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Objetivos Gerais

Avaliar o papel do Cortex Cingulado Anterior (ACC) durante o treino do condicionamento

aversivo ao contexto (CAC) na futura expressao da memoria recente e remota.

Objetivos especificos

1- Avaliar se inibicdo do ACC antes do treino no CAC prejudica a expressdo da

memoria remota (Figura 1a);

2- Avaliar se inibicdo do ACC antes do treino no CAC prejudica a expressdo da

memoria recente (Figura 1b);

3- Avaliar se a reativacdo da memoria pode influenciar o efeito da inibicdo do ACC na

expressao da memoria remota (Figura 1b);



4- Se a reativacdo da memoria influencia o efeito da inibigdo do ACC na expresséo da
memoria remota: Avaliar se dito fendmeno pode estar mediado por mecanismos de

reconsolidacdo (Figura 2);

5- Avaliar o papel da atividade do ACC durante a reativacdo da memoria apos sua

inibicdo durante o treino no CAC (Figura 3).



Resumo

A consolidagdo sisttmica é um processo de reorganizacdo dependente do tempo
envolvendo redes corticais e do hipocampo que suportam a recuperacdo da memoria. Os
eventos de aprendizagem desencadeiam alteracdes celulares em areas do hipocampo e do
cortex, resultando em armazenamento simultaneo de memdrias de longa duragdo. No
entanto, o papel da atividade cortical durante a aquisi¢do na estabilidade de memdrias
remotas é pouco compreendido. Neste trabalho usamos inibicdo temporal do cortex
cingulado anterior durante a aquisi¢do do condicionamento aversivo ao contexto a fim de
avaliar o papel da atividade cortical precoce na estabilidade de memorias remotas. N0ssos
resultados mostram que a inibigdo transitéria do cortex cingulado anterior antes do treino
do condicionamento aversivo ao contexto prejudica a expressdo da memdria remota; no
entanto, este efeito foi prevenido por uma Unica sessdo reativacdo. O efeito da reativacdo
promovendo a formagcdo da memoria remota depende de mecanismos de reconsolidacao.
Durante a reativacgdo, a atividade do cortex cingulado anterior é necessaria a fim de resgatar
a expressdo da memoria remota, que de outra forma, ndo se expressa corretamente.
Tomados em conjunto, estes resultados sugerem que a reconsolidacdo da memoria induz
modificacOes plasticas ao longo das conexdes entre hipocampo e cdrtex que favorecem o
curso normal da consolidacdo sisttmica e a persisténcia de memorias emocionais

relevantes.



Introducéo

O processo pelo qual as memdrias se tornam independente do hipocampo e séo
armazenadas no neocértex é chamado de consolidagdo sistémica. De acordo com esta
reorganizacdo dependente do tempo, memorias inicialmente requerem estruturas do lobo
temporal medial para a aquisicdo e recuperacdo de novas memorias declarativas.
Subsequentemente, estas estruturas ndo sdo mais envolvidas na recuperagdo de memorias

remotas (Markowitschet al., 1993, Teng e Squire, 1999).

Em animais treinados em uma tarefa de aprendizagem espacial dependente do hipocampo,
que tiveram a sua atividade cerebral monitorizada utilizando (14C) a 2-desoxiglucose, foi
mostrado que as memorias espaciais recentes produziram uma ativacdo mais robusta do
hipocampo que as memdrias remotas. Em contraste, vérias areas diferentes do cortex pré-
frontal medial, incluindo o cértex cingulado anterior (ACC), mostraram o padrdo oposto
com mais ativacdo durante a recuperacdo de memorias remotas (Bontempiet al., 1999). De
acordo com essas evidéncias, memdrias recentes podem ser prejudicadas por tratamentos
intrahipocampais enquanto memorias remotas sao resistentes a estas manipulacfes

(Beemanet al, 2013;. Kitamura e Inokuchi, 2014; Raybuck e Lattal, 2014).

Tomando em consideracdo que a consolidacdo sisttmica da memoria enfatiza no
fortalecimento gradual de conexdes cortico-corticais e a eventual independéncia das redes
do hipocampo para a recuperacdo da memoria remota, o0 papel das estruturas corticais
durante a aquisicdo e recuperacdo de memorias recentes € mal compreendida. Einarsson et
al.,, (2012), utilizando o condicionamento aversivo ao contexto (CAC) em ratos,

demonstraram que a infusdo de antagonistas da subunidade NR2B do receptor de NMDA



R025-6981 e o inibidor de sintese de proteinas anisomicina antes ou imediatamente apds o
treino no ACC prejudicam a consolidagdo e reconsolidacdo da memoria recente e remota.
Este resultado sugere que o ACC participa de circuitos de apoio a aquisi¢do e consolidagdo
inicial de memorias de medo contextual. Uma questdo importante surge a partir desta
abordagem metodoldgica: qual pode ser o efeito da inibi¢cdo farmacoldgica do ACC neste

ponto inicial da consolidacdo da memoria na estabilidade da memoria remota?

Lesburguereset al., (2011), utilizando um paradigma de transmisséo social de preferéncia
em ratos, mostraram que as estruturas corticais associadas a recuperacdo da memoria
remota devem ser submetidas a um processo de “marcagdo” no ponto inicial de
consolidacdo da memdria em que mecanismos de plasticidade dependentes hipocampo
direcionam o armazenamento de memoria remota em estruturas corticais. A infusdo do
antagonista do receptor de AMPA CNQX ou o antagonista do receptor de NMDA AP-5 no
cortex orbitrofrontal antes do treino de transmissdo social prejudica a recuperacdo da

mema@ria remota.

Como memorias biologicamente importantes podem ser perdidas pela manipulacdo do
cortex durante o treino? Existe algum mecanismo para preservar as ditas memorias quando
a marcacao cortical é inibida? Previos estudos do nosso laboratério tém mostrado que a
reativacdo/evocacao da memoria pode manté-la detalhada e dependente do hipocampo (de
Oliveira Alvares el al., 2012). Outros autores sugerem que esse processo de reativacao
estaria associado com manter a relevancia da memoria, isto €, informacdes que séo
constantemente evocadas podem ser mais importantes que aquelas que nao (Lee, 2009).
Sob algumas condicbes, a evocacdo pode torna a memoria labil e susceptivel a

interferéncias farmacoldgicas e comportamentais. Em efeito, existem evidencias que apds a



evocacao a memoria, € necessario um processo de estabilizacdo dependente de sintese de

proteinas para que a memaria consiga persistir.

Poderia o processo de reativacdo/evocacdo influenciar o armazenamento da memoria apos a
inibicdo cortical durante o aprendizado? Para tratar esta questdo, foi utilizado um
paradigma de condicionamento aversivo ao contexto (CAC) em ratos e inibicdo temporal
do ACC antes do treino para avaliar o efeito deste tratamento na expressdo da memoria
remota em animais reativados e ndo reativados. Descobrimos que a inibi¢cdo da ACC antes
do treino de condicionamento aversivo ao contexto prejudica a expressao da memoria
recente e remota. No entanto, este efeito de perda de memoria foi impedido por uma Unica
reativacdo 2 dias apos o treino. Estes resultados sugerem que a reativacdo pode resgatar a
expressao da memoria apos a inibicdo do ACC. Para finalizar foi verificado que a atividade
do ACC é necessaria durante a reativacdo para o resgate da memaria remota. Propomos um
modelo de recuperacdo da marcacdo cortical por meio da reativacdo da memoria e
discutimos dito processo como um mecanismo para a manutencdo de memodrias

biologicamente relevantes.

Material e Métodos

Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos (270-320 g) do nosso ratario. Os animais
foram alojados em gaiolas de pléastico, quatro a cinco por gaiola, sob um ciclo luz / escuro

de 12 h e a uma temperatura constante de 24 ° C, com agua e alimento ad libitum antes do



inicio dos protocolos experimentais. Todos o0s experimentos foram realizados em
conformidade com (Lei Federal n® 11.794 / 2008) diretrizes locais e nacionais para o
cuidado dos animais e o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal

do Rio Grande do Sul.

Cirurgia estereotaxica e colocacdo de canulas

Os ratos foram profundamente anestesiados com uma injegéo i.p. de cetamina / xilazina
(75 e 10 mg / kg, respectivamente) e foram colocadas duas canulas nas coordenadas AP
+0,27 mm (a partir do bregma), LL £ 0,05 mm, DV - 0-16 acima do cortex cingulado
anterior (Paxinos e Watson, 1998). Depois de uma recuperacdo de 1 semana da cirurgia, 0S
animais foram submetidos aos procedimentos comportamentais. Apds 0s experimentos
comportamentais, os individuos foram sacrificados e seus cérebros dissecados e
preservados em formol a 10% para verificar a posicdo da canula. Apenas os animais com

posicionamentos das canulas corretas foram incluidos na analise estatistica.

Drogas

Muscimol (Sigma-Aldrich) foi dissolvido em solugédo salina tamponada com fosfato (PBS)
a uma concentracdo de 1ug / ul e infundida no ACC num volume de 0.5ul. A lidocaina (2%)
foi dissolvida em solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) e infundida num volume de

0.5pl.



Infusdo intracerebral

Foi utilizado no processo de infusdo uma agulha de calibre 30, que foi inserida dentro das
canulas, com a ponta saliente 1.0 mm para atingir o ACC. Um volume de 0,5 ul foi
infundido bilateralmente a uma velocidade lenta (20 mL / h) e a agulha foi removida

somente depois de esperar mais 30 segundos adicionais apos a infusdo.

Procedimento comportamental

Condicionamento aversivo ao contexto (CAC): A camara de condicionamento consistiu de

uma caixa de acrilico iluminado, 25x25 cm, com um piso metalico grade. Durante o treino,
os ratos foram colocados na camara durante 3 min, seguidos de 2 choques nas patas (0,7
mA,; 2 s), passados 30s novamente 2 choques foram administrados e 60 segundos depois do
ultimo choque foram devolvidos as suas moradias. Dependendo da experiéncia realizada, a
infusdo intracerebral de muscimol ou lidocaina no ACC foi realizada 15min antes da sessédo

de treino.

Sessdo de reativacdo: Os individuos foram expostos novamente ao contexto 2 dias apds o

treinamento sem choques nas patas durante 240 segundos para induzir a recuperagdo da
memoria. Dependendo da experiéncia realizada, a infusdo intracerebral de muscimol ou

lidocaina no ACC foi realizada 15min antes da sessao de reativacéao.

Sessdo Teste de Memoria remota: Os animais foram testados durante 4 min 40 dias ap0s 0

treino no contexto original em uma condicdo livre de drogas.



Analise estatistica

ComparacOes entre ou dentro dos grupos foram realizadas com ANOVA fatorial (aqui
denominado analise de variancia com medidas repetidas), seguido pelo teste de Fisher

como post-hoc. A significancia foi estabelecida em P <0,05.

Resultados

A reativagdo resgata a memoria remota em animais com inibicdo do ACC antes do

treino

Primeiramente foi avaliado o efeito da inibicdo do ACC antes do treino no CAC na
expressao da memdria remota aversiva. Os ratos foram submetidos a treino no CAC com
infusdo de muscimol ou veiculo intra-ACC e testados 40 dias mais tarde. Animais tratados
com muscimol mostraram niveis de congelamento menores quando comparados com o
grupo controle (t (15) = 2,324; p = 0,034, teste t independente) (Fig. 1a). Atividade do ACC

durante o treinamento do CAC parece ser necessaria para a expressao de memoria remota.

A fim de avaliar o efeito da inibicdo com mucimol do ACC na memdria recente e 0S
possiveis efeitos da reativacdo no tratamento, os animais foram testados 2 e 40 dias ap0s o
treino no CAC. ANOVA para medidas repetidas revelou efeitos significativos do fator
grupo (F 118 = 9.465, p = 0,006), mas ndo para o fator tempo (F 115 = 2,605, p = 0,123) e

interacdo entre fator grupo x tempo (F 115 = 2,073, p = 0,167). A analise post-hoc mostrou



gue 0s animais tratados com muscimol expressaram niveis de congelamento menores
quando comparado ao grupo controle durante o teste 2 dias apds o treino (reativagdo) (p
<0,01), porém ndo foram encontradas diferencas significativas durante o teste no dia 40.
Além disso, o grupo controle expressa niveis mais baixos de congelamento durante os
testes no dia 40 em comparagdo com o teste 2 dias apds o treino (reativacdo) (p <0,05)
(Figura 1b). Estes resultados confirmam descobertas anteriores de Einarsson et al., (2012)
sobre o papel critico do ACC na consolidagdo de memorias aversivas ao contexto.
Curiosamente, a reativagdo da memoria 2 dias ap0s o0 treino promove a expressdo da

memoria remota em animais com inibicdo do ACC.

Tomados em conjunto, estes resultados mostraram que a aquisi¢do da informacdo no CAC
depende da integridade funcional do CCA, mostrando-se crucial para a posterior expressao
da memoria recente e remota. Além disso, mostramos que a memoria remota pode ser
resgatada por uma Unica sessdo de reativagdo. Nossa hipotese é que a inibicdo do ACC
pode prejudicar mecanismos de plasticidade associados com o estabelecimento de sistemas
de comunicacdo entre o hipocampo e o cortex que direcionam o processo da consolidacéo

sistémica da membria.

O efeito do resgate da reativacdo ¢ mediado por mecanismos de reconsolidacao

O resgate da memoria remota pela reativacdo pode estar associado com o simples fato de a
memoria ser evocada, independentemente de processos de reconsolidacdo. A
reconsolidacdo de memoria tem sido proposta como um mecanismo que permite 0

fortalecimento (Lee, 2008) e atualizacdo do conteudo da memoria (Hupbach et al, 2008;..



Haubrich et al, 2015). Experimentos anteriores de nosso laboratério demonstraram que a
sessdo de reativacdo usada neste protocolo, é capaz de induzir labilidade do traco da
memoria, tomando-a, suscetivel a modificagcbes e interrupcdo farmacoldgica via
reconsolidacdo (de Oliveira Alvares et al., 2008). Se o efeito promotor de reativacdo da
memoria depende de reconsolidacdo, a inibicdo do processo de labilizagcdo, um passo
necessario para a reconsolidacdo de memoria, poderia entdo impedir o resgate da memdria
remota. Os animais foram infundidos com muscimol, tal como descrito acima, no entanto,
30 minutos antes da reativacdo da memoria, os ratos foram administrados com nimodipina,
um antagonista de canais de célcio dependentes de voltagem do tipo L (LVGCCs). Prévios
experimentos demonstraram que nimodipina impede a labilizacdo / reconsolida¢do, mas
ndo interfere com o0s processos de aquisicdo, consolidacdo ou evocagdo da memdria

(Suzuki et al., 2008).

ANOVA para medidas repetidas revelou efeitos significativos do fator tratamento pré-treino
(F 144 = 12,617, p = 0,000), mas ndo para o fator de tratamento preé-reativacdo (F 144 =
2,814, p = 0,100), interacdo entre pré-treino X pré-reativacao (F 144 = 0,971, p = 0,329), 0
fator tempo (F 144 = 1,045, p = 0,312), interacdo pré-treino x tempo (F 144 = 0,072, p =
0,789), interacdo pré-reativacdo x tempo (F 144 = 3,186, p = 0,081) e interacdo pré-treino x
pré-reativacao x tempo (F 144 = 2,563, p = 0,116). Durante a sessdo de reativacédo, a analise
post-hoc mostrou que os animais tratados com muscimol antes do treino expressam menos
congelamento que os grupos controle (p <0,05) este efeito do tratamento pré-treino foi
independente do tratamento pré-reativacdo. Durante o teste no dia 40, 0os animais com
muscimol pre-treino e nimodipine pré-reativacdo expressaram niveis de congelamento

menores quando comparados com todos os grupos (p <0,05). Além disso, 0s animais com



muscimol pré-treino e nimodipina pré-reativacao expressaram menos congelamento durante
0 teste no dia 40 quando comparados com a reativacdo (p <0,05) (Figura 2). Os nossos
resultados sugerem que o efeito da reativacdo sobre a expressdo da memoria remota é
dependente de processos de labilizagdo/reconsolidacdo da memdria. Esta € a primeira
evidéncia mostrando que a reconsolidacdo promove a formagdo da memaria remota apos a

inibicdo cortical durante o aprendizado.

O Cortex Cingulado anterior é ativado durante a reativacdo a fim de resgatar a

memodria remota

A expressdo da memoria remota em animais reativados poderia ser produto da recuperacao
da atividade do ACC durante a reativagdo. Se a atividade ACC é crucial durante a
reativacdo da memoria, a dupla inibicdo da ACC antes do treino e antes da reativacdo
afetaria a formagdo da memodria remota. Para testar esta hipdtese, os animais foram
treinados como descrito acima, no entanto, o ACC foi inibido 15 minutos antes do treino e
novamente 15 min antes da reativagdo. Estudos prévios realizados em nosso laboratorio
demonstraram o estabelecimento do fendmeno de dependéncia de estado por influéncia de
diferentes estados neuro-humorais induzidas durante o treinamento e reativagdo no CAC
(Sierra et al., 2013). Para evitar esta possibilidade, o0 muscimol foi administrado antes do
treino e lidocaina (que produz uma diminuicdo da atividade neuronal parecida ao muscimol
por mecanismos diferentes) antes de reativacdo. ANOVA para medidas repetidas revelou
efeitos significativos do fator tratamento pré-treino (F 126 = 13,849, p = 0,000), interacéo

entre tratamento pré-reativacdo x tempo (F 126 = 5,995, p = 0,021) e a interacdo entre



tratamento pré-treino x pré- reativacdo x tempo (F 126 = 9,926, p = 0,004), mas ndo para o
fator tratamento pré-reativacdo (F 1.6 = 2,738, p = 0,110), interacdo entre tratamento pré-
treino x pré-reativacdo (F 126 = 1.203 , p = 0,282) e o fator tempo (F 126 = 1,279, p =
0,268). Durante a sessdo de reativacdo, a analise post-hoc mostrou que os animais tratados
com muscimol antes do treino expressam menos congelamento que os grupos controle (p
<0,05) este efeito do tratamento pré-treino foi independente do tratamento pré-reativacao.
Durante o teste no dia 40, os animais com muscimol pré-treino e lidocaina pré-reativacao
expressaram niveis de congelamento menores quando comparado com todos os grupos (p
<0,05). Além disso, os animais com muscimol pré-treino e veiculo pré-reactivacdo
expressaram menos congelamento durante a sesséo de reativacdo que durante o teste no dia
40 (p <0,05). Por outro lado, os animais tratados com muscimol pré-treino e lidocaina preé-
reativacdo expressaram niveis mais baixos de congelacdo durante o teste no dia 40 do que
durante a sessdo de reativacdo (p <0,05) (Figura 3). Estes resultados confirmam a nossa
hipotese inicial sobre a recuperacdo da atividade cortical durante a reativacéo,

especificamente do ACC, promovendo a expressdo memaria remota.

Discussao

Nossos resultados mostraram que a inibigéo transitéria do ACC antes do condicionamento
aversivo ao contexto prejudica a expressdo da memoria remota (Fig 1a). Este efeito foi
revertido por uma sesséo de reativagao (Fig 1b). Dito efeito de recuperacdo pode ser inibido
pela administracdo sistémica de nimodipina antes da reativagdo, sugerindo um fendmeno

dependente de mecanismos de reconsolidagdo (Figura 2). Durante a reativagdo, o ACC



entra em atividade novamente a fim de promover a expressao da memaoria remota (Figura
3). Tomados em conjunto, 0s nossos resultados indicam que a reconsolidagcdo promove a
persisténcia da memoria remota apds a inibigdo cortical antes do aprendizado, mostrando

um possivel mecanismo para a manutencao de memdrias emocionais relevantes.

Dash et al., (2004) sugerem que os eventos de aprendizagem desencadeiam alteragOes
genbmicas simultaneas em neurdnios do hipocampo e areas neocorticais resultando no
desenvolvimento de multiplos tragos de memoria. Em efeito, o condicionamento aversivo
ao contexto gera um aumento imediato de atividade da Erk (que por sua vez promove a
fosforilagéo de fatores de transcricdo, incluindo o elemento de resposta ao CAMP -CREB-)
no cortex pré-frontal medial e no hipocampo 1 h depois do treino. Inibicdo da Erk em
ambas as estruturas, cortex pré-frontal e hipocampo, prejudicam a memoria de longa
duracdo para esta tarefa (Runyanet al., 2004). Apos a formagdo de uma tarefa de
transmissdo social de preferencia, o bloqueio da proteina cinase extracelular ativada por
mitogéno (MAPK / ERK) no coértex orbitofrontal prejudica a formagdo da memoria remota
(Lesburguereset al., 2011). Recentemente, Beroet al., (2014) mostraram que a codificacédo
da memdria desencadeia um programa transicional associado com plasticidade sinaptica
que aumenta significativamente o tamanho das zonas ativas, densidades pos-sinapticas e o
numero de vesiculas ancoradas dentro de sinapses individuais do cortex pré-frontal medial.
Estes estudos, assim como o presente, apoiam a Vvisdo que mecanismos de plasticidade
simultaneos sdo necessarios no hipocampo e estruturas corticais para promover a formacéo
da memoria recente e remota. Atividade do ACC durante o aprendizado poderia agir como
0 andaime para direcionar a progressiva consolidacdo sisttmica entre o hipocampo e

estruturas do cortex.



E bem importante salientar que em comparagdo com os resultados obtidos por
Lesburguereset al., (2011), a perda da memdria remota apos a inibicdo do ACC nao foi tdo
robusta quanto a verificada na tarefa de transmissdo social de preferéncia. Em efeito,
nossos resultados mostraram que mesmo sendo significativo o déficit no dia 40, os animais
tratados com muscimol, sem reativacdo, mantém uma porcentagem elevada de
congelamento (entre 20 e 30%) o que pode indicar que outras estruturas corticais ou mesmo
0 hipocampo podem dar conta da evocagdo parcial da memoria, esta interpretacdo esta de
acordo como a hipotese de “Mudltiplos Tracos” da consolidacdo sistémica. Nadel e
Moscovitch (1997) prop6em que a formacdo e reativacdo da memdria podem gerar
maltiplas copias do traco mnemonico, desde esta perspectiva, tratamentos locais ou
sisttmicos que tem por objetivo prejudicar a memoria por meio da consolidacdo ou
reconsolidacdo, poderiam interferir em s6 uma parte desses tracos, deixando outros com a
capacidade de ser ativados para permitir a evocagdo da informacéo. Independente do marco
tedrico escolhido para a interpretagdo da memdria remanescente no dia 40, nossa
intervengdo precoce na atividade cortical prejudica a expressdao da memoria remota, no

entanto o efeito ndo pode ser interpretado como uma perda total ou esquecimento.

Nossos resultados replicam achados de Einasson et al., (2012) mostrando que a infusdo do
inibidor de sintese de proteinas anisomicina no ACC depois do treino no condicionamento
aversivo ao contexto prejudica a consolidacdo da memoria e posteriormente a expressdo da
memoria recente. Com os resultados aqui obtidos e junto com as evidencias na literatura é
possivel sugerir que a consolidacdo sindptica da memaria ocorre em diferentes circuitos ao
longo das conexdes entre hipocampo e cortex, interferir na fungéo desses circuitos antes ou

depois do treino ou durante a reconsolidacdo podem prejudicar a memoria recente e remota,



mesmo com o hipocampo funcionando normalmente, &rea que ja& foi mostrada como
essencial para a consolidacdo inicial da memoria (Moscovitch and Nadel, 1998;Lee and
Hynds, 2013). Circuitos corticais e provavelmente também estruturas intermediarias que
mediam a comunicacdo entre hipocampo e cortex podem entrar no processo de marcagao
sugerido por Lesburgueres et al., (2011), marcagdo esta que foi mostrada como mudancas
na transcricdo génica e morfologia de sinapses de estruturas neocorticais, no entanto, em
nossos experimentos ndo foi testada essa possibilidade o que limita nossas conclusfes ao
papel da atividade do ACC sem aprofundar em aquilo que representaria dita atividade.
Proximos experimentos poderiam ser direcionados para estabelecer as mudangas

moleculares e estruturais produto do condicionamento aversivo ao contexto no ACC.

Em prévios experimentos de nosso laboratério, fornecemos evidéncias que a
reconsolidacdo desempenha um papel importante na atualizacdo da memoria (a capacidade
de permitir a incorporacdo de novas informagfes no traco reativado) e na manutencdo da
forca e precisdo da memoria (de Oliveira Alvares et al., 2013). O presente estudo amplia o
fendmeno da atualizacdo mediada pela reconsolidacdo a um mecanismo que também
promove a persisténcia de memorias emocionais relevantes. A reativacdo da memoria
poderia restaurar a comunicacao em vias entre o hipocampo e o cortex quando a atividade
do ACC foi inibida durante o treino. Nossa sugestdo é semelhante a suposicdo da
reverberacdo de atividade neuronal associada com novos aprendizados durante periodos de
sono e vigilia que poderiam permitir o estabelecimento gradativo de conexdes entre
hipocampo e cortex promovendo a consolidacdo da memoria (Diekelmann et al, 2009;.
Diekelmann e Born, 2010). No caso dos resultados aqui mostrados, a reativacdo da

memoria, induzida pela exposicdo ao contexto de aprendizado, poderia promover a



manutencdo de circuitos que sustentam a consolidacdo sisttmica. Nesta interpretacéo,
memorias reativadas poderiam indicar uma importancia maior para 0 organismo que
aquelas néo reativadas, como sugerido por Lee (2009), garantindo assim a sua persisténcia
por meio do remodelamento de circuitos que a sustentam. No entanto, esta interpretacéo
levanta mais perguntas do que respostas, por exemplo, por que apenas estimulos externos
(contexto) induzem a atualizacdo da comunicacdo entre hipocampo e cortex e ndo a
reativacdo esponténea (replay) durante as fases de sono e vigilia? Uma hipotese
especulativa poderia ser que a inibicdo do ACC antes do treino prejudica o curso natural da
consolidagdo sistémica da memoria e estes mecanismos off-line, restaurando estas funcées
apos a atualizacdo de comunicagdo cortico-hipocampal induzida pela reativacdo ao

contexto.

Nossos resultados sugerem um papel essencial do ACC durante o aprendizado do
condicionamento aversivo ao contexto para a futura expressdo da memoria recente e
remota. A reconsolidacdo da memdria pode ser um mecanismo de plasticidade para o
remodelamento constante dos circuitos entre hipocampo e cértex facilitando a consolidagéo
sistémica e a manutencdo da memoria ao longo do tempo. Este mecanismo pode contribuir

ao entendimento dos mecanismos por tras da persisténcia de memdrias aversivas.



Conclusoes e resumo dos resultados

1- Nossos experimentos mostraram que a atividade do ACC durante o treino no CAC é
essencial para a estabilidade de memorias aversivas recentes e remotas (Objetivos 1
e 2; Fig 1a e b). Isto sugere que o ACC esta envolvido em processos de

consolidacdo sinéptica e sistémica que ocorrem em paralelo durante o aprendizado;

2- A reativacdo da memoria promove a expressdo da memoria remota apés a inibi¢do

do ACC antes do treino (Objetivo 3; Fig 1b);

3- O efeito da reativacdo promovendo a expressdo da memoria remota é dependente de
mecanismos de reconsolidacdo. A inibicdo do processo de desestabilizagdo por
meio da administracdo de nimodipina impede a expressao da memoria remota

(Objetivo 4; Fig 2);

4- A reativacdo promove a expressdo da memoria remota por meio da recuperacdo da
atividade do ACC. Uma nova inibicdo da atividade do ACC antes desta sessao

impede a expressdao da memoria remota (Objetivo 5; Fig 3).



Legenda das Figuras

Figura 1 — A reativacdo promove a expressdo da memdria remota apos a inibicdo do
ACC. Todos os graficos apresentam porcentagem do tempo de congelamento, expressos
como média + SEM. O desenho experimental € mostrado na parte superior de cada figura.
(@) Animais tratados com muscimol no ACC antes do treino apresentam menos
congelamento quando comparados ao grupo controle durante o teste no dia 40 (Veiculo n =
8, Muscimol n = 9). (b) Os animais tratados com muscimol no ACC antes do treino
expressaram niveis de congelamento menor quando comparados ao grupo controle durante
0 teste 2 dias ap6s o treino (reativacdo), no entanto ndo foram encontradas diferencas
significativas durante o teste no dia 40 (Meiculo n = 10, Muscimol n = 8). Codificacéo:
grupos marcados com a mesma letra (por exemplo, "a™) sdo estatisticamente iguais um ao
outro, e diferentes dos marcados com letras diferentes (por exemplo, grupos com "a"

diferem dos grupos com "b"), com nivel de significancia de p <0,05.

Figura 2 - O efeito de resgate da memoria pela reativacdo é mediado por mecanismos
de reconsolidacéo. Todos os graficos apresentam porcentagem do tempo de congelamento,
expressos como média + SEM. O desenho experimental € mostrado na parte superior de
cada figura. Durante a sessdo de reativacdo, ambos os grupos tratados com muscimol no
ACC antes do treino expressaram niveis de congelamento menores quando comparados aos
dois grupos tratamos com o veiculo antes do treino. Durante o teste no dia 40, os animais

tratados com muscimol no ACC antes do treino e nimodipina antes da reativacao



expressaram niveis de congelamento menor quando comparado com todos 0s grupos (entre
veiculos n = 10, Veiculo-Nimodipine n = 14, Muscimol-Veiculo n = 12, Muscimol-
nimodipina n = 12). Codificagdo: grupos marcados com a mesma letra (por exemplo, "a")
sdo estatisticamente iguais um ao outro, e diferentes dos marcados com letras diferentes
(por exemplo, grupos com "a" diferem dos grupos com "b"), com nivel de significancia de

p <0,05.

Figura 3 — A atividade do Cortex cingulado anterior durante a reativacéo € necessaria
para o resgate da memoria remota. Todos os graficos apresentam porcentagem do tempo
de congelamento, expressos como média = SEM. O desenho experimental é mostrado na
parte superior de cada figura. Durante a sessdo de reativacdo, ambos 0s grupos tratados com
muscimol no ACC antes do treino expressaram niveis de congelamento menor quando
comparados aos dois grupos tratamos com o veiculo antes do treino. Durante o teste no dia
40, os animais tratados com muscimol e lidocaina antes da reativacao expressaram niveis
de congelamento menor quando comparados a todos os grupos (Vehicle (ACC) Veiculo de
(ACC) n = 10, Veiculo (ACC) -Lidocaine (ACC) n = 14, Muscimol (ACC) Veiculo de
(ACC) n = 12, Muscimol (ACC) -Lidocaine (ACC) n = 12). Codificacdo: grupos marcados
com a mesma letra (por exemplo, "a") sdo estatisticamente iguais um ao outro, e diferentes
dos marcados com letras diferentes (por exemplo, grupos com "a" diferem dos grupos com

"b"), com nivel de significancia de p <0,05.
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