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1. REFERENCIAL TEORICO

A memoria consiste em processos de aquisi¢cdo, consolidacéo e evocacéao de
informacbes e confere a capacidade de alterarmos nosso comportamento em
decorréncia de uma experiéncia prévia. As inimeras informag¢des que chegam ao
cérebro sao selecionadas e de forma consciente ou ndo sdo posteriormente
armazenadas ou eliminadas (Helene & Xavier, 2003; Izquierdo, 2011).

A aquisicdo da memdria € o recebimento e retencdo destas informacdes. A
consolidagédo é um processo de fixacdo onde as memarias se tornam cada vez mais
resistentes a ruptura (Suzuki et al., 2004), existindo a consolidacdo sinaptica e a
consolidacéo sistémica. Naquela, uma ativacao induzida por cascatas de sinalizacéo
intracelular resulta em uma modulacdo da expressdo génica e sintese de produtos
génicos que alteram a eficacia sinaptica e chega ao fim em poucas horas de sua
iniciacdo se tornando resistente a agentes amnésicos (estimulos ou agentes
farmacologicos) que possam impedir que a memoria seja convertida na forma de
longo prazo (Dudai, Karni, & Born, 2015; Mcgaugh, 2015). Na consolidacao
sistémica existe uma reorganizacdo dependente de tempo da memdria de longo
prazo em diferentes areas do cérebro. Finalmente, a evocacdo pode ser chamada
de recuperacao e representa a expressao do aprendizado. Essa recuperacao da
memoaria pode iniciar dois processos potencialmente dissociaveis, a reconsolidagcao
gue resulta numa atualizacdo da memoria e a extingdo que favorece a formacéo de
uma nova memoéria suprimindo a expressao da memoria original. A memodria
suprimida pela memoria de extingdo pode voltar a ser expressa em um fenbmeno
chamado recuperacéo espontanea (Quirk, 2002; Suzuki et al., 2004).

As memdérias podem ser classificadas pelo seu tempo de duracdo e por seu
contetdo. Quanto ao tempo, a memodria de trabalho serve para manter durante
alguns segundos ou no maximo poucos minutos a informacdo que esta sendo
adquirida no momento e é processada fundamentalmente pelo cértex pré-frontal. A
memoria de curta duracdo dura de alguns minutos até algumas horas, nessas
primeiras horas apds sua aquisi¢do, sdo labeis e suscetiveis a interferéncia podendo
ser convertidas em uma memoria de longa duragdo que podem permanecer por
dias, meses ou anos. Quanto ao seu conteudo, existem as memorias declarativas,

gue registram fatos, eventos ou conhecimento e as nao-declarativas ou de



procedimentos, que sdao memoérias de capacidades ou habilidades motoras e
sensoriais (Izquierdo, 2011).

Com cada experiéncia adquirida, mudancas continuas ocorrem a nivel
sinptico. Essas sinapses sdo pontos de comunicagdo entre células nervosas e sao
enfraquecidas ou fortalecidas em um processo de constante mudanca da chamada
neuroplasticidade (Askenasy & Lehmann, 2013). Uma sinapse é tipicamente definida
pela presenca de uma zona ativa pré-sinaptica contendo as vesiculas que contém os
neurotransmissores (substancias quimicas produzidas nas terminacfes dos
axoénios), uma fenda singptica bem definida e uma densidade pos-sinaptica onde
estdo presentes 0s receptores ionotrépicos e metabotropicos para 0s
neurotransmissores. As sinapses podem ser axo-espinicas, axo-axonicas, axo-
sométicas, somato-dendriticas, dendro-axdnicas e dendro-dendriticas (Merlo et al.,
2011; Izquierdo, 2011).

Segundo Frankfurt & Luine, 2015, é cada vez mais claro que o sistema
nervoso é capaz de plasticidade e que o espinho dendritico esta posicionado para
ser o principal local deste processo. Esses espinhos sdo pequenas protrusdes da
membrana celular especializadas na compartimentalizacdo sindptica e abrigam
sinapses glutamatérgicas mediando a grande maioria das transmissdes sinapticas
excitatérias no cérebro (Merlo et al., 2011). Como parte do processo de
estabelecimento de redes neurais, espinhos dendriticos se desenvolvem, crescem
em tamanho e sédo retraidos (Frankfurt & Luine, 2015). Esses espinhos sao gerados
e eliminados durante a intensa atividade neuronal que acompanha a indugcao de uma
potenciacdo de longa duracdo (LTP) e o tamanho da cabeca do espinho esta
relacionado com a forca sinaptica, sofrendo alteracdes durante a plasticidade
sinptica (Tgnnesen et al., 2014). Esta potenciacdo de longa duracao de respostas
sinjpticas excitatérias €é considerada o substrato de multiplas formas de
aprendizagem e pode ser usada para investigar os eventos moleculares subjacentes
a aquisicdo e manutencdo da memoéria declarativa. O modelo celular dominante de
formacdo da memoédria € a LTP na regido CAl do hipocampo onde ocorrem
alteracbes na morfologia dos espinhos e nas sinapses (Rex et al., 2010). Estas
observacbes apoiam a ideia de que as alteragOes estruturais dos espinhos estao
ligadas aos processos adaptativos e de aprendizagem (Kasai et al., 2003).

O citoesqueleto dos espinhos dendriticos esta composto em grande parte por

actina filamentosa e esses filamentos interagem com proteinas motoras como a



miosina, uma das proteinas que atuam no processo de reconfiguracdo deste
citoesqueleto. As miosinas sdo uma grande familia de proteinas motoras
citoesqueléticas que interagem com filamentos de actina usando energia derivada
da hidrolise de ATP para gerar movimento e forca (Kneussel e Wagner, 2013). Essa
interagdo de polimerizagdo e despolimerizacdo confere diferentes formas aos
espinhos.

Existem 35 classes de miosina conhecidas e os humanos possuem 40 genes
delas compondo 13 classes. Dentre elas estéo as classes I, V e VI que participam
ativamente da plasticidade sinaptica. As miosinas da classe V sdo moléculas
motoras que utilizam os filamentos de actinas como trilhos para posicionar e
transportar diversas moléculas. As miosinas da classe VI atuam em diversos
estagios do transporte de membrana. Ja as miosinas da classe Il atuam na dinamica
e organizacdo dos citoesqueletos de actina dos espinhos dendriticos (Kneussel e
Wagner, 2013).

A miosina da classe Il € um polipeptideo hexamérico composto de duas
cadeias pesadas e dois pares de cadeias leves reguladoras. Nos vertebrados, a
miosina Il é tipicamente dividida em duas classes: a miosina sarcomérica Il presente
abundantemente no musculo esquelético e a miosina Il ndo-muscular. A miosina |l
nao-muscular esta presente no cérebro em trés isoformas, A e B sdo encontradas
predominantemente nas ceélulas neurais enquanto a C € expressa principalmente na
vasculatura (Ryu et al., 2006; Kneussel & Wagner, 2013). A inibicdo das ndao-
musculares por meio farmacoldgico e genético interfere em processos relacionados
a memorias aversivas. Estes processos dependentes da miosina Il parecem
envolver alteracdes na dinamica da actina (Rex et al., 2010).

A miosina IIB encontra-se em neurbnios maduros do hipocampo
principalmente na regiao dos espinhos (no pescogo e na regido proximal da cabeca)
e as vezes sobrepondo proteinas de ancoramento na PSD (densidade pds-sinaptica,
do inglés postsynaptic density) (Kneussel & Wagner, 2013). Estudos revelaram um
envolvimento da miosina IIB com a dinamica estrutural dos espinhos dendriticos ao
inibir a atividade ATPasica da miosina utilizando o inibidor blebistatina (Ryu et al.,
2006). Rex et al., 2010 observaram um prejuizo no processo de consolidacdo da
memoria de longo prazo infundindo blebistatina na regido CA1l do hipocampo.
Outros estudos revelaram um envolvimento da miosina I[IB no armazenamento de

memorias relacionadas a drogas como a metanfetamina (METH) infundindo



blebistatina na regido da amigdala (Young et al., 2016). Estes estudos demonstram
gue a miosina IIB pode estar envolvida em processos de diferentes tipos de

memoaria.
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RESUMO

A memoria possui diversos processos que envolvem a aquisicéo,
conservagao e recuperacado de informagdes. A capacidade do sistema nervoso de
moldar-se e adaptar-se a nivel estrutural em decorréncia de experiéncias prévias
envolve mecanismos de plasticidade sinaptica. O espinho dendritico esta
posicionado para ser o principal local destes eventos de plasticidade e abriga
sinapses glutamatérgicas que medeiam a grande maioria das transmissoes
sinapticas excitatorias. Alteragbes estruturais destes espinhos estdo relacionadas
aos processos adaptativos e de aprendizagem. A proteina motora miosina IIB
interage com os filamentos de actina do citoesqueleto dos espinhos dendriticos
atuando em sua dindmica. Aqui, vimos que a inibicdo farmacoldgica da miosina II1B
interfere em processos de consolidacédo, armazenamento, persisténcia e expressao
da memdéria de medo. Também observamos evidéncias de que a miosina IIB pode
nao estar envolvida nos processos de persisténcia e flexibilizacdo de uma memdéria

espacial.

1. INTRODUCAO

A memoéria é uma importante funcédo do organismo e consiste na capacidade
de reter, armazenar e recuperar informacdes. Qualitativamente, as memorias podem
diferenciar-se onde as informacdes podem ser armazenadas de forma abstrata ou
retidas de forma detalhada e especifica (Helene & Xavier, 2003; Izquierdo, 2011;
Pedraza et al., 2015). Na memdéria de longo prazo todos estes mecanismos de
codificacdo, retencdo, armazenamento e recuperacdo estdo envolvidos. Cada
experiéncia adquirida envolve mudancas a nivel sinaptico.

As sinapses sofrem enfraquecimento ou fortalecimento e o espinho dendritico
estd posicionado para ser o principal local desta atividade de plasticidade. Estes
espinhos sdo pequenas protrusdes da membrana celular especializadas na
compartimentalizacdo sinaptica e abrigam sinapses glutamatérgicas mediando a
grande maioria das transmissdes sinapticas excitatérias no cérebro (Merlo et al.,
2011; Askenasy & Lehmann, 2013; Frankfurt & Luine, 2015). A inducdo de um

potencial de longa duracdo (LTP) é acompanhada pela intensa atividade neuronal



onde os espinhos tém sua dindmica alterada se desenvolvendo, crescendo em
tamanho ou sendo retraidos como parte dos processos de estabelecimento de redes
neurais. Estas observacdes apoiam a ideia de que as alteracbes a nivel estrutural
nos espinhos estéo ligadas aos processos adaptativos e de aprendizagem (Kasai et
al., 2003; Frankfurt & Luine, 2015).

A reconfiguracdo do citoesqueleto dos espinhos dendriticos é feita por
proteinas motoras como a miosina que interage com os filamentos de actina usando
energia derivada da hidrélise de ATP para gerar movimento e forca. Essa interacao
de polimerizacdo e despolimerizagdo confere diferentes formas aos espinhos
(Kneussel & Wagner, 2013).

A miosina da classe Il ndo-muscular € um polipeptideo hexamérico presente
no cérebro em 3 isoformas (A, B e C). Estudos demonstraram que a inibicdo das
ndo-musculares por meio farmacolégico e genético € capaz de interferir em
processos relacionados a memoéria de medo. Estes processos dependentes da
miosina Il parecem envolver alteracdes na dinamica da actina ( Ryu et al., 2006; Rex
et al., 2010; Kneussel & Wagner, 2013).

A miosina IIB esta presente principalmente na regido do pescoco e na parte
proximal da cabeca dos espinhos dendriticos, sobrepondo também algumas
proteinas de ancoramento na regido da densidade pos-sinaptica (Kneussel &
Wagner, 2013). Estudos realizados por Ryu et al., 2006 revelaram que espinhos com
formato mushroom foram transformados em espinhos do tipo filopodia apos a
aplicacdo de um inibidor da miosina IIB, a blebistatina, em células do hipocampo, o
que evidenciou a relacdo da miosina IIB com a morfologia dos espinhos. Rex et al.,
2010 infundiram a blebistatina na regido CA1 do hipocampo de ratos e observaram
um prejuizo na consolidacdo da memdéria de longa duracédo associando um choque
ao contexto. Outro estudo realizado por Young et al., 2016 demonstrou que
memorias associadas a metanfetamina (METH) sofreram um prejuizo em seu
armazenamento apds a aplicacdo de blebistatina na regido da amigdala, onde ha
menor densidade de espinhos. Estes estudos revelam um envolvimento da miosina
[IB em diferentes tipos de memoria.

Aqui, nosso objetivo é avaliar o papel da miosina I[IB na manutencdo de

diferentes tipos de memoria.

2. MATERIAIS E METODOS



2.1 Animais

O presente trabalho seguiu os principios éticos recomendados pela lei
AROUCA (n° 11.794, de 8 de outubro de 2008), bem como as recomendacdes do
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e foi aprovado sob numero
de 33025 (CEUA). Utilizamos ratos Wistar machos com idade aproximada de 60 dias
e pesando entre 250 e 300g. Esses animais foram fornecidos pelo Centro de
Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratorio (CREAL), 6rgdo auxiliar
do CEUA e do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) do Programa de Pos-
Graduacao Neurociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
Durante o protocolo experimental os animais foram mantidos no biotério do
Departamento de Biofisica (Instituto de Biociéncias, Laboratério de Neurobiologia da
Memodria), acondicionados de 4 a 5 animais por caixa de policarbonato, respeitando
a area recomendada pela normativa do CONCEA, sendo que um rato de 200-300g
necessita de 187,05cm?, logo cinco animais necessitam de 935,25cm?, assim as
caixas utilizadas comportam e respeitam na integra a normativa do CONCEA, (47 X
30 X 20 cm), receberam agua e comida ad libitum e foram mantidos em um

ambiente com temperatura controlada (20°C +2) e ciclo claro/escuro de 12 horas.

2.2 Procedimentos cirurgicos

Neste trabalho, as estruturas de interesse foram a regido CA1 do hipocampo
dorsal. As coordenadas destas estruturas foram obtidas, inicialmente, a partir do
Atlas de Paxinos & Watson (1986), de acordo com a faixa de peso dos animais
utilizados. Em nosso trabalho, foram fixadas cénulas intracerebrais e, através
destas, injetadas as substancias através um tipo de agulha mais fina ("mizzy", de

calibre 30), introduzida por dentro da primeira.

2.2.1 Anestesia

Os animais foram anestesiados com um anestésico geral, Cetamina,
juntamente com Xilazina, um sedativo/miorrelaxante/analgésico, administrados
intraperitonealmente (i.p.), nas doses de 75mg/Kg e 10mg/Kg, respectivamente. O

volume da solugéo utilizado foi de 2mL/kg.

2.2.2 Craniotomia e colocacéo de camulas



Cada animal operado foi cuidadosamente colocado em um Aparelho
Estereotaxico (Fabricacdo: David Kopf, modelo 1404), e a superficie de seu cranio
exposta mediante incisdo sagital com bisturi N° 20 ou 21. Uma craniotomia bilateral
foi feita com o emprego de uma broca odontolégica nos locais correspondentes as
coordenadas antero-posteriores (AP) e laterolaterais (LL) da estrutura em questao.
Uma céanula de aco inoxidavel (manufaturada a partir de agulha com diametro
interno de 0,7 mm, calibre ou gauge 27, e diametro interno de 0,3 mm), presa a torre
movel do estereotaxico, foi introduzida cuidadosamente através de cada um desses
orificios feitos na calota craniana e baixada lentamente até a coordenada dorso-
ventral (DV) definitiva. A céanula foi, entdo, fixada nesta posicdo com acrilico
dentario, aplicado ainda quando na forma de um liquido espesso, que deixamos
secar e consolidar. O acrilico foi trabalhado para formar uma espécie de "capacete"
sobre 0 0sso do créanio, fechando a janela 6ssea produzida. As canulas mantém-se

fixas na posicdo desejada por tempo suficiente apos a cirurgia (10 dias, no minimo).

2.2.3 Pds-operatorio

Imediatamente apds a cirurgia, os animais foram mantidos numa camara pos-
operatéria, mantidos em repouso e aguecidos sob uma lampada vermelha de
40watts, por trés horas (€ importante destacar que os roedores nao enxergam no
comprimento de onda da luz vermelha, e nosso objetivo foi minimizar a possivel
interferéncia no ciclo claro/escuro pelo qual esta adaptado). Para reduzir o indice
pds operatorio de infecgdo, os animais receberam, 30 minutos antes da cirurgia e 24
horas apds, a administracdo de um antibiético, Tilosina (“Tilomai”, de fabricacao
Lumai) 10 mg/Kg, 10 mg/mL, i.m.. Caso constatado algum processo infeccioso em
gualquer momento durante os experimentos, serdo aplicadas 2 doses adicionais,
separadas por um intervalo de 24h. Para o manejo &lgico/nociceptivo pds-operatorio
foi administrado meloxicam, 1 mg/kg, p.o., 1x/dia, por 3 dias. ApOs decorrido um
periodo de recuperacao pos operatodria de 5-7 dias, os animais foram submetidos as

tarefas comportamentais.

2.3 Infuséo intracerebral
Os animais foram cuidadosamente imobilizados, envolvidos em um pano e
segurados com uma mao pelo experimentador. A agulha mizzy conectada por um

tubo P10 de polietileno a uma microsseringa Hamilton contendo o farmaco foi
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inserida cuidadosamente na canula até travar, que se da quando sua extremidade
penetrou o trecho final do tecido. A microsseringa foi entdo acionada (manual ou
automaticamente) para empurrar 0,5 uL da solugdo do farmaco em um periodo de
90 segundos, aguardando mais 30 segundos antes de ser removida para que o
farmaco se difunda; o procedimento foi repetido identicamente do outro lado.

2.4 Controle histolégico das cirurgias

A verificacdo do acerto da posi¢do da canula no encéfalo do animal foi feita
em todos os animais aproveitados nas tarefas comportamentais, isto €, em todos
agueles que cumpriam as seguintes condi¢des: (a) recuperacao integral da cirurgia
de implantacao das canulas, (b) conservacao do capacete de acrilico até 0 momento
da injecdo, e (c) canulas fixas e desobstruidas no momento da injecdo. Apos a
realizacdo das tarefas comportamentais, os animais foram eutanasiados por
overdose de cetamina e xilazina seguida de guilhotinamento. Em seguida o0s
encéfalos foram dissecados e colocados em solucdo de paraformaldeido/sacarose

20% por 48-72 h para posterior analise no microscopio optico.

2.5 Farmacos

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados os seguintes farmacos em
suas respectivas concentragdes: inibidor de miosina 1IB - Blebistatina (TOCRIS;
90ng/ul), e DMSO 10%, veiculo no qual a blebistatina € diluida.

Os farmacos foram administrados na regido CA1l do hipocampo dorsal num

volume de 0,5uL por lado.

2.6 Procedimentos comportamentais

2.6.1 Experimento de memoéria de Condicionamento Aversivo Contextual
(CAC)

Para a avaliagdo de memodrias aversivas em ratos, um teste amplamente
conhecido é a tarefa de condicionamento aversivo contextual (CAC). Esse teste foi
realizado em uma caixa automatizada (Fabricacdo Albarsch) de dimensfes 25 X 25
X 25 cm, cuja parede frontal é de vidro, através do qual observam-se as respostas

comportamentais (como freezing); seu assoalho é composto por uma grade de
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barras de bronze de 1mm de didmetro cada, distantes 1cm uma das outras. Nesta
grade aplica-se uma diferenca de potencial elétrico, obtendo-se, consequentemente,

uma corrente elétrica de 0,2 a 1,0 mA, conforme o desejado.

Sessdo de Condicionamento: Os animais foram colocados na caixa de
condicionamento. Aos 3 minutos eles receberam 2 choques de 1 segundo cada,
apo6s 30 segundos os animais receberam mais 2 choques, a intensidade dos
choques foi de 0,7mA. Os animais permaneceram por mais 30s antes de voltarem

para suas caixas de habitacao.

Sessdo de Teste: Os animais foram testados por 4 minutos, através da

simples reexposi¢ao ao contexto.

2.6.2 Experimento do aprendizado reverso no Labirinto Aquatico de

Morris (Morris Water Maze)

O labirinto aquatico de Morris (MWM) € um teste de aprendizado espacial
para roedores que se baseia em pistas distantes para navegar a partir de locais de
partida ao redor do perimetro de uma arena de natacdo aberta para localizar uma
plataforma de escape submersa. Encheu-se o tanque de forma que a plataforma
ficasse dois dedos abaixo da superficie da agua. A aprendizagem espacial foi
avaliada através de ensaios repetidos e a memoria de referéncia foi determinada
pela preferéncia pela area da plataforma quando a plataforma estava ausente. Os
animais foram submetidos a tarefa por 12 dias consecutivos, sendo que nos cinco
primeiros dias a plataforma ficou sempre no mesmo lugar. Os animais foram
largados dos quatro pontos cardeais randomicamente a cada trial, com a cabeca
virada para a parede do labirinto (sendo realizados oito trials consecutivos por dia).
Eles tiveram 60 segundos para encontrar a plataforma (tempo de um trial) e,
guando ndo encontraram foram conduzidos até ela e permaneceram 20 segundos
sobre ela para que pudessem se localizar e localizar a plataforma no contexto (se o
animal encontrou a plataforma antes também permaneceu 20 segundos sobre ela).
O tempo que o animal levou para encontrar a plataforma foi anotado em cada trial.
Ao final destes primeiros dias houve uma sessédo de teste sem a plataforma onde foi
avaliado o tempo que o animal permaneceu no quadrante onde estava a plataforma
e este foi comparado ao tempo que o0 animal passou em outros quadrantes. No

sétimo dia infundimos a blebistatina. Do oitavo ao décimo primeiro dia 0s animais
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foram submetidos ao treino de aprendizado reverso com quatro trials e a plataforma
localizada no quadrante oposto. Ao final os animais foram submetidos a uma nova

sesséao de teste sem plataforma.
2.6.3 Experimento de Extincdo da Memoria

Neste experimento, os animais foram submetidos a uma sessdo de treino
onde foram colocados em um contexto relacionado a um choque de 0,7mA. Os
animais permaneceram no contexto por 4 minutos e receberam o choque aos 3
minutos e aos 3 minutos e 30 segundos. 48 horas apés o treino 0os animais foram
submetidos a uma sessdo de extincdo onde permaneceram por 30 minutos em um
contexto diferente -porém similar- sem receber choque e o freezing foi contabilizado
em blocos de 10 minutos. 24 horas apdés a sessdo de extingdo infundimos a
blebistatina e no dia seguinte fizemos o primeiro teste onde foi contabilizado o tempo
de freezing. Apoés vinte dias, os animais foram reexpostos ao contexto onde foram

treinados primariamente, em uma sessao de recuperacao espontanea.

2.6.4 Anéalise estatistica
As andlises estatisticas foram realizadas usando o teste T
independente, ANOVA de uma via, ANOVA de duas vias e ANOVA de

medidas repetidas. O nivel de significancia utilizado foi P <0,05.

3. RESULTADOS
A Miosina lIB é importante para a consolidagdo da memaria de longo prazo

Primeiramente realizamos uma curva dose-resposta para identificar a dose
mais eficaz de blebistatina. As concentracdes utilizadas foram de 45ng/uL e 90ng/uL
sendo infundidas na regido CAl do hipocampo imediatamente apds a sessdo de
treino no CAC e testando os animais 2 dias apés (Fig. 1A,B). A dose de 90ng/uL se
mostrou mais eficaz, prejudicando a consolidacdo da memoéria de longo prazo (F2, 43
= 14,55; P < 0,0001). A dose de 45ng/uL teve efeito disperso evidenciando uma
heterogeneidade dos dados (F2, 43 = 14,55; P > 0,9999) (Fig. 1B). Optamos ent&o
utilizar a dose de 90ng/pL em nossos experimentos. Avaliamos as memorias de
curto e longo prazo testando os animais 2 horas apés a infusdo da blebistatina
(memoéria de curto prazo) e retestamos 46 horas apdés (memoria de longo prazo)

(Fig. 1C). A memoria de curto prazo nao foi afetada por essa dose (T15=0,1873; P =
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0,8540) (Fig. 1D), ja a memoria de longo prazo foi prejudicada com a inibicdo desta
proteina (T1s = 4,546; P = 0,0004) (Fig. 1E). Estes resultados indicam que a miosina

[IB esta envolvida nos processos de consolidacdo da memoria de longo prazo.
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Figura 1. A miosina IIB ndo € importante para a memoria de curto prazo, mas sim para a de
longo prazo. (A) Representacéo esquematica do desenho experimental da curva dose-resposta de
blebistatina. (B) Porcentagem do comportamento de freezing no teste com diferentes concentracées
da substancia. ANOVA de uma via, post hoc Bonferroni. Ncontrole = 19; Nasngiut = 9; NgongiuL = 18. ****
(P<0,0001). (C) Representacdo esquematica do desenho experimental dos testes de memdria de
curto e longo prazo. (D) Porcentagem do comportamento de freezing no teste de memoria de curto
prazo. Teste T independente, Ncontrole = 8; Nbiebistatina = 9. (E) Porcentagem do comportamento de

freezing no teste de memdria de longo prazo. Teste T independente, Neontrole = 8; Nblebistatina = 9. *** (P <

0,001)

Infusdo de blebistatina antes do treino ndo impede a aquisicdo da memoéria
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A fim de avaliar se a infusdo de blebistatina causaria alguma toxicidade ou
algum dano ao hipocampo, infundimos a droga nessa estrutura antes do treino de
condicionamento aversivo ao contexto e testamos os animais 72 horas apos (Fig.
2A). A infusdo do inibidor da miosina IIB ndo impediu a aquisicdo de uma memoria
aversiva (T4 = 0.9262; P = 0.3700), concluindo que essa substancia nao lesiona a

estrutura ou impede o aprendizado (Fig. 2B).

A B
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Figura 2. A inibicdo da miosina IIB pré-treino ndo impediu a aquisicdo da memodria. (A)
Representacdo esquematica do desenho experimental do teste de aquisicdo da meméria de medo.
(B) Porcentagem do comportamento de freezing no teste de aquisicdo da memoéria de medo. Teste T

independente, Ncontrole = 9; Nblebistatina = 7.

Miosina IIB é importante para a manutencédo da meméria

Visto que a miosina |IB pode estar envolvida na consolidacdo da memoria de
longo prazo, buscamos avaliar até que ponto ela poderia estar participando destes
processos. Analisamos entdo na tarefa de condicionamento aversivo ao contexto
(CAC), seu papel apdés a janela de consolidacdo, investigando se ela estaria

envolvida com a persisténcia da memoria.

Para avaliar o armazenamento da memoria (hipocampo-dependente),
treinamos os animais, infundimos a blebistatina 24 horas apds o treino e testamos
24 horas ap6s a infusdo (Fig. 3A). O desempenho do grupo de drogas foi
severamente prejudicado (T11 = 10,33; P < 0,0001), mostrando que a miosina 1IB

esta realmente envolvida com a persisténcia da memoéria (Fig. 3B).
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Figura 3. A inibicdo da miosina IIB sem reativacdo mostrou a sua importancia para a manutencéo da
memoria (A) Representacdo esquematica do desenho experimental do teste de avaliagdo da
persisténcia da memoria. (B) Porcentagem do comportamento de freezing no teste de persisténcia da

memoria. Teste T independente, Ncontrole = 6; Nblebistatina = 7. *** (P < 0,0001)

A inibicdo da miosina IIB ndo prejudicou a persisténcia de uma memoria

espacial nem a sua flexibilizacéo

Na tarefa do labirinto aquatico de Morris, usado para avaliar a aprendizagem
hipocampo-dependente de uma memoéria espacial (Fig. 4A), primeiramente
submetemos o0s animais a um treino para localizacdo de uma plataforma em um
guadrante alvo durante 5 dias (Fig. 4B). Os animais tiveram uma diminuicdo no
tempo de localizacdo da plataforma alvo ao longo dos dias com uma diferenca
significativa do primeiro para ultimo dia (F472 = 57,09; P < 0,0001) (Fig. 4B). N&o
houve diferenca no desempenho entre os grupos (Fs72 = 2,186; P = 0,0791) (Fig.
4B). Levantamos a hip6tese de que ao inibir a atividade da miosina IIB ap6s o treino
de aprendizado a persisténcia desta memoéria espacial seria prejudicada. Entéo,
infundimos a blebistatina na regido CA1l do hipocampo 24 horas apds a Ultima
sessdo de aprendizado (onde a memodria ja estaria consolidada) e testamos 24
horas apoés (Fig 4A). Para nossa surpresa, o tempo permanecido no quadrante alvo

onde estava localizada a plataforma foi semelhante entre os grupos Controle e
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Blebisatina (F1,36 = 0,2788; P = 0,6007) e o tempo permanecido no quadrante alvo foi
maior que o tempo permanecido no quadrante oposto (Fi,3s = 10,04; P = 0,0031)
para ambos os grupos (Fig. 4C). Avaliamos também o nimero de cruzamentos pelo
local exato onde estava localizada a plataforma no quadrante alvo. N&o houve
diferenca significativa entre os grupos no numero de cruzamentos pelo local da
plataforma alvo (F13s = 0,1169; P = 0,7344) e ambos 0s grupos cruzaram mais pelo
local da plataforma no quadrante alvo (F13s = 6,870; P = 0,0128) visto que eles ndo
passaram ainda pela tarefa de aprendizado reverso (Fig. 4D). Estes resultados
indicam que a miosina IIB ndo esta envolvida com a persisténcia de uma memaoria
espacial. Avaliamos também a flexibilizacdo da memaria espacial a fim de verificar
se a blebistatina iria interferir em um novo aprendizado semelhante. Submetemos os
mesmos animais a uma tarefa de aprendizado reverso, onde a plataforma foi
colocada no quadrante oposto. Os animais foram treinados por 4 dias e testados no
quinto dia (Fig. 4A). Ambos o0s grupos tiveram uma diminuicdo no tempo de
localizacdo da plataforma no quadrante oposto com uma diferenca significativa entre
0 primeiro e o ultimo dia (F4,72 = 57,09; P < 0,0001) (Fig.4E). Nao houve diferenca no
desempenho entre os grupos (Fs72 = 2,186; P = 0,0791) (Fig.4E). No teste do
aprendizado reverso, ndo houve diferenca significativa entre os grupos no tempo em
gue permaneceram no quadrante oposto, onde estava localizada a plataforma (F,3s
= 0,5724; P = 0,4542) e o tempo permanecido no quadrante em que estava
localizada a plataforma foi maior do que o tempo permanecido no quadrante alvo
(F136 = 31,06; P < 0,0001) (Fig. 4F). O numero de cruzamentos pelo local exato
onde estava localizada a plataforma no quadrante oposto foi semelhante entre os
grupos (F1,36 = 0,5039; P = 0,4824) e ambos o0s grupos cruzaram mais pelo local da
plataforma no quadrante oposto do que pelo local da plataforma no quadrante alvo
(F136 = 37,27; P < 0,0001) (Fig. 4G). Estes resultados indicam que a inibicdo da

miosina |IB n&o prejudica a flexibilizagdo da memoria.
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Figura 4. A Inibicdo da miosina IIB ndo demonstrou interferéncia na persisténcia e flexibilizacdo da
memoria espacial (A) Representacdo esquematica do desenho experimental do teste do labirinto
aquético de Morris (Morris Water Maze). (B). Curva de aprendizado. ANOVA de medidas repetidas,
post hoc Bonferroni. (C) Tempo passado no quadrante alvo e no quadrante oposto na primeira
sessao de teste. ANOVA de duas vias, post hoc Bonferroni. (D) Numero de cruzamentos nos locais
das plataformas alvo e oposta. ANOVA de duas vias, post hoc Bonferroni (E) Curva de aprendizado
reverso. ANOVA de medidas repetidas, post hoc Bonferroni (F) Tempo passado no quadrante alvo e
no quadrante oposto no teste de aprendizado reverso. ANOVA de duas vias, post hoc Bonferroni. (G)
Numero de cruzamentos nos locais das plataformas alvo e oposta no teste de aprendizado reverso.

ANOVA de duas vias, post hoc Bonferroni. Ncontrole = 10; Npiebistatina = 7.

Inibicdo da miosina IIB prejudica a memdéria de medo em um protocolo de

extincao

Apés uma sessdo de treino de condicionamento aversivo ao contexto, uma
exposicdo de longa duracdo ao mesmo contexto, porém, sem o estimulo
condicionado (choque) pode formar uma nova memdria que coexiste com a memoria
aversiva anteriormente formada, porém suprime sua expressdo em um fendémeno
chamado extingdo da memoéria. Submetemos 0s animais a uma sessao de treino no
CAC e 48 horas apos, quando esta memoria ja havia passado pela janela de
consolidagéo, realizamos a sessdo de extincdo (Fig. 5A). Ambos 0s grupos
apresentaram uma reducao significativa no comportamento de freezing durante os
30 minutos (F2, 26 = 15,56; P < 0,0001) e ndo houve diferenca entre os grupos (Fz, 26 =
1,183; P = 0,3223) indicando que os animais tiveram a memoria de medo suprimida
(Fig. 5B). A fim de avaliar os efeitos da inibicdo da miosina IIB sobre a persisténcia
desta memoria de extingdo infundimos a blebistatina na regido CA1 do hipocampo
24 horas apos a sessao de extingdo e testamos os animais 24 horas depois (Fig 5A).
Levantamos a hipdtese de que no teste os animais que receberam a blebistatina
teriam esta memoria de extingdo prejudicada e voltariam a expressar a memoria
aversiva que foi suprimida. Ambos os grupos tiveram desempenho semelhante onde
a memoria de medo suprimida ndo foi evocada no teste (Fi, 26 = 3,861; P = 0,0602)
indicando que a blebistatina poderia estar afetando a persisténcia das duas
memorias (Fig. 5C). A memoaria suprimida pela memaria de extingdo pode voltar a
ser expressa em um fenbmeno chamado recuperacdo espontanea. Entdo, para

avaliar este fenbmeno testamos os animais novamente 20 dias ap6s (Fig 5A). O
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grupo controle foi capaz de novamente expressar a memoria de medo, porém, o
grupo Blebistatina ndo (F1, 26 = 6,799; P = 0,0149). Estes resultados corroboram com
a nossa hipotese de que a blebistatina estaria prejudicando a persisténcia da
memoria, podendo estar prejudicando as duas formadas (Fig. 5C).
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Figura 5. Inibicdo da miosina IIB prejudicou a meméria de medo em um protocolo de extingao (A)
Representacdo esquematica do desenho experimental do teste de memdéria de extincdo e
recuperacdo espontanea. (B) Curva de extincdo. ANOVA de medidas repetidas, post hoc Bonferroni
(C) Porcentagem do comportamento de freezing nas sessdes de teste e recuperacdo espontanea (20

dias). ANOVA de duas vias, post hoc Bonferroni. Ncontrole = 8; Nblebistatina = 7. * (P<0,05)

4. Discussao

Mudancas duradouras na forma e tamanho dos espinhos dendriticos estao
relacionadas a formacdo e manutencdo da memoria. A reorganizacdo do
citoesqueleto de actina, que muda a forma e tamanho do espinho, ocorre pela
polimerizacdo e despolimerizacdo destes filamentos de actina. Esta dindmica é
essencial para a plasticidade sinaptica e é regulada por proteinas (Rex et al., 2010;
Popik et al., 2018). Popik et al., 2018 demonstraram que a calpaina, uma protease
de cisteina, esta envolvida na dinamica da actina e € importante para a formacao,

expresséo e reconsolidagdo da memoria. Em experimentos realizados por Lunardi et
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al.,, 2017 a via LIMK-Cofilina se demonstrou importante para a recuperagao da

memoaria.

Outros estudos revelaram o envolvimento da proteina motora miosina IIB no
processamento de diferentes tipos de memodria (Ryu et al., 2006; Rex et al., 2010;
Gavin et al., 2012). Buscamos entao avaliar seu papel que ainda é pouco elucidado.
Como visto na literatura, utiliza-se a dose de 90ng/uL para infusdo de blebistatina,
inibidor da miosina 1IB (Rex et al., 2010; Gavin et al., 2012). Nossa curva dose-
resposta mostrou que a dose de 90ng/uL é eficaz. Rex et al., 2010 observaram um
prejuizo na memoaria de longo prazo, mas ndo na memoéria de curto prazo ao infundir
blebistatina na regido CA1 do hipocampo, mostrando que a miosina |IB é importante
para os processos de consolidacdo da memoria. Em nosso novo experimento, a
miosina 1IB também se demonstrou importante para a consolidacdo da memoria de
longo prazo, mas ndo para a de curto prazo, com um protocolo de infusédo
imediatamente apdés o treino. Resultados semelhantes os quais sugerem que a
miosina € uma importante proteina envolvida nestes de processos que envolvem a
consolidacdo da memoria de longo prazo. Rex et al., 2010 demonstraram em seus
experimentos que a blebistatina ndo interfere na aquisicdo da memoria aversiva
guando infundida antes do treino no hipocampo. Gavin et al., 2012 obtiveram
resultados semelhantes ao infundir blebistatina na regido da amigdala basolateral
antes da sessdo de treino. Semelhantes, nossos resultados demonstraram que a
blebistatina ndo lesiona o hipocampo, ndo impedindo a formacdo de uma nova

memodaria.

Casagrande et al., 2018 demonstraram que a janela de consolidacédo da
memoria dura em torno de 6 horas dependendo das condigBes experimentais.
Entdo, avaliando a persisténcia de uma memdria aversiva vimos que a blebistatina
foi capaz de interferir na manutencdo da meméria ao ser infundida apds a janela de
consolidacéo. Estes resultados mostraram um envolvimento da miosina IIB com a

persisténcia da memdria de longo prazo.

Avaliando a memodria espacial na tarefa do labirinto aquatico de Morris, vimos
gue ambos os grupos foram capazes de aprender uma nova tarefa, mostrando uma
reducdo no tempo de localizacdo da plataforma ao longo dos dias. Com isto
avaliamos se a blebistatina prejudicaria a persisténcia desta memdria. Nossa

hipotese era de que ao inibir a atividade da miosina IIB ap0s o treino de aprendizado
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a persisténcia desta memoria espacial seria prejudicada. Nossos resultados
demonstraram que a inibicdo da miosina 1IB nado interferiu na persisténcia da
memoaria adquirida indicando e que ela pode ndo estar envolvida com este processo
na memoria espacial. Para avaliar a flexibilizagdo da memoria nossa hipotese inicial
era de que os animais que receberam a blebistatina teriam um desempenho melhor
no aprendizado reverso, pois ndo haveria o conflito de informacfes geradas pela
memoria anteriormente formada no primeiro aprendizado, porém, como a
persisténcia da memoria espacial criada no primeiro treino de localizagdo da
plataforma alvo ndo foi prejudicada, verificamos se a inibicdo da miosina IIB iria
interferir de alguma forma, em um novo aprendizado de localizacdo da plataforma.
Nossos resultados demonstraram que ambos os grupos foram capazes de
aprenderem uma nova tarefa e que a blebistatina néo interferiu nesse processo.
Juntos esses resultados indicam que a miosina 1IB pode n&o estar envolvida com a

persisténcia nem com a flexibilizacdo da memdaria espacial.

Apds o condicionamento aversivo ao contexto, uma exposi¢cdo de longa
duracdo ao mesmo contexto, porém, sem o0 estimulo condicionado (choque) pode
formar uma nova memdria que coexiste com a memdaria aversiva anteriormente
formada e esta nova memoria suprime a expressao da memoria aversiva em um
fendmeno chamado extingdo (Quirk, 2002; Suzuki et al., 2004). Vimos que nesta
tarefa ambos os grupos foram capazes de criar esta memoria de extincdo. Entao,
avaliamos a persisténcia desta memaéria com a hipétese de que no teste os animais
gue receberam a blebistatina teriam esta memoéria de extincdo prejudicada e
voltariam a expressar a memadria aversiva que foi suprimida. Nossos resultados
demonstraram que a blebistatina poderia estar interferindo na persisténcia das duas
memorias formadas. Comentado por Quirk, 2002, a memodria suprimida pela
memoria de extincdo pode voltar a ser expressa em um fenbmeno chamado
recuperacao espontanea. Entdo, avaliando este fen6meno vimos que a blebistatina
pode estar interferindo na persisténcia das duas memdérias formadas, onde apenas o

grupo Controle foi capaz de evocar novamente a memoria de medo.

Young et al.,, 2016, ao estudar memodrias relacionadas a metanfetamina
(METH), viu que estas foram prejudicadas pela aplicacdo de blebistatina. Estudos
adicionais sobre as propriedades desta proteina podem lancar uma luz sobre os

processos destas memorias relacionadas a drogas, que possuem componentes
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aversivos. Também sobre o possivel uso terapéutico da blebistatina para pessoas
gue sofrem Transtorno de Estresse PoOs-Trauméatico (TEPT). Uma compreenséo
mais detalhada da mecanica da miosina IIB pode facilitar a descoberta de novas
abordagens sobre a manipulagdo da memoéria e da cognicdo em doencas
neuroldgicas e psiquiatricas (Gavin et al., 2012).

Juntos nossos resultados demonstram que a miosina IIB € uma importante
proteina do citoesqueleto e estd envolvida na consolidagdo, armazenamento,

persisténcia e expressao de memorias aversivas.
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