordem das
palavras que antecedem o que o leitor esta lendo neste momento, a fim de compreender o
sentido da frase. Se ndo houver uma motivacdo maior para reter a ordem das palavras e a
construcdo da frase (ao contrario de um poema que tenha um valor emocional, por exemplo),
normalmente, essas informacdes desaparecem em seguida.

Algumas memdrias duram de minutos a algumas horas (em torno de 6h), estas sdo
referidas como memorias de curta duracdo. Mas caso a experiéncia tenha um valor
importante para 0 organismo, como associar uma tomada de luz a um choque, as memorias
podem durar de vérias horas a varias semanas - as denominadas memorias de longa duracao -
, OU mesmo de semanas até vérias décadas (ou até mesmo a vida toda), as chamadas memorias
remotas.

Outro critério bastante utilizado para classificar as memorias € o conteldo dessas
(mesmo que esta seja um pouco limitada e algumas tarefas em estudo com animais néo caiba
simploriamente em uma bem delimitada classificacdo) (QUILLFELDT, 2010). Memorias
declarativas (humanos) ou explicitas (outros animais) sdo aquelas que registram fatos ou
eventos e podem facilmente ser relatadas verbalmente, no caso de humanos. Quando a
lembranga é de um fato, como o dia em que uma mulher deu a luz a seu filho, esta é
denominada de memoria episddica. Ja memorias relacionadas a conhecimentos gerais, como
saber que comer gordura em demasia faz mal a saude, sdo denominadas memadrias semanticas
(IZQUIERDO, 2010). Nesse tipo de memdria, estruturas do lobo temporal medial - como o

hipocampo, giro para-hipocampal e amigdala - sdo ativadas (SQUIRE, 1992).
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Memorias ndo-declarativas (humanos) ou implicitas (outros animais) sdo aquelas néo
acessadas de forma consciente e séo divididas em uma série de subtipos. O mais comum é a
memoria de procedimento, que armazena informacdes relativas a habilidades motoras, como
praticar esportes ou tocar um instrumento musical, e habitos, como sair com os amigos todas
as sextas-feiras. Esse tipo de memdrias recruta outras estruturas encefalicas, como o cerebelo
e o estriado (KANDEL, 2012).

1.2. FASES DA MEMORIA

A memoria € um processo complexo e comumente € dividida em fases, assim é
possivel estuda-las independentemente e compreendé-las melhor. A memdria ao ser
armazenada passa pela fase de formacéo e pode, posteriormente, passar pela evocacéo.

A formacdo passa pelo processo de aquisicdo (também chamada de aprendizado), o
momento em que 0 organismo estd percebendo a experiéncia atraves de seus sistemas
sensoriais, e pelo processo de evocacao ou recuperagdo, quando o organismo pode fazer uso

das informac0es registradas.

1.3. FORMACAO DAS MEMORIAS DE LONGA DURACAO: TEORIA DA
CONSOLIDACAO

Memodrias de longa duragdo ndo sdo formadas instantaneamente, necessitam da fase
chamada consolidacdo para persistirem (DUNCAN, 1949; LECHNER; SQUIRE; BYRNE,
1999). O processo de consolidacdo ou estabilizacdo da memoria consiste em processos
celulares e/ou moleculares que ocorrem algum tempo apds sua aquisicdo em estruturas
encefélicas recrutadas. Entre eles estdo ativacdo de receptores glutamatérgicos do tipo
NMDA, influxo de Ca*?, ativacdo de uma série de cinases, de fatores de transcricdo e sintese
de mRNA e de novas proteinas (MCGAUGH, 2000).

Durante essa fase de estabilizacdo, a memoria fica suscetivel a interferéncias
comportamentais (outros aprendizados temporalmente proximos), fisicas (traumas ou lesdes)
(MCGAUGH, 1966; SCHNEIDER; SHERMAN, 1968; MCGAUGH, 2000) e farmacol6gicas
(inibicdo de sintese protéica, agonistas ou antagonistas) (FLEXNER; STELLAR, 1963;
AGRANOFF; KLINGER, 1964; BARONDES; COHEN, 1965; LECHNER; SQUIRE;
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BYRNE, 1999; 1IZQUIERDO et al, 1998; DE OLIVEIRA ALVARES et al., 2005), que
podem alterar sua forca ou inibir sua persisténcia.

Em determinadas condi¢cBes, uma memoria originalmente de trabalho pode ser
“transformada” em uma memoria de curta ou mesmo de longa duragdo. E o caso de um
namero de telefone de alguém em que o leitor esta interessado, ou mesmo o telefone de uma
tele-pizza que esta constantemente ocupada. De tanto olhar e discar o telefone, a informacéo
que no inicio tinha o intuito de ser registrada apenas para discar 0 nimero, foi tantas vezes
repetida que foi “gravada” por mais minutos ou mesmo algumas horas (memoria de curta
duragdo) ou até dias ou anos (memoria de longa duracdo), como no caso do telefone
pertencer a um ente querido ou os pedidos de pizza serem muito frequentes.

A memoria de trabalho é necessaria para a formacdo de uma memdria de longa
duracao, pois faz a comparacao entre as informacdes externas e as memarias armazenadas no
encéfalo. Uma meméria de curta duragdo pode ser transformada em de longa, o que nos faria
pensar que a memoria de curta ¢ apenas um “estagio” para a de longa. Porém, ha fortes
evidéncias de que 0s mecanismos para ambas sdo paralelos e independentes. lzquierdo e
colaboradores (1998, 1999) demonstraram na tarefa de esquiva inibitéria que é possivel
prejudicar a formacdo da memdria de longa duracdo (que dura mais de 6h) sem afetar a
memodria de curta (até 6h).

Entdo, embora as memorias de curta e de longa duracdo ndo sejam, necessariamente,
diferentes no conteddo nem nas estruturas ativadas (IZQUIERDO, 2010) - hipocampo, cértex
entorrinal e giro parahipocampal -, parece que alguns mecanismos neurais sdo diferentes
(VIANNA et al, 2000). Uma diferenca bastante importante é que memorias de longa duracdo
necessitam de sintese de novas proteinas para persistirem (FLEXNER; STELLAR, 1963;
AGRANOFF; KLINGER, 1964; BARONDES; COHEN, 1965), enquanto memdrias de curta

~

nao.

1.4. RECONSOLIDACAO: MODIFICANDO MEMORIAS CONSOLIDADAS

Até final da década de 60, influenciada pela teoria de consolidacdo estava implicita a
idéia de que as memorias sdo formadas e permanecem fixas/imutaveis enquanto durarem
(consolidar, tornar sélido). Porém, nas décadas de 60 e 70, alguns estudos foram publicados

demonstrando que tratamentos farmacoldgicos amnésticos durante o processo de consolidacdo
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também foram amnésticos quando administrados apés a reativacdo (MISANIN; MILLER,;
LEWIS, 1968; DEVIETTI; KIRKPATRICK, 1976; MACTUTUS; RICCIO; FEREK, 1979).
Entdo, uma memoria previamente consolidada e no estado inativo (que ndo pode sofrer
interferéncias), quando reativada pode ficar novamente em estado ativo (suscetivel a
interferéncias) (Figura 1), necessitando ser reconsolidada/reestabilizada para persistir
(NADER e HARDT, 2009).

Reativacdo

Estado Estado
inativo ativo

Reconsolidagdo

Figura 1: Reconsolidacdo da memodria. Uma memoria é reativada (desestabilizada) de
maneira que passa de um estado quiescente, inativo, a um estado ativo, passivel de
modificagdes. Posteriormente retorna a um estado de inatividade através da
reconsolidagao.

Fonte: (modificado de NADER e HARDT, 2009)

Porém, apesar das evidéncias de que memdrias ja consolidadas poderiam sofrer
alteracOes, esse debate permaneceu sem a atencdo merecida até 2000, ano em que Karin
Nader publicou um trabalho demonstrando que um inibidor de sintese protéica infundido na
amigdala, apdés a reativacdo, foi capaz de prejudicar uma memoria de medo (NADER;
SCHAFE; LE DOUX, 2000). A partir deste trabalho, houve um aumento no nimero de
publicacbes com as palavras chave “memory” e “reconsolidation” no site PubMed [380 até
2011 (BESNARD, A.; CABOCHE, J.; LAROCHE S., 2012) e 567 até 2 de novembro de
2013 (site PubMed)].

Hoje existe uma serie de trabalhos publicados demonstrando que a reconsolidacdo da
memoria ocorre em diferentes protocolos de diferentes tarefas comportamentais (de natureza
aversiva ou recompensatoria), e em diferentes espécies (incluindo humanos) (MILEKIC et al.,
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2006; BUSTOS; MALDONADO; MOLINA, 2009). Portanto, essas evidéncias “apoiam
fortemente a nogdo de que a reconsolidacdo representa um processo mnemonico conservado
evolutivamente e contribui (para se pensar) a universalidade desse fendmeno” (BUSTOS;
MALDONADO; MOLINA, 2009, traducéo livre da autora).

A funcdo bioldgica da reconsolidacdo ainda é discutida, mas um trabalho publicado
pelo nosso grupo de pesquisa este ano (DE OLIVEIRA ALVARES et al., 2013) demonstrou
que a reconsolidacdo pode atualizar uma memoria (incorporando novas informacbes a
memoria original), manté-la precisa (com detalhes mantidos) ou fortalecé-la, o que corrobora
com outros trabalhos.

Enfraquecer ou acabar com memdrias patolégicas, como as traumaticas ou
relacionadas a drogas, apesar das questBes éticas, tem um forte apelo terapéutico (DUDAI,
2006; MILEKIC et al., 2006; BUSTOS; MALDONADO; MOLINA, 2009). Comumente a
tentativa de diminuir uma resposta condicionada em psicoterapias, assim como em pesquisas
com animais, é feita atraves de sessbes de extingio (MYERS e DAVUS, 2002). O
procedimento de extin¢do € realizado com a evocacdo da memdria na auséncia do estimulo
gue gerou a resposta condicionada (estimulo incondicionado, EI) e na presenca de estimulos
associados ao El (estimulo condicionado, EC). Essa abordagem, ao contréario do que o nome
sugere, nao resulta no esquecimento da memdria aversiva, e sim na formacdao de uma nova
memdria (EC ndo estd mais associado com o EI) com valéncia oposta & memdria original (EC
associado com o El). E, em decorréncia disso, percebe-se que com o tempo a memdria
original retorna a ser dominante (recuperacao espontanea) (PHELPS et al., 2004; NADER e
HARDT, 2009), o que é uma limitacdo desse procedimento.

Enquanto sessdes de extin¢do nédo sdo tdo efetivas em acabar com a associagéo entre o
EC e o El a longo prazo, a reconsolidacdo da memdria altera a propria memoria original e
essa mudanca é permanente (NADER e HARDT, 2009). Por isso, o processo de
reconsolidacdo da memoria é uma oportunidade de enfraquecer efetiva e permanentemente
memorias patologicas, como as de medo e as relacionadas a drogas.

A reconsolidacdo da memoria € a reestabilizacdo a nivel celular e molecular da
memoria. Essa reestabilizacdo tem em comum alguns mecanismos com a consolidagdo, como
a sintese de novas proteinas (NADER et al., 2000; SUZUKI et al., 2004; ALBERINI, 2009).

Porém, a reconsolidacdo somente ocorre quando uma memoria é reativada (ou, também,
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desestabilizada). Para isso, € necessario que haja evocacdo da memoria em questdo, mas nem

sempre quando uma memoria é evocada ela é reativada/desestabilizada (LEE, 2009).

1.5. VARIAVEIS QUE INTERFEREM NA REATIVACAO/DESESTABILIZACAO DA
MEMORIA

Uma série de variaveis pode influenciar a desestabilizacdo da memoria (essas sdo
denominadas boundary conditions, na literatura em inglés) (NADER; EINARSSON, 2010).
Memorias mais fortes (como a de um estresse pos-traumatico) e mais antigas (remotas) sao
mais dificeis de sofrerem reconsolidacdo do que as mais fracas e mais recentes. O tempo de
evocacao € um fator extremamente critico para a reativacdo: geralmente reexposi¢des muito
longas desencadeiam extin¢do, enquanto que reexposi¢cBes mais rapidas podem reativar a
memdria (BUSTOS; MALDONADO; MOLINA, 2009; NADER; EINARSSON, 2010). Mas
memorias mais fortes ou mais antigas precisam ser evocadas por mais tempo para gerar
desestabilizacdo (MILEKIC; ALBERINI, 2002; SUZUKI et al., 2004).

Nader e Einarsson em uma revisdo de 2010 (NADER; EINARSSON, 2010), citam o
trabalho de Wang e colaboradores que demonstraram a inibi¢do pré-reativacdo da subunidade
NR2B do receptor de NMDA na amigdala tornou a memoria insensivel a infusdo de
anisomicina (inibidor de sintese proteica), sem afetar a evocacdo da memdria. O autor discute
que, se a ativacao dessa subunidade é necessaria para a memoria ser desestabilizada e sensivel
a inibicdo da reconsolidacdo, as boundary conditions podem produzir uma diminui¢do dos
niveis da subunidade NR2B em sinapses relacionadas a memoria, 0 que tornaria a memoria
resistente a desestabilizacdo (NADER; EINARSSON, 2010).

As condi¢des para que ocorra a desestabilizacdo da memdria dependem, além das
varidveis ja mencionadas, do tipo de memodria, da tarefa utilizada, das condi¢bes do
laboratdério onde os experimentos sdo realizados e da linhagem genética do modelo animal
escolhido. Mas de qualquer forma, as condi¢Ges experimentais para que uma memoria sofra

ou ndo desestabilizacdo, ndo sdo claramente definidas.

1.6. DESCRICAO DO PROBLEMA QUE JUSTIFICA OS EXPERIMENTOS

No Laboratorio de Psicobiologia e Neurocomputacdo (Departamento de Biofisica,

Instituto de Biociéncias, UFRGS), ha anos séo realizados experimentos com reconsolidacao
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da memoria empregando a tarefa de Condicionamento Aversivo ao Contexto (CAC), usando
um protocolo eficaz para reativar a memdria em ratos Wistar machos. Esses ratos eram
fornecidos pelo Centro de Reproducdo de Animais de Laboratério (CREAL) da UFRGS,
localizado no Campus Centro da Universidade. Porém, este ano (2013) foi inaugurada uma
nova sede do CREAL no Campus do Vale e, desde margo, os ratos que chegam ao laboratério
sdo oriundos de uma nova cepa de ratos Wistar, provenientes da FIOCRUZ. Uma vez que
animais diferentes podem reagir diferentemente a novos ambientes e situacdes
comportamentais, ou, considerando-se que as instalagdes sdo novas e nem todas as variaveis
ambientais estdo devidamente ajustadas, € natural esperar que resultados diferentes surjam
quando tentamos realizar 0s mesmos experimentos de antes com esses Nnovos animais:
pequenas mudancas foram observadas nos anos anteriores, sempre que uma cepa era trocada
(o que é necessario fazer a cada poucos anos), e agora ndo haveria motivo para ser diferente.

Para avaliar se os ratos dessa nova cepa se comportavam de maneira semelhante aos
anteriores foi realizado um experimento inicial, em que se utilizou 0 mesmo protocolo padrao
de reconsolidacdo do CAC — choque de 0,7mA, reativacdo de 3 minutos — e cada animal
recebeu uma injecdo intraperitonial do inibidor de sintese protéica cicloheximida (2,2
mg/mL/kg) ou seu veiculo (DMSO 1%, 1mL/kg) logo ap6s sessdo de reexposicao/reativacdo
ao contexto (sem o choque). A cicloheximida é comumente usada (inclusive neste
laborat6rio), pois mostra-se efetiva em prejudicar a reestabilizacdo dessa memoéria quando
injetada logo apds a reativacdo, fazendo com que a memoria fique muito fraca. Porém, esse
resultado esperado de prejuizo na reconsolidacdo da memoria ndo foi observado com esse
protocolo, e os resultados sugerem que o protocolo ndo foi capaz de desestabilizar a memoria
desses animais, ja que o inibidor de sintese protéica ndo foi efetivo.

O objetivo deste trabalho de concluséo, entdo, é o de avaliar a modificacdo de algumas
variaveis do protocolo de reativacdo da tarefa de CAC, a fim de ajustar o protocolo para que a
memdria consiga ser efetivamente desestabilizada e, consequentemente, suscetivel a

interferéncias.
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1.7. REFERENCIAL TEORICO

Os experimentos sdo baseados na teoria da reconsolidacdo, em que uma memoria pode
sofrer alteracBes em sua forca, persisténcia e/ou contetdo. A evocagdo de uma memoria, em
certas condigdes, provoca sua reativacdo/desestabilizacdo. Se o0s mecanismos de
reconsolidagao/reestabilizacdo forem inibidos, essa memdria se torna, robustamente, mais

fraca.

1.8. OBJETIVOS

1.8.1. Obijetivo geral

Padronizar um protocolo de reativagdo da memoria no Condicionamento Aversivo ao
Contexto (CAC), a fim de conseguir reproduzir o resultado conhecido (descrito em nosso e
em outros laboratorios) de prejuizo da resposta condicionada de medo mediante a inibicéo
farmacoldgica da reconsolidacdo, com infusdo sistémica (i.p.) imediatamente apds a sessao
de reexposicao/reativacao ao contexto (sem choque). Para fins de comparacao, também sera
verificado se a consolidacdo da memoria (neste caso com injecdo logo apds a sessdo de
treino) também responde da forma como respondia ao tratamento farmacoldgico.

1.8.2. Obijetivos especificos

1. Efeito da infusdo de CHX i.p. imediatamente pos-treino na tarefa do CAC (choque
0,7mA) — A pergunta é: tem efeito sobre a consolidacdo dessa memoria aversiva?
(reproduzindo achados anteriores nossos e de outros autores (INDA; MURAVIEVA;
ALBERINI, 2011; BUSTOS; MALDONADO; MOLINA, 2009)*;

2. Se tiver efeito sobre a consolidagdo, passar diretamente ao item 3, caso contrério,
investigar as trés variaveis que podem afetar esse resultado: dose do farmaco, intensidade

do choque e duracédo da sesséo (de treino, no caso):
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2.1. Como ndo houve efeito pos-treino, testar diferentes doses de CHX i.p. (entre 1 e
5mg/mL/kg) para ver se alguma é efetiva, mantendo o choque e a duragdo do treino
originais;

2.2. Se ainda assim ndo houver efeito pds-treino, variar a intensidade do choque no
treino (entre 0,5 e 1,0mA), mantendo a dose e a duracao do treino originais;

2.3. Se ainda assim ndo houver efeito pos-treino, variar a duragdo da sessdo de treino
(entre 3 e 8min), usando a mesma dose e o0 choque original;

2.4. Se ainda assim ndo houver efeito poOs-treino, reavaliar a reprodutibilidade
experimental dos resultados e investigar a possibilidade de os animais da nova cepa
terem, por exemplo, um nivel de ansiedade basal maior, que afete seu desempenho:
isso pode ser avaliado na tarefa do Labirinto em Cruz Elevado comparando animais

treinados no CAC com nao-treinados;

3. Infundir a dose efetiva de CHX imediatamente apds uma sessdo de reexposi¢cdo ao
contexto do treino na tarefa do CAC, intercalada entre o treino e o teste, seguindo o
protocolo-padrdo que utilizamos ha anos — choque de 0,7mA no treino + reativacdo de
3min sem choque — para saber se a memdria sera ou nao reativada — A pergunta é: tem
efeito sobre a reconsolidacdo desta memoria? (reproduzindo achados anteriores nossos e
de outros autores™®);

3.1. Se ndo tiver efeito pos-reexposicao, variar a duracao da sessdo de reativacdo (entre
3 e bmin) usando a mesma dose e o choque original — testamos essa possibilidade
primeiro pois é sabido que para promover uma reativacao/reconsolidacdo, essa janela
temporal é muito critica (SUZUKI et al., 2005)

3.2. Se ainda assim ndo houver efeito pos-reexposicao, variar a intensidade do choque
no treino (entre 0,5 e 1,0mA), mantendo a dose e a duracdo da reexposicao originais;

3.3. Se ainda assim ndo houver efeito pds-reexposicdo, reavaliar a reprodutibilidade
experimental dos resultados examinando possivel alteracdo da ansiedade basal (na

tarefa do Labirinto em Cruz Elevado) e discutindo outros fatores envolvidos.

(*) Em nosso laboratdrio ainda ndo publicamos resultados especificamente com esse
inibidor da sintese proteica, apenas com DRB (inibidor de transcricdo) e outros farmacos

(como Midazolam) (DE OLIVEIRA ALVARES, 2008).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. ANIMAIS

Serdo utilizados ratos Wistar machos, 3 meses, pesando entre 290 e 400 gramas,
fornecidos pelo Centro de Reproducdo e Experimentagdo de Animais de Laboratério
(CREAL), 6rgéo auxiliar do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os animais foram mantidos em grupos de 4-6 por
caixa, receberam agua e racao ad libitum e foram submetidos a um ciclo de iluminacdo de 12h
claro / 12h escuro e temperatura padréo de biotério.

Esses experimentos e animais fazem parte do projeto HIPOTESE DA
RECONSOLIDAQAO NA TERAPIA DO REPROCESSAMENTO: EFEITO DE
DISTRATORES DURANTE A REATIVACAO DE MEMORIAS AVERSIVAS, n° 23326,
aprovado pelo CEUA — UFRGS.

2.2. FARMACOS UTILIZADOS:

Cicloheximida (CHX): é um inibidor de sinteses protéica em organismos eucariotos e

produzido pela bactéria Streptomyces griseus. A administracdo da CHX (Sigma) foi realizada
pela via intraperitoneal (i.p.) e a dose variou de 2,2 mg/mL/kg (1 ou duas administragdes) e
4,4 mg/mL/kg.

Dimetilsulfoxido (DMSQO) 1%: é um solvente aprético polar utilizado como veiculo

para diluir a cicloheximida. O veiculo (Merck) foi injetado i.p. no volume de 1mL/kg nos

animais do grupo controle.

2.3. PROCEDIMENTO COMPORTAMENTAL

Condicionamento Aversivo ao Contexto (CAC)

Essa tarefa € um condicionamento Pavloviano em que um estimulo neutro inicial
(estimulo condicionado, EC) ¢ associado a uma resposta incondicionada (RI), esta provocada

por um estimulo incondicionado (El). O condicionamento ocorre quando, nessa associacdo
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(EI-EC), o EC sozinho é capaz de evocar a RI, que nesse caso passa a se chamar resposta
condicionada (RC).

No CAC, o contexto (caixa de condicionamento) é o estimulo neutro inicial (EC) e €
associado ao comportamento de congelamento (RI), provocado pelo choque nas patas (El,
estimulo aversivo). Em uma sessdo seguinte ao condicionamento, o contexto é capaz de
evocar o comportamento de congelamento (RC).

O protocolo de CAC utilizado é composto por trés sessdes, em dias diferentes: sessao

de condicionamento (treino), sessao de reativacdo e sessao de teste.

Sessdo de treino: cada animal foi colocado em uma caixa de condicionamento, com

dicas espaciais e 0 chdo de grade metélica (Figura 2), a ser explorada durante 3 minutos. Aos
3min, o animal recebeu 2 choques nas patas (0,7 ou 0,5mA, com duracdo de 1s cada), e outros
2 choques aos 3,5 minutos. O animal foi retirado da caixa aos 4 minutos. No experimento para
avaliar o efeito da CHX na consolidagéo, cada animal recebeu uma injegéo i.p. de DMSO 1%
(veiculo, 1 mL/kg) ou CHX (2,2 mg/mL/kg em 1 ou 2 administracdes ou 4,4 mg/mL/kg) logo

apos o treino (Figura 3).

Figura 2: Caixa de condicionamento com dicas espaciais e chdo de grade metalica.

Sessdo de reativacdo: A sessdo ocorreu 48 horas ap0s o treino (Figura 4). Cada animal

foi colocado na caixa de condicionamento por 3 ou 5 minutos e a resposta de medo
(congelamento) foi avaliada. Nos experimentos que avaliaram a reconsolidagédo (Figura 3),
cada animal recebeu uma injecdo i.p. de DMSO 1% (veiculo, 1mL/kg) ou CHX
(2,2mg/mL/kg ou 4,4 mg/mL/Kkg) logo apos a sessdo de reativagao.
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Sessdo de teste: a sessdo de teste ocorreu 48 horas ap0s a reativacdo (experimentos

para avaliar a reconsolidacdo), seguindo o protocolo padrdo utilizado no nosso laboratorio.
Nos experimentos para avaliar a consolidacdo, o teste ocorreu 24h apds a sessao de treino,
intervalo capaz de avaliar a formacao de uma memoria de longa duragdo. Durante a sessdo de
teste, cada animal foi colocado na caixa de condicionamento por 4 minutos e a resposta de

medo (congelamento) foi avaliada.

24h
TR TT

DLIZD ou
CHX

Figura 3: Desenho experimental dos experimentos que avaliaram o efeito da CHX sobre
a consolidacgéo.

TR 45 REAT 4 TT

DWED ou
CHX

Figura 4: Desenho experimental dos experimentos que avaliaram o efeito da CHX sobre
a reconsolidagéo.

2.4. MEDIDA DE MEMORIA

A memoria pode ser medida indiretamente através de sua evocacdo, que € expressa
pela aquisicdo ou inibicdo de um determinado comportamento em um mesmo contexto. No
caso do CAC, a evocacdo da memoria de medo sera quantificada pelo comportamento de
congelamento (do inglés, freezing), em que o animal fica imovel, exceto pelo movimento da
respiracdo. A supressdo do comportamento exploratorio e a adogdo da postura caracteristica

de congelamento pode ser um comportamento adaptativo na presenca de um predador, pois
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este tera maiores chances de atacar se o animal estiver se movendo (FANSELOW, 1980). Nas
sessOes de reativacdo e de teste, o congelamento ser4 demonstrado na porcentagem de tempo
da sessdo em que o animal exibe essa resposta [tempo de congelamento (s) x 100 / tempo total

da sessao (s)].

2.5. ANALISE ESTATISTICA

A medida de memdria, o congelamento, para essa populacdo € uma resposta que
apresenta distribuicdo normal. Assim, para cada experimento foi realizado um teste de
normalidade para confirmar essa distribuicdo, e os dados foram analisados com testes
paramétricos. Nos experimentos com 2 grupos, foi utilizado teste t de Student; no
experimento em que ha 4 grupos, foi utilizado ANOVA de uma via, com post hoc Student-

Newman-Keuls com nivel de confianga de 95%.
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3. RESULTADOS

Nos gréficos o eixo y indica a porcentagem (%) de tempo das sessdes (teste e
reativacdo) em que 0s ratos evocam a memdaria de medo (congelamento), e o eixo x indica 0s

grupos experimentais. Os dados estdo expressos em media + barra de erro padrdo de cada

grupo.

3.1. A DOSE PADRAO DE CHX UTILIZADA ATE ENTAO E EFETIVA EM INIBIR
O PROCESSO DE CONSOLIDACAO/ESTABILIZACAO NOS RATOS DA
NOVA CEPA?

Para responder essa questdo, foi realizado um experimento em que os ratos foram
submetidos ao protocolo padrdo de condicionamento na tarefa de CAC utilizado no
laboratdrio (treino com choque 0,7mA, reativacdo de 3min), com injecao i.p. de CHX 2,2
mg/mL/kg imediatamente ap6s o treino. Na sessdo de teste, os grupos VEI e CHX néo

apresentaram niveis de congelamento diferentes, como mostra a figura 5.

24h

Omi50 oo
80 CHx 2,2

70
60
50
A0 OVEI

30 W CHX

% congelamento

20
10

Teste

Figura 5: Dose padrdo de CHX (2,2 mg/mL/kg) imediatamente ap6s sessao de treino. O
grupo CHX (n=6) apresentou niveis de congelamento semelhantes estatisticamente ao
grupo VEI (n=6) (p=0,760, teste t de Student para amostras independentes).
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32.QUE DOSE DE CHX E EFETIVA EM INIBIR O PROCESSO DE
CONSOLIDACAO/ESTABILIZACAO NOS RATOS DA NOVA CEPA?

Memodrias de longo prazo necessitam de sintese de novas proteinas para persistir,
assim como memorias reativadas/desestabilizadas. Experimentos demonstram que existem
pelo menos dois picos de sintese de proteinas apds a consolidacdo: um préximo a aquisicédo e
outro de 3-6h depois (IGAZ et al., 2002; ALBERINI, 2009). Além disso, o trabalho do grupo
da Alberini (MILEKIC et al., 2006) mostrou que uma administracdo sistémica de CHX 2,2
mg/mL/kg, apos a reativacdo de uma memdria de preferéncia de lugar com morfina, a
quantidade de proteinas no encéfalo homogeneizado diminuiu em 70%.

Com isso, realizamos um experimento em que 3 dosagens de cicloheximida foram
utilizadas logo apos o treino na tarefa de CAC (protocolo padrdo: choque 0,7mA, reativacao
de 3min): (a) 2,2 mg/mL/kg (a dose padrdo no nosso laboratério), (b) duas injecGes de 2,2
mg/mL/kg (uma imediatamente ap6s e outra 3h depois, coincidindo com os picos de sintese) e
(c) 4,4 mg/mL/kg (com o objetivo de aumentar o nivel de inibicdo de sintese protéica). O
grafico 2 demonstra que apenas o grupo CHX 4,4 mg/mL/kg apresentou niveis menores de

congelamento em relagédo ao grupo controle (Figura 6).

R IT
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% congelamento

NCHX 4.4

Figura 6: Diferentes doses de CHX imediatamente apds o treino. O teste ANOVA de
uma via demonstrou diferenca significativa entre os grupos (p=0,041). O grupo CHX 4,4
apresentou nivel de congelamento diferente do DMSO (post hoc SNK com p<0,05; grupo
DMSO com n=7 e demais grupos n=6).
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3.3.A NOVA DOSE (EFETIVA) E CAPAZ DE INIBIR O PROCESSO DE
RECONSOLIDACAO/REESTABILIZACAO NO PROTOCOLO PADRAQ?

Para responder essa questdo, foi realizado um experimento na tarefa de CAC
(protocolo padrdo: choque 0,7mA, reativacdo de 3min) em que 0s animais receberam uma
injecdo i.p. da dose de CHX efetiva em inibir a consolidacdo (4,4 mg/mL/kg) ou seu veiculo,
logo apos a sessdo de reexposicdo/reativacdo da memoria. Na sessdo de teste o grupo CHX

ndo diferiu estatisticamente do grupo VEI (Figura 7).
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Figura 7: Dose efetiva de CHX pds-treino imediatamente apds a sessdao de
reativagdo/reexposicdo. (@) Na sessdo de reativacdo 0s grupos ndo diferiram
significativamente (p= 0,36, teste t de Student para amostras independentes). (b) Na
sessdo de teste o grupo CHX ndo diferiu estatisticamente do grupo VEI (p= 0,936, teste t
de Student para amostras independentes; n=8 no grupo CHX, n=7 no grupo VEI em
ambas as sessdes).
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3.4. MODIFICANDO

ESSA MEMORIA?

A  VARIAVEL
REATIVACAO/REEXPOSICAO E POSSIVEL REATIVAR/DESESTABILIZAR

DURACAO

SESSAO

DE

O resultado anterior mostrou que a dose que teve efeito pos-treino (sobre o processo

de consolidacdo) nédo teve efeito pos-reativacdo (sobre a reconsolidacdo), o que sugere que 0

protocolo que utilizamos nédo foi capaz de reativar/desestabilizar a memaoria em questéo.

A varidvel duracdo da sessdo de reativacdo/reexposicdo € extremamente critica na

desestabilizacdo de uma memoria (SUZUKI et al., 2004). Memorias mais fortes ou mais

antigas sdo mais dificeis de serem desestabilizadas, e € comum que 0 aumento do tempo de

reativacdo facilite essa desestabilizacao.

Por isso, foi realizado um experimento na tarefa de CAC, mantendo a sessao de treino

igual (choque 0,7mA) e alterando apenas a duracdo da sessdo de reativagao/reexposicao para

5min (a injecdo i.p. de CHX 4,4 mg/mL/kg ou seu veiculo se manteve igual, apos sessdo de

reativacdo). Na sessdo de teste, os grupos VEI e CHX ndo diferiram estatisticamente (Figura

8).
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Figura 8: Sessdo de reativagdo/reexposicdo de 5min (a) Na sessdo de reativacdo os
grupos ndo diferiram significativamente (p= 0,92, teste t de Student para a mostras
independentes). (b) Na sesséo de teste o grupo CHX néo diferiu estatisticamente do grupo
VEI (p=0,487, teste t de Student para a mostras independentes; n=10 por grupo em ambas
sessdes).
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3.5. MODIFICANDO A VARIAVEL INTENSIDADE DE CHOQUE E POSSIVEL
REATIVAR/DESESTABILIZAR ESSA MEMORIA, MANTENDO A DURACAO
PADRAO DA REATIVACAO?

Condicionamentos com treinos mais fortes, que pode ser atribuido ao choque mais
intenso, formam memorias mais robustas. Além disso, memdrias mais fortes sdo mais dificeis
de serem reativadas/desestabilizadas. Por isso, formulamos a hipétese de que se a varidvel
intensidade do choque for menos intensa, uma memaria menos forte sera formada e serd mais
facilmente reativada/desestabilizada.

Para isso, realizamos um experimento em que apenas a variavel intensidade do choque
foi alterada para 0,5mA em relacdo ao protocolo padréo (reativacdo de 3min, foi utilizada a
dose efetiva de CHX 4,4 mg/mL/kg apés a reativacdo). Como a Figura 9 demonstra, 0s

grupos ndo diferiram estatisticamente entre si na sessao de teste.
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Figura 9: Treino com choque 0,5mA e reativagdo de 3min.(a) Na sessdo de reativacao os
grupos ndo diferiram significativamente (p= 0,68, teste t de Student para amostras
independentes). (b) Na sessdo de teste o grupo CHX néo diferiu estatisticamente do grupo
VEI (p= 0,141, teste t de Student para amostras independentes; n=9 no grupo CHX, n=10
no grupo VEI em ambas sessdes).
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3.6. MODIFICANDO A VARIAVEL INTENSIDADE DE CHOQUE E A VARIAVEL
DURACAO DA SESSAO DE REATIVACAO E POSSIVEL DESESTABILIZAR
ESSA MEMORIA?

No experimento anterior o treino foi menos intenso (chogue 0,5mA) mas mesmo
assim o protocolo com sessdo de reativacdo de 3min ndo foi eficaz em desestabilizar a
memoria. Por isso, realizamos um experimento com o choque mais fraco (0,5mA) e uma
sessdo de reativagdo mais prolongada (5min), pelos motivos que ja foram exibidos

anteriormente. Porém, os grupos ndo diferiram estatisticamente na sessdo de teste (Figura 10).
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Figura 10: Treino com choque 0,5mA e reativacdo de 5min. (a) Na sessdo de reativacao
0s grupos ndo diferiram significativamente (p= 0,09, teste t de Student para a mostras
independentes). (b) Na sessdo de teste os grupos ndo diferiram estatisticamente (p= 0,885,
teste t de Student para a mostras independentes; n=7 no grupo CHX, n=9 no grupo VEI
em ambas sessdes).

28



4. DISCUSSAO E ANALISE

A conducéo dos experimentos na tentativa de repadronizar a tarefa de CAC seguiu a

seguinte logica:

[EEN
[

Verificar se a dose efetiva do inibidor de sintese protéica (CHX, 2,2 mg/mL/kg)
para prejudicar processos de consolidagdo e reconsolidagdo nos ratos da antiga
cepa era efetiva também para prejudicar o processo de consolidacdo nos animais
da nova cepa de ratos.

Descobrir a dose adequada em prejudicar o processo de consolidagcdo nos animais
da nova cepa de ratos.

Verificar se a dose efetiva de CHX (4,4 mg/mL/kg) encontrada no experimento
anterior seria efetiva em prejudicar a memoria de medo dos animais da nova cepa
de ratos no dia do teste, usando o protocolo padrdo do laboratério (choque 0,7mA,
reativacdo de 3min).

Alterar a variavel tempo da sessdo de reativacdo/reexposicao do protocolo usado
para 5min e verificar se a dose efetiva de CHX prejudicaria a memoria de medo no
teste.

Alterar a varidvel forca do treino (intensidade do choque) para 0,5mA (sessao de
reativacdo padrdo, 3min) e verificar se, assim, a dose efetiva de CHX prejudicaria
a memoria de medo no dia do teste.

Alterar a varidvel tempo da sessdo de reativacdo/reexposicdo para 5min,
conjuntamente com a diminuicdo da intensidade do choque (0,5mA), e verificar se
a dose efetiva de CHX prejudicaria a memoria de medo no teste.

A formacdo de memorias de longa duracdo e a manutencdo de uma memdria ja

formada, que foi reativava, dependem de sintese de novas proteinas, além de uma série de

outras cascatas celulares envolvidas na plasticidade sinaptica (JOHANSEN et al., 2011). Por

isso, inibidores de sintese protéica administrados logo ap6s o treino ou a reativagcdo sdo

capazes de prejudicar esses processos (consolidacdo e reconsolidacdo) e impedir a formagao
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ou a manutencdo de uma memoria (NADER; SCHAFE; LE DOUX, 2000; SUZUKI, 2004;
MILEKIC et al., 2006).

Memoérias de longa duragdo nem sempre que sdo evocadas sdo
reativadas/desestabilizadas. Existe uma série de fatores no protocolo utilizado que
influenciam essa desestabilizacdo ou ndo da memoria. Portanto, para testar se a dose do
inibidor de sintese protéica CHX seria efetiva em prejudicar esses processos dependentes de
sintese protéica nos animais da nova cepa, e remover a Vvariavel protocolo capaz de
desestabilizar a memoria, testamos a dose injetando-a i.p. imediatamente apos o treino (sobre
a consolidagdo). Como a Figura 5 demonstra, os animais que receberam CHX 2,2 mg/mL/kg
ndo apresentaram nivel de congelamento diferente significativamente dos animais controle.
Esse resultado indica que a dose de CHX nédo € adequada para prejudicar o processo de
consolidacdo nos animais da nova cepa. Esse resultado sobre a consolidacdo nos fez inferir
que no processo de reconsolidacdo essa dose de CHX também ndo seria eficaz.

O passo seguinte foi investigar a dose adequada para prejudicar o processo de
consolidacdo. As doses utilizadas foram: (I) 2,2 mg/mL/kg (dose padréo) logo ap6s o treino,
(1) 2 administracdes de CHX 2,2 mg/mL/kg (uma logo apds e outra 3h apos o treino) e (111)
4,4 mg/mL/kg logo apds o treino. Na literatura encontra-se que existem pelo menos dois
momentos de pico de sintese de proteinas ap6s a consolidacdo: no periodo préximo a
aquisicdo e de 3-6h depois (IGAZ et al., 2002; ALBERINI, 2009), por isso talvez fosse eficaz
a segunda injecdo de CHX. Além disso, o trabalho do grupo da Alberini (MILEKIC et al.,
2006) mostrou que uma administracdo sistémica de CHX 2,2mg/mL/kg, ap0s a reativacdo de
uma memoria de preferéncia de lugar com morfina, a quantidade de proteinas no encéfalo
homogeneizado diminuiu em 70%.

A Figura 6 mostra que o Unico grupo que apresentou nivel de congelamento diferente
do controle foi 0 que recebeu a dose de CHX mais alta. O que demonstra que a Unica dose de
CHX testada capaz de prejudicar a consolidacao foi de 4,4 mg/mL/kg, provavelmente porque
com essa dose hd uma maior porcentagem de inibicdo de sintese de proteinas do que a dose
mais baixa (MILEKIC et al., 2006). Inferimos, entdo, que essa mesma dose seria capaz de
prejudicar também a reconsolidacdo se encontrdssemos um protocolo capaz de desestabilizar
a memoria. A parir deste experimento, os demais utilizaram a dose efetiva de 4,4 mg/mL/kg.

O terceiro experimento (Figura 7) demonstra que os grupos CHX e VEI néo diferiram

significativamente na sessdo de reativacdo (ambos os grupos apresentam resposta de medo
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estatisticamente semelhantes) nem na sessao de teste. O que indica que, apesar de a dose ser
eficaz em inibir a consolidacéao (e, por inferéncia, a reconsolidagéo), o protocolo da tarefa de
CAC ndo foi capaz de desestabilizar a memoria.

Fortes evidéncias indicam que o fator tempo de reexposi¢do ao estimulo condicionado
é fator bastante critico para a desestabilizacdo ou ndo da memoria. Sessdes de reexposicao
muito longas geram extin¢do do traco (formacdo de nova memdria com valéncia emocional
oposta a original), enguanto sessdes mais curtas podem desestabilizar o traco (SUZUKI,
2004; BUSTOS; MALDONADO; MOLINA, 2009). Porém em sessdes curtas demais 0s
animais podem apenas evocar sem desestabilizar a memdria em questdo. Por isso, no
experimento 4 o tempo da sessdo de reativacdo foi aumentado para Smin (tempo de
reexposicdo que ndo desencadeia extingdo com a antiga cepa de ratos). Mas esse protocolo
ndo foi capaz de desestabilizar essa memoria (Figura 8), pois 0s grupos na sessdo de teste
apresentaram altos niveis de congelamento e ndo diferiram entre si.

Outro fator importante na tentativa de desestabilizar a memoria é a forca da memdria.
Memorias mais fortes sdo mais dificeis de serem desestabilizadas (SUZUKI et al., 2004). Por
isso, talvez mesmo ajustando a dose do inibidor de sintese protéica e modificando o tempo de
reativacdo, de alguma forma esses animais sejam mais sensiveis e talvez o treino com choque
de 0,7mA seja um treino intenso e gere uma memaria mais forte que nos ratos da cepa antiga,
assim sendo muito dificil essa memoria ser desestabilizada. No experimento 5 diminuimos o
choque para 0,5mA, mantivemos o tempo de reativacdo padrdo (3min) e a dose efetiva de
CHX. Mas, como a Figura 9 nos indica, a memodria de medo do grupo CHX é semelhante
estatisticamente a do grupo VEI, o que demonstra que o protocolo ndo foi capaz de reativar a
memoria.

No nosso ultimo experimento, tentamos alterar as duas variaveis (intensidade do treino
e tempo de reativacdo) conjuntamente: chogue 0,5mA e reativacdo de 5min. Nossa hipétese
era de que com uma memdria menos forte e um tempo maior de reativacdo, fosse possivel
desestabilizar a memoria e prejudica-la blogueando a sintese de proteinas. Mas a Figura 10
demonstra que 0s grupos mantiveram 0s niveis de congelamento semelhantes
estatisticamente, e que o tratamento ndo teve efeito sobre a memdria. Esse protocolo também
ndo foi capaz de desestabilizar a memoria no CAC dos ratos da nova cepa.

A variavel tempo durante o treino néo foi alterada porque avaliamos que o treino foi

adequado para gerar uma memdria de longa duracdo robusta, o que se pode verificar nas
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sessOes de teste 24h ap0s o treino (Figura 5 e Figura 6) e nas sessdes de reativacdo (Figura 7,
Figura 8, Figura 9 e Figura 10), 48h apds o treino. Diminuir ainda mais a intensidade do
choque significaria diminuir ainda mais a for¢ca da memdria, 0 que seria expressa por niveis
menores de congelamento. Como o objetivo dessa tarefa no nosso laboratério € criar uma
memoria aversiva dos animais e conseguir reverter alguns consequentes prejuizos, avaliamos
que diminuir ainda mais a intensidade do choque pode ndo ser adequado para esse objetivo.
Se a média de congelamento for muito menor que 50% (valores médios encontrado na
reativacdo de 0,5mA), talvez seja dificil verificar a acdo da CHX em prejudicar a memoria, ja
que ha achados em relacdo a média do grupo reativado e tratado com CHX em torno de 20%
(dados ndo publicados do nosso grupo).

A ansiedade basal desses animais ndo foi medida. Talvez esses animais apresentem
niveis elevados de estresse, que interfiram de alguma maneira no processo de desestabilizacéo
da memodria.

Uma hip6tese a ser testada para ndo termos verificado reconsolidacdo na tarefa de
CAC, é que essa linhagem de ratos Wistar seria mais sensivel ao choque, apresentando niveis
menores da subunidade NR2B do receptor NMDA, o que deixaria a memoria em questdo
insensivel a reativacdo/desestabilizacdo. Nos animais da antiga cepa, 12min de reativacdo
eram suficientes para desencadear uma extingdo fraca. Mas Suzuki (2004) demonstrou que no
CAC com camundongos a memoria gerada por um treino fraco (1 choque 2s, 0,75mA) era
desestabilizada com 3min, mas no treino forte (3 choques 2s, 0,75mA) eram necessarios
10min de reativacdo. Entdo, se for verdade que esses animais sa0 mais sensiveis, e por isso 0
treino é suficientemente forte para gerar uma memoria robusta, talvez usar 10min de
reativacdo seja capaz de desestabilizar a memoria.

Por fim, ndo foi possivel encontrar um protocolo adequado que desestabilize a
memoria no CAC nos animais da nova cepa, de forma que esta seja prejudicada através da
inibicdo de sua reconsolidacéo pela CHX. Os motivos pelos quais isso aconteceu, vao além do
escopo deste trabalho.
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CONCLUSOES

1 — Foi constatado que a dose padrdo utilizada nos animais da antiga cepa ndo é
adequada para inibir o processo de consolidacdo, quando injetada imediatamente apos treino.

2 — Foi verificado que uma dose CHX de 2,2 mg/mL/kg imediatamente ap0s o treino
ou 2 doses de 2,2 mg/mL/kg (imediatamente apos e 3h ap6s) ndo foram eficientes em inibir a
consolidacéo. A dose que conseguiu prejudicar a consolidagdo nos animais da nova cepa foi a
de 4,4 mg/mL/kg.

3 — O protocolo de CAC padrao (choque 0,7mA e reativacao de 3min) ndo foi capaz
de desestabilizar a memdria, ja que a dose efetiva em inibir a consolidacdo (4,4 mg/mL/Kkg)
ndo teve efeito sobre a memaria nos animais da nova cepa, quando injetada apos a reativagao.

4 — O protocolo de CAC com choque 0,7mA e reativagdo de 5min néo foi capaz de
desestabilizar a memdria, ja que a dose efetiva em inibir a consolidacédo (4,4 mg/mL/kg) nao
teve efeito sobre a memoria nos animais da nova cepa, quando injetada ap0s a reativacao.

5 — O protocolo de choque 0,5mA e reativacdo de 3min nédo foi capaz de desestabilizar
a memoria, ja que a dose efetiva em inibir a consolidacdo (4,4 mg/mL/kg) ndo teve efeito
sobre a memdria nos animais da nova cepa, quando injetada apds a reativacao.

6 — O protocolo de choque 0,5mA e reativacdo de 5min nédo foi capaz de desestabilizar
a memoria, ja que a dose efetiva em inibir a consolidacdo (4,4 mg/mL/kg) ndo teve efeito

sobre a memdria nos animais da nova cepa, quando injetada apds a reativacao.
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PERSPECTIVAS

- Avaliar a ansiedade basal seria interessante como mais uma informacdo a respeito
desses animais que pode influenciar a repadronizacédo da tarefa em questao.
- Realizar experimento aumentando ainda mais o tempo da sessdo de

reativacdo/reexposicdo (5-10min), com treino de choque 0,7 e 0,5mA.

Estamos propondo junto ao Centro de Reprodugdo de Animais de Laboratorio
(CREAL) a troca da cepa fundadora de ratos Wistar. A grande parte dos projetos de mestrado
e de doutorado do nosso laboratdrio é baseada na teoria da reconsolidacdo e desde marcgo de
2013 estamos tentando repadronizar a tarefa de Condicionamento Aversivo ao Contexto.
Muitos animais ja foram utilizados neste laboratério para essa tentativa de repadronizacéo.
Em consonancia com esses resultados negativos, mesmo as variaveis mais importantes tendo
sido investigadas, ha relatos (ndo publicados) de que outros pesquisadores dessa universidade
notaram algumas diferencas comportamentais e estdo com dificuldade de adequar protocolos.

Por motivos éticos em relacdo aos ratos e ao dinheiro publico sendo gasto
infrutiferamente (em relacdo ao nosso laboratorio) na manutencdo desses animais, dos
materiais de laboratério e das bolsas (iniciacdo cientifica, mestrado, doutorado e pos-
doutorado), além do tempo e da motivacdo dos pesquisadores, acredito que o melhor a ser
feito é a troca de cepa.

Se ndo for possivel trocar a cepa de animais, apds realizarmos 0s experimentos acima
comentados, a perspectiva serd mudar o foco da investigacdo e a maior parte dos projetos do

laboratdrio para investigacao de outras fases da memdria, que ndo a reconsolidacao.
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