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RESUMO

Algumas memorias entram em um periodo labil ap6s a evocagdo. Para persistir, devem
passar por outro processo chamado reconsolidagdo. Uma das funcGes da reconsolidacéo
da memoria é a atualizacdo de memorias existentes. Estados enddgenos particulares
concomitantes com a reconsolidacdo poderiam influenciar o armazenamento e a futura
expressdo da memoria. Neste trabalho, exploramos se um processo enddgeno ativado
durante uma experiéncia natural/fisioldgica ou uma intervencdo farmacoldgica
poderiam atualizar o conteudo da memoria. Usando um Condicionamento Aversivo ao
Contexto em ratos, encontramos que o conteldo endégeno da memoria pode ser
atualizado durante a reconsolidacdo por estimulos naturais como uma restri¢do de agua,
transformando uma memoria prévia em uma memoria dependente de estado. Essa
atualizacdo é mediada pelos receptores AT1 de Angiotensina no hipocampo dorsal e a
infusdo local de Angiotensina Il humana (ANG Il) mimetiza os efeitos da restricao de
agua na reconsolidacdo. Esta propriedade de atualizacdo parece ser um processo geral
da memdria, tendo em conta que a administracdo sisttémica de morfina reproduz os
efeitos encontrados com a restricdo de agua e a infusdo local de angiotensina 1. Esses
achados trazem novos conhecimentos sobre a influéncia de eventos da vida diaria na
memoria e ampliam a visdo classica da modulacdo enddgena da consolidacdo da

memoria.



ABSTRACT

Some memories enter into a labile state after retrieval, requiring to be reconsolidated in
order to persist. One functional role of memory reconsolidation is to update existing
memories. Particular endogenous states that are concomitant with reconsolidation could
influence the storage and future expression of memory. Here, we explored whether an
endogenous process activated during a natural/physiological experience or
pharmacological interventions can update memory content. Using the Contextual Fear
Conditioning paradigm in rats, we found that endogenous content of memory can be
updated during reconsolidation by natural events such as water deprivation,
transforming a previous memory in a state-dependent memory. This updating is mediate
by Angiotensin ATL1 receptors activation in dorsal hippocampus. Furthermore, local
infusion of human Angiotensin Il (ANG 1) mimics the water deprivation effects on
memory reconsolidation. The property of endogenous update appears to be a general
memory process, since systemic morphine injection reproduce the same effects obtained
by water deprivation and local angiotensin Il infusion on making a previously acquired
memory state-dependent. These findings trigger new insights about the influence of
daily life events on memory and extend the classical view of endogenous modulation of

memory consolidation.
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1. INTRODUCAO

Podemos definir a “Memoria” como o processo de aquisigdo, formagéo, conservagéo e
evocacdo de informagdes (lzquierdo I, 2011). A aquisi¢do é aquilo que conhecemos
como aprendizado. Novos aprendizados podem, ou ndo, ser armazenados de forma
permanente para depois serem utilizados no momento que 0 organismo requeira. A
memdria € uma das principais caracteristicas biolégicas comuns entre os diferentes
seres vivos, no entanto, o conteddo da memoria depende exclusivamente da experiéncia
do animal. No caso dos humanos, a memoria, junto com as caracteristicas genéticas e
comportamentais, permite a formacéo do arcabouco essencial para a construcdo de uma

personalidade.

Uma das areas de vanguarda dentro da Neurociéncia € o estudo dos mecanismos
fisiologicos e moleculares da memdria. Uma das principais questdes que dirigiu esses
avancos foi onde e como as memorias sdo armazenadas. Entre 1882 e 1900 importantes
estudos no campo da memoria tentavam explicar como as informagdes recem adquiridas
passam por um processo de estabilizagcdo para serem armazenadas permanentemente
(Lechner et al., 1999). Esses trabalhos dariam origem a “Teoria da Consolidagao”. Com
mais de 100 anos desde a sua introducdo formal na literatura cientifica, a Teoria da
Consolidacdo proposta pelos alemédes Muller e Pilzecker, estabeleceu os principais
processos associados com o armazenamento e evocacao de memdrias (McGaugh, 2000).
Como caracteristica comum aos mais de 40 experimentos que foram realizados nessa

época, a memdria durante o processo de estabilizacdo poderia sofrer interferéncias, por



exemplo, como produto de outro aprendizado. No entanto, as mesmas interferéncias

apos o periodo de “Consolidagdo” ndo tinham mais efeito (Lechner et al., 1999).

Os estudos baseados na Teoria da Consolidagcdo continuaram seu caminho na méo de
grandes pesquisadores da psicologia experimental, como o americano Carl Duncan, que
usaria 0 choque eletro-convulsivo para estudar a fisiologia da memoria em roedores
(Duncan, 1949). De fato, os trabalhos de Duncan permitiriam refinar a janela temporal
em que a memoria € vulneravel a interferéncia ap6s a aquisicdo. Além disso, foi

pioneiro no estudo do fendmeno de amnésia retrograda e anterdgrada.

O panorama geral ap6s o surgimento da Teoria da Consolidagdo era de um conceito
com evidéncia experimental que permitia explicar parcialmente o processo de
armazenamento da meméria. No entanto, parecia que apos a consolidagdo, as
informacdes adquiridas poderiam permanecer fixas e pouco flexiveis. Essas evidéncias
experimentais iam num sentido contrario as hipoteses paralelas provenientes da
psicologia cognitiva, que tentavam explicar que existia um dinamismo natural na
memdria (Nader and Hardt, 2009; Hardt et al., 2010). Esse dinamismo s seria
comprovado experimentalmente no ano 1968 pelo psicdlogo experimental Donald
Lewis. Usando o0 modelo do condicionamento aversivo em ratos, Lewis observou que o
choque eletroconvulsivo apos a reativacdo da memoria (evocacao de curta duragdo sem
a presenca do estimulo incondicionado), tinha novamente um efeito amnéstico, como
acontecia quando aplicado na janela de consolidacdo (James R. et al., 1968). Ou seja, a
reativacdo poderia induzira memoria & um estado instavel e vulneravel a interferéncias,
parecido com aquele presente durante a consolidacdo da memoria. Portanto, assim como

ocorre na consolidacdo, a memoria precisaria novamente de um periodo de estabilizacédo
2



para perdurar apés a sua reativacdo. Em 1979, Lewis publicou o artigo que resumia seus
principais experimentos explicando a hipdtese da “Memoria Ativa” e “Memodria
Inativa”, na qual a memoéria apés a reativagdo passava de um estado inativo para um
estado ativo, onde é sensivel a interferéncia. Como tempo, essa memdria se reestabiliza
e entra num estado inativo, onde os tratamentos de interferéncia ndo teriam mais efeito
(Lewis, 1979). Em conjunto, os achados de Lewis permitiram o surgimento do termo

“Reconsolidagdo” para explicar esses fendmenos apos a reativagao.

No entanto, salvo algumas excegdes, esse tema so ressurgiu em 2000, com os trabalhos
de Karim Nader e Joseph Ledoux nos Estados Unidos. Esses estudos ndo somente
resgataram a reconsolidagdo como um processo ativo da memoria, mas tambem
descreveram as estruturas encefalicas envolvidas, seus mecanismos moleculares e a
funcdo biolégica do dito processo (Nader et al., 2000a;Nader et al., 2000b). Novos
resultados com o uso de modernas técnicas farmacolégicas e moleculares levaram a um
incremento exponencial dos trabalhos sobre reconsolidacdo. Para se ter uma ideia, 67%
da producdo cientifica sobre esse tema foi desenvolvida durante o ano 2000 e

2011(Besnard et al., 2012).

Ainda existem muitas perguntas a serem respondidas no campo da Reconsolidacéo.
Uma das questdes pouco abordadas sdo 0os mecanismos enddgenos/neuro-humorais que

controlam o processo de desestabilizacdo/estabilizacdo da memoria.

Adicionalmente, uma quantidade consideravel de estudos procura entender as condi¢des
nas quais acontece a Reconsolidacéo e qual seria a sua funcdo biologica (Riccio et al.,

2006). No entanto, as abordagens sdo principalmente farmacoldgicas e invasivas, sem
3



usar metodologias que investiguem o processo de reconsolidacdo em condigcGes

naturais.

Tendo em conta a flexibilidade inerente a Reconsolidacdo e os poucos estudos sobre 0s
processos enddgenos que a modulam, investigamos como um estimulo natural durante a
reativacdo poderia interagir com o contetdo endégeno da memdria presente durante a
Reconsolidagdo. Além disso, buscamos identificar os mecanismos celulares e

moleculares desses estados enddgenos/neuro-humorais na Reconsolidacdo da memoria.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Tipos de Memorias

A memoria pode ser classificada de acordo com seu tempo de duragcdo ou seu conteudo

(Izquierdo 1, 2011).

Dentro do critério temporal, as informacdes que estdo disponiveis por periodos muito
curtos de tempo (segundos ou minutos) sdo classificadas como memdria de trabalho. As
memdrias que sdo armazenadas por um tempo maior que a memdria de trabalho, mas
ainda por periodos curtos (minutos ou algumas horas) sdo chamadas de memoria de
curta duracdo. Por outro lado, aquelas que estdo disponiveis durante um tempo maior
(horas ou anos) podem ser classificadas como memdrias de longa dura¢do. Existe ainda
mais uma classificacdo para aquelas memdrias que podem durar décadas, como aquelas
da nossa infancia, essas memorias sdo chamadas de memorias remotas (Nadel et al.,

2000).

Dentro da classificacdo pelo contetudo, podemos encontrar memorias associadas a
eventos ou conhecimentos, essas memorias sdo chamadas de declarativas ou explicitas.
Aquelas que registram fatos (onde vocé estava no dia dos atentados contra as torres
gémeas?) sdo denominadas memorias episddicas. Por outro lado, aquelas de
conhecimentos (qual é a capital da Franca?) sdo chamadas memorias semanticas. Uma
das caracteristicas mais importantes das memorias declarativas, especificamente no caso
dos humanos, é que podem ser verbalizadas. No caso de outros animais onde a

informacdo ndo pode ser verbalizada, existem diferentes metodologias para avaliar a
5



existéncia da memoria, por exemplo, modelos de memoria episddica em ratos (Babb
and Crystal, 2006;Crystal, 2009). Finalmente, podemos dizer que as memorias
declarativas sdo conscientemente evocadas, ou seja, podemos centrar nossa aten¢do para

recupera- las.

Outros tipos de memorias sdo manifestadas por meio de comportamentos motores,
denominadas de memorias procedurais ou implicitas. Em comparacdo com as memorias
explicitas, as memdrias de procedimentos sdo dificilmente verbalizadas e a sua
avaliacdo € geralmente por meio da demonstracdo (¢ mais facil demonstrar como
conduzir um carro que falar como se conduz um carro). Dentro das memdrias de
procedimentos, podemos encontrar também habitos e capacidades sensoriais como falar
uma lingua estrangeira de forma fluente. Esse tipo de memdria ndo precisa de evocagédo
consciente, ou seja, elas podem ser recuperadas sem a necessidade de prestar atencao
nelas. 1sso explicaria como € possivel realizar atividades como nadar ou correr e pensar

emoutras coisas ou planejar o dia seguinte.

Na pesquisa com animais ndo-humanos, a classificagédo previamente mencionada pode
ser dificil de aplicar, principalmente pela forma restrita que a memoria pode ser avaliada
em outras espécies. A figura 2.1 mostra essa classificacdo segundo a sua natureza
associativa ou ndo associativa e alguns exemplos de modelos comportamentais em

roedores para sua avaliacao.
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Classificagdo da memdria segundo asua natureza associativa ou ndo associativa (Adaptado de Quillfeldt
JA, 2006. Behavioral Methods to Study Learning and Memory in Rats, Em: Animal Models as Tools in
Ethical Biomedical Research).

Neste trabalho centramos nossa atencdo nos mecanismos associados com o

processamento de memdrias declarativas de longa duracéo.

2.2. Fases da Memoria

A memobria passa por trés fases iniciais que podem ser divididas em aquisicdo,
consolidagdo/armazenamento e evocacdo (lzquierdo I, 2011). Além das fases que
encontramos entre a formacéo e evocacdo da memoria, temos ainda outros caminhos

que pode seguir a memoria apds seu armazenamento. Uma memoria previamente



consolidada pode passar por um processo de esquecimento natural, onde a informacéo
ndo estara mais disponivel para a recuperacdo. Por outro lado, como produto de um
novo aprendizado, a memoria pode ser extinta. A extingdo ndo significa esquecimento,
mas sim uma inibicdo da memoria original (Thompson, 1976;Bouton, 1993).
Finalmente, evocacdes geralmente curtas podem induzir a reconsolidacdo, processo
caracterizado pela desestabilizacdo de uma memdria previamente consolidada e
posterior estabilizacdo (Dudai and Eisenberg, 2004). Em comparagdo com a extingdo,
qualquer procedimento feito durante a reconsolidacdo vai afetar diretamente o traco
original da memaria. A inclusdo da reconsolidagdo como uma fase ativa da memaria foi
recente, de fato ainda existem posicdes divididas sobre a existéncia ou ndo deste

processo (McGaugh, 2004;Rodriguez-Ortiz and Bermudez-Rattoni, 2007).

A aquisicdo refere-se ao periodo de tempo entre a percepcdo de estimulos provenientes
de uma experiéncia e 0 momento em que esses estimulos sdo codificados em uma forma
de memoria em particular. Um fator decisivo na formagdo da memaéria durante essa fase
é o nivel de atencdo (Hamann, 2001). Quanto maior a atencdo durante a aquisicéo,
maior a probabilidade desse evento ser armazenado de forma permanente na memdria

(Kentros et al., 2004).

A consolidacao é o processo pelo qual uma informacdo adquirida € estabilizada para ser
armazenada como uma memoria de longa duracdo. Esse processo é vulnerdvel a
interferéncias tanto farmacologicas como comportamentais (Serota, 1971;Mah et al.,
1972;Glaser et al., 2010). Adicionalmente, a consolidacdo pode ser modulada por
fatores end6genos ou neurohomorais do animal, como o nivel de estresse (McGaugh,

2006;Roo0zendaal et al., 2009). Existe uma grande relacdo entre o processo de
8



consolidacéo e a formacdo da memoria de longa duracdo. Durante a consolidacdo ocorre
uma série de processos metabolicos em diferentes estruturas encefélicas associadas com
0 armazenamento da memoria, tal processo requer mais ou menos 6 h. No entanto, esses
tempos sofrem algumas modificacbes dependendo da estrutura onde acontecem
(Izquierdo et al., 1997). O tempo transcorrido entre a aquisicdo e estabilizacdo de uma
memoria € conhecido como “Janela de Consolidagao” e ¢ o0 momento onde podemos
fazer o maior numero de andlises sobre os mecanismos de formacdo da memoria
(Wallenstein et al., 2002;Berlese et al., 2005;Fulton et al., 2005;Klann and Sweatt,

2008).

Finalmente, quando a meméria é consolidada, permanece em uma forma estavel e
dificilmente sensivel a interferéncias (Ji et al., 2003). Quando uma informacéo
armazenada ndo € utilizada, ela pode ser esquecida, priorizando o espaco para o

armazenamento de novas informagdes.

Com a evocacdo, podem ocorrer dois processos paralelos que, metodologicamente,
dependem do tempo de reativacdo da memdria. Quando a evocacdo é prolongada em
auséncia das contingéncias aprendidas, a memoria pode ser extinta (Ambrogi et al.,
1993; Harris et al., 2000). Na verdade a extincdo constitui um novo processo de
aquisicdo, esta vez, de uma nova memoria que pode inibir a evocacdo da primeira
(Brooks and Bouton, 1993;Morgan et al., 2003). Para exemplificar este processo,
podemos imaginar 0 que aconteceria com a exposi¢do prolongada a um tom que foi
previamente pareado com um choque. Inicialmente, o tom gerava uma resposta de medo
no animal. Entretanto, com a exposicdo prolongada ao tom, o valor preditivo desse

estimulo vai diminuindo até o ponto que ndo existe mais contingéncia entre 0 tome o
9



choque. O novo aprendizado “tom ndo significa choque” vai inibir o primeiro “tom
significa choque”, desse modo, a resposta de medo frente ao tom fica enfraquecida. E
bem importante esclarecer que a extingdo ndo significa esquecimento, e a memdria de
extingdo pode co-existir com a memoria original. Uma das formas cléssicas de observar
esse fendmeno ¢ por meio da “recuperagdo espontdnea”, onde alguns dias apds a
extincdo a memoria do primeiro aprendizado pode se expressar novamente (Brooks,
2000;Lubow and De la Casa, 2002;Quirk, 2002). No nosso exemplo seria a volta da

memoria “tom significa choque™.

Para concluir, temos ainda o processo de reconsolidagdo, associada com exposicOes
curtas aos estimulos aprendidos. Dentro da literatura cientifica, essa exposicdo é
chamada geralmente de “reativacdo”. Os experimentos com reconsolidagao comecaram
com o Donald Lewis em 1968, mas a producdo cientifica sobre o tema ndo foi
significativa em anos posteriores. No ano 2000 o estudo da reconsolidagéo ressurgiu,
com 0s mesmos principios estabelecidos anos atras pelo grupo do Lewis. A
reconsolidacdo se fundamenta na desestabilizacdo da memoria apds a reativacdo,
deixando uma memoria previamente consolidada labil e vulneravel novamente a
interferéncias (Nader and Einarsson, 2010). Os mecanismos da reconsolidacdo sdo
muito semelhantes (mas ndo idénticos) aqueles presentes na consolidacdo (Alberini,
2005). Recentes estudos mostram que a labilizacdo induzida pela reativagédo poderia ter
um papel biolégico importante para o organismo, tema que sera abordado um pouco
mais a frente. A Figura 2.2 mostra um esquema resumindo as diferentes fases da

memoria.
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Reconsolidacao

Aquisicdo =» Consolidacdo=¥» Evocacdo

Extincao

Figura 2.2.

Fases do processamento da memdria.

Finalmente é importante ressaltar que as diferentes fases da memdria ndo sdo lineares,
ou seja, uma fase ndo é pré-requisito da seguinte. Um bom exemplo é a independéncia
que existe entre memoria de curta e longa duracdo. A memdria de curta duracdo nao
necessariamente vai ser armazenada como uma memoria de longa duragdo, assim como
uma memoria de longa duracdo, ndo necessariamente precisa ser expressa como uma
memoria de curta duracdo (lzquierdo et al., 1999;Medina et al., 1999;Vianna et al.,

2000;lzquierdo et al., 2002).

2.3. Consolidacéo Sinaptica da Memdria

O termo consolidacdo € usado na maior parte da literatura cientifica para descrever dois
processos diferentes. O primeiro termo € conhecido como “Consolidagcdo Sinaptica”, e
faz referéncia as mudancas moleculares que ocorrem no periodo imediatamente ap6s o
aprendizado e que se mantém mais ou menos durante 6 horas (lzquierdo and Medina,
1997). Durante essa fase, sdo fortalecidas as sinapses que serdo responsaveis pela
manutencdo da memoria e tal fortalecimento pode ocorrer em mais de uma estrutura ao

mesmo tempo (Izquierdo et al, 2006). Por outro lado, podemos encontrar 0 termo
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“Consolidagdo Sistémica”, associado a memorias dependentes do hipocampo (Dash et
al., 2004). Nesse caso, o fortalecimento € de circuitos corticais onde a memaoria vai ser
armazenada depois de um tempo de permanéncia no hipocampo (Wiltgen et al., 2004).
Ou seja, a evocagdo da memdria passa a ser dependente do cOrtex e independente do

hipocampo. Neste trabalho focaremos nossa atencdo na consolidacdo sinaptica.

Uns dos grandes achados que permitiu aumentar o interesse pelos mecanismos de
formacdo de memorias, foi a descoberta do processo eletrofisiolégico conhecido como
“Potenciacdo de Longa Duracdo” (LTP). A LTP consiste no aumento persistente da
resposta de neurdnios a breve estimulacdo repetida de um axénio ou um conjunto de
axbnios que fazem sinapses com elas (Napolitano et al, 1999). Essa estimulacdo
também permite uma diminuicdo no limiar de excitabilidade da célula, permitindo que
seja mais facilmente ativada. Um processo parecido, mas inibitorio, também foi
descoberto, a “Depressao de Longa Duracao” ou LTD. Em comparacdo com a LTP, a
LTD inibe a resposta neuronal (Stanton, 1996). Uma caracteristica comum da LTP e
LTD era que podiam ser medidas por horas, dias ou semanas. De fato, a duragéo dessas
mudangas levou a conjecturar que existiria uma forte relagdo entre LTP-LTD e as

memodrias de longa duracdo (Teyler and Discenna, 1984).

Os mecanismos de LTP e LTD foram estudados principalmente no hipocampo,
especificamente na via que comunica a regido CA3 com CALl (O'Mara et al., 2000).
Com o tempo, a hipotese que a LTP e LTD eram a base eletrofisiologica e molecular
das memorias de longa duracdo foi enfraquecida (Herry and Garcia, 2002), no entanto,
0s dois processos na regido CAL utilizam processos parecidos. Provavelmente o ponto

de convergéncia mais claro entre LTP-LTD e as memorias de longa duracdo sdo as
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mudancas estruturais e moleculares que ocorrem no nivel celular em resposta a

determinados estimulos, mudancas que conhecemos como ‘Plasticidade Sinaptica”

(Malleretetal., 2010).

Uma das ferramentas mais utilizadas historicamente para o estudo da memoria é a
farmacologia. A administracdo de agentes farmacol6gicos ap6s o treino permitiu estudar
a influéncia de certos compostos no processo de consolidagéo de uma tarefa (Izquierdo
and McGaugh, 2000). Como resultado dessa metodologia, atualmente conhecemos uma
boa parte das diferentes substdncias neurotransmissoras, receptores, cascatas

metabdlicas e sistemas moduladores que atuam na consolidagéo.

Um dos componentes moleculares mais estudados no processo de consolidacdo da
memoria é a ativacdo do receptor glutamatérgico ionotrépico do tipo N-metil-D-
aspartato (NMDA), que permite o influxo de Ca™" na célula (Collingridge et al., 1992).
O receptor NMDA é complexamente regulado por co-agonistas que permitem seu
normal funcionamento além da ligacdo do seu agonista direto glutamato ou aspartato
(Cotman et al., 1988). Entre os co-agonistas podemos encontrar a glicina e as
poliaminas (espermina e espermidina) (Wood, 1995). O normal funcionamento do
receptor NMDA depende da ligacdo conjunta da glicina e do glutamato (Albensi, 2007).
Adicionalmente o receptor apresenta no seu interior sitios de ligagdo para o Mg™, Zn™*
e H', que normalmente bloqueiam o canal (Liu and Zhang, 2000). Portanto, é
necessaria, além da ligacdo dos seus agonistas, a despolarizacdo da membrana em torno
do receptor para promover a sua ativacdo. Essa despolarizacdo pode ser efetuada pela
atividade de receptores ionotropicos ndo-NMDA como 0 &cido a-amino-3-hidroxi-5-

metil-4-isoxazol propibnico (AMPA) ou o receptor cainato (lsaac et al., 1999).
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O influxo de calcio pelo receptor NMDA modula sinalizacGes intracelulares que tem
por objetivo ativar cinases dependentes de célcio, entre elas, a proteina cinase
dependente de calcio (PKC) (Rosenegger and Lukowiak, 2010) e a calcio-calmodulina
cinase tipo Il (CAMK I1I) (Wayman et al., 2011). A principal funcdo dessas cinases €é
fosforilar diversos tipos de receptores e fatores de transcricdo durante a janela de
consolidagdo, permitindo mudangas na eficicia sindptica e, em ultimo momento, o

comeco da transcricdo protéica.

Diferentes cascatas podem ser ativadas simultaneamente na mesma sinapse e pela
atividade de diferentes receptores, conseqientemente, outras cinases também podem ter
um papel importante no processo de consolidacdo. Por exemplo, a proteina cinase
dependente de GMPc (PKG) (Ota et al., 2008), a proteina cinase dependente de AMPc
(PKA) (Abel et al., 1997; Locatelli and Romano, 2005) e as proteinas cinases ativadas

por mitdgenos (MAPK) (Schafe and LeDoux, 2000; Szapiro et al., 2003).

No nivel nuclear, a fosforilagdo pode ser de proteinas que participam da sintese
protéica, como a proteina CREB (Stevens, 1994;0'Connell et al., 2000). A consolidacdo
da memoria é dependente de sintese protéica e sua inibicdo pode bloquear a

consolidagdo de novas memorias (Kida et al., 2002).

E importante ressaltar que os processos moleculares presentes durante a consolidacéo da
memoria ndo somente determinam se essa memdria vai ou ndo ser armazenada como
uma memoria de longa duragdo, como também pode determinar a sua “Persisténcia”.

Experimentalmente, a persisténcia de uma memoria vai depender de diferentes variaveis
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como a intensidade do treino e o numero de repeti¢bes. Essas variaveis geram ou nao
mudancas moleculares que permitem que a memoria seja mais ou menos persistente.
Atualmente sabemos que no caso de memorias aversivas, um sistema € ativado 12h
apos a aquisicdo da memoria. Nesse sistema, a &rea tegmentar ventral, cujos axdnios sao
dopaminérgicos, enervam a regido CAL do hipocampo (Rossato et al., 2009). Por meio
da estimulacdo de receptores dopaminérgicos D1, geram uma rapida sintese do Fator
Neurotrofico Derivado do Encéfalo (BDNF) e sua rapida liberacdo (Bekinschtein et al.,
2008b). O BDNF permite o fortalecimento das sinapses hipocampais que participam do
armazenamento da memdria e promovem sua persisténcia por periodos de tempo mais
longos (Bekinschtein et al., 2008a). Com a inibicdo desse sistema com antagonistas D1
ou o0 blogqueio da sintese de BNDF, a memdria ndo vai persistir e a sua expre ssao s sera

observada durante dois ou trés dias.

Recentemente, um estudo mostrou que a manipulacdo farmacologica fora da janela de
consolidacdo poderia interferir com o armazenamento da memdria por meio da inibicdo
do horménio semelhante a insulina tipo 1l (IGF-11) (Chen et al.,, 2011). Essas primeiras
evidéncias poderiam ser uma porta para mudangas conceituais sobre o tempo da
consolidacdo. No entanto, esses achados ainda precisam de replicacdo e pesquisas mais

aprofundadas.

Contudo, o processo de consolidacdo pode ser reduzido as alteragdes morfologicas e
metabdlicas produzidas apds a aquisicdo de novas informagdes que vao ser armazenadas
na memoria de longa duracdo, que por sua vez, podem determinar 0 quao persistente
serd a memaria. Neste trabalho usaremos uma tarefa de Condicionamento Aversivo ao

Contexto (CAC) que é dependente do hipocampo, regido responsavel pela consolidacédo
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de memorias espaciais e onde sdo bem conhecidas as cascatas moleculares

anteriormente mencionadas.

2.4. Modulagdo Endogena da Memdria

Parece evidente no nosso dia a dia que novos aprendizados ou a recuperacdo de
informagGes podem ser influenciados por fatores enddgenos, como por exemplo, o nivel
de estresse. Além disso, também é possivel perceber que alguns tipos de memorias sao
mais acessiveis para serem evocadas que outras. A questdo de como fatores enddgenos
podem influenciar a consolidacdo da memdria permitiu uma extensa pesquisa por mais
de 30 anos em uma area conhecida como “Sistemas Moduladores da Memoria” (Cahill

and McGaugh, 1996).

O conceito de modulagdo do armazenamento da memoria surgiu basicamente por trés
descobertas, algumas ja mencionadas: 1) Memorias recentemente formadas séo
suscetiveis a influencias apds o aprendizado por um periodo limitado de tempo, 2) esses
tratamentos apés o aprendizado tém a capacidade de melhorar, inibir ou modular o
armazenamento da memoria dependendo das condicGes experimentais, e 3) tratamentos
pos-treino, como a administracdo de adrenalina, modulam o armazenamento da
memoria, mas ndo agem direitamente nas estruturas responsaveis pelo seu
armazenamento (Roozendaal and McGaugh, 2011). Com essas evidencias foi proposta a
existéncia de um sistema de modulacdo enddgena que atua no processo de consolidacéo

da memodria, mas ndo faz parte da base neuronal de tal processo.
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A modulacdo end6gena da consolidacdo esta baseada na influéncia hormonal ou neuro-
humoral existente durante o treino ou na janela da consolidacdo que poderiam
determinar a futura expressao da meméria. Assim, a modulacdo endégena envolve dois
aspetos principais: 1) Distinguir as memdrias com maior carga emocional de outras,
permitindo que sejam melhor armazenadas e 2) Sob algumas circunstancias,

acrescentar informacdo neuro-humoral ao contetdo das memoérias (Izquierdo I, 2011).

Durante a consolidacdo, o complexo basolateral da amigdala se mostra como a estrutura
chave para facilitar o armazenamento de memorias aversivas de forma duradoura
(Rubin et al., 2001;Holahan and White, 2004). A conexdo direita entre amigdala e
hipocampo parece ser o fundamento anatdémico da modulagdo emocional da memdria
(Packard and Teather, 1998;Tsoory et al., 2008). Por sua vez, a amigdala depende da
funcdo de hormdnios adrenais (McGaugh, 1985). A lesdo da amigdala ou da estria
terminal em animais bloqueia o efeito de farmacos e horménios na memoria (Introini-
Collison et al., 1991;Roozendaal and McGaugh, 1997). Uma quantidade consideravel
de evidéncias também mostrou os efeitos moduladores da amigdala na memoria por
meio de sinapses colinérgicas, com fibras provenientes do nucleo basal de Meynert
(Van der Zee and Luiten, 1999), e B-noradrenérgicas, provenientes do locus coeruleus
(Dalmaz et al., 1993;Kroes et al., 2010). A ativacdo desses sistemas depende de
variaveis como a atencdo do individuo e a aversividade dos estimulos externos durante a
experiéncia. Fibras serotoninérgicas e dopaminérgicas da amigdala que estdo envolvidas
na percepcdo da ansiedade também sdo parte dos sistemas moduladores (Strange et al.,
2008), assim como fibras que liberam B-endorfina sobre as sinapses noradrenérgicas nos
circuitos locais da amigdala (lzquierdo and Netto, 1985;McGaugh et al., 1986).

Diferentes experimentos mostram que o papel modulador da amigdala na meméria é
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tempo-dependente (durante e imediatamente apds o treino) e pode atuar em diferentes
formas de memoaria (Brioni et al., 1989;McGaugh and Introini-Collison, 1987;McGaugh
et al, 2002). Outras areas encefalicas, como o sistema septo- hipocampal também pode
modular a memodria (Dashniani et al., 2009). De fato, a administracdo de agonistas
GABAérgicos no septo medial impede o normal funcionamento da memoria de trabalho

em testes de memdria espacial (Durkin, 1992).

Os sistemas de modulacdo enddgena ndo sdo restritos a areas encefalicas especificas.
Um numero considerdvel de estudos mostram que a liberacéo periférica de hormdnios
adrenérgicos  (adrenomedulares) durante eventos emocionais modulam o
armazenamento da memoria, particularmente pela agdo de receptores [-noradrenérgicas
(McGaugh, 1985). Farmacos como o B-bloqueador propranolol, podem interferir com a
consolidagcdo de memdrias emocionais (Strange et al., 2003; Strange and Dolan, 2004;

Kroes et al., 2010).

Por outro lado, o efeito da administracdo sistémica de glicose atua como uma curva em
U invertida na consolidacdo de memdrias aversivas (Messier and Destrade, 1988). O
efeito da glicose na memdria parece estar fortemente associado com a transmissao
colinérgica central (Micheau et al., 1995). Ragozzino e colaboradores (1995) mostraram
gque a administracdo sistémica ou intra-septal de glicose aumenta a liberacdo de

acetilcolina no hipocampo gerando um efeito facilitatdrio na memoria.

Outro sistema amplamente estudado na modulacdo da memdria sdo os hormdnios
adrenocorticais. As pesquisas utilizam como metodologia a administragdo de diferentes

doses desses hormdnios ou protocolos de estresse agudo, médio ou cronico (Roozendaal
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et al, 1996;de Quervain et al., 1998). Os adrenocorticdides agem em dois tipos de
receptores, os mineralocorticdides (tipo 1) e os glicocorticdides (tipo I1). O tratamento
com dexametasona em humanos tem efeitos deletérios em tarefas de memoria
declarativa (Plihal et al, 1999). Em modelos animais, a administragdo cronica de
corticosterona em ratos ou o estresse cronico afetam o desempenho no labirinto aquatico
de Morris (Bodnoff et al., 1995). Como a glicose, os efeitos dos hormdnios
adrenocorticais seguem uma curva em U invertida (Martignoni et al., 1992). De fato, é 0
exemplo classico para explicar os efeitos do estresse na memoria. Niveis muito baixos
ou elevados de estresse podem afetar a consolidacéo e evocagdo de memorias, um nivel
médio geralmente permite um bom desempenho (Kim and Haller, 2007) (ver Figura
2.3). O tratamento crdnico e em altas doses de corticosterona pode induzir morte celular
no hipocampo de ratos adultos, que por sua vez poderia estar relacionado com os efeitos
adversos na memoria gerados pelo estresse cronico (Sousa et al., 2000). Existem fortes
evidéncias que o funcionamento do sistema adrenomedular mencionado anteriormente é
dependente da atividade de horménios adrenocorticais (Cahill and McGaugh, 1996).

Porém, a relacdo entre os dois sistemas ainda ndo é bem entendida.

Desempenho da Meméria

Baixo Médio Elevado
Estresse
Figura 2.3

Desempenho da memdria e a sua relagdo como nivel de estresse.
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Outras sustancias neuromoduladoras importantes de acdo central sdo a vasopressina
(Dantzer et al., 1988; Faiman et al., 1992), a substancia P (Costa et al., 2010), a
colecistoquinina (Hebb et al., 2005) e a angiotensina Il (Wright and Harding, 2004),

para essa Ultima dedicaremos a proxima secao.

A modulagdo endb6gena da memoria parece ser iniciada por influéncia do Sistema
Nervoso Periférico (SNP) sobre processos centrais. Evidéncias recentes mostram que 0s
efeitos da epinefrina sobre a memdria podem ser inibidos pela administracao de sotalol,
um antagonista $-adrenérgico que atua perifericamente (Introini-Collison et al., 1992).
Da mesma forma, a estimulacédo elétrica do nervo vago imediatamente apds um treino
de esquiva ativa em ratos, melhora o desempenho na tarefa (Clark et al., 1995). Efeitos
similares aos estudos com hormdnios mostram uma curva em U invertida com o

aumento da intensidade da estimulacéo.

Contudo, os sistemas de modulacdo end6gena da memoria mencionados anteriormente
foram e sdo ainda os mais estudados. No entanto, existe uma complexa interagéo entre
muitos hormbnios e neuro-horménios com o processo de armazenamento da memdria
que provavelmente ainda ndo estio estabelecidos. E importante mencionar que nesta
secdo demos énfase nos mecanismos de modulacdo durante a consolidagdo da memoria,
mas esses sistemas também sdo amplamente estudados para outras fases da memdria
como a evocacao (Concannon and Carr, 1982; Sara, 1985; Ilyutchenok and Dubrovina,
1995). O estado neuro-humoral presente durante a aquisicdo/consolidacdo e aqueles

apresentados na evocacdo da memdria precisa ser correspondente para uma adequada
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recuperacao da informacao, esse fenomeno ¢ conhecido como “Dependéncia de Estado”

(Izquierdo 1, 2011), e sera explorado em outra se¢do do presente trabalho.

2.4.1. Sistema Renina-Angiotensina e Memdria

O Sistema Renina-Angiotensina (SRA) regula um ndmero consideravel de funcdes
fisioldégicas como a regulagdo da pressdo sanguinea (Pollock and Banks, 1991), niveis
de sodio e agua no corpo (Robillard et al., 1992), o ciclo de producdo de hormdnios
reprodutivos (Bachmann et al., 1991), comportamento sexual e a liberacdo hormonal da
glandula pituitaria (Wright and Harding, 1992; Saavedra, 1992). Além disso, estudos
sugerem que este sistema poderia ser crucial em processos de memdria e aprendizado
como regulador da aquisicdo, consolidacdo e evocacdo de memdrias (Wright et al.,
2002). O SRA é bastante conservado evolutivamente, sendo encontrado tanto em

invertebrados como vertebrados com poucas modificagdes (Okuyama et al., 1988).

A producédo de Angiotensina comeca com a clivagem do angiotensinogénio, produzido
no figado, pela enzima renina (também conhecida como angiotensinase) liberada na
circulacdo pelo aparelho justaglomerular do rim (Lever, 1989). Esse processo permite a
sintese do decapeptideo Angiotensina | (ANG 1) que por sua vez, é clivada por outra
enzima circulante chamada de Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) encontrada
no endotélio vascular de diferentes 6rgdos (Jackson et al., 1991), principalmente na
circulagcdo pulmonar, permitindo a producdo do octapeptideo Angiotensina Il (ANG II)

(Figura 2.4).
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A ANG 11 é considerada o composto mais ativo do SRA. Entre as suas funcdes se
encontra a vasoconstricdo por meio de receptores para ANG Il no musculo liso ou pela
estimulacdo da liberagdo de aldosterona provenientes do cortex adrenal (lkram, 1996).
Também estd associada com a osmoregulacdo e a estimulacdo para beber liquidos em
condic@es de restricdo (Evered and Robinson, 1981). A ANG Il atua em receptores do
tipo AT1, AT2 e AT4, sendo o receptor AT1 o principal mediador nas fungbes do SRA
(Zhuo etal., 1998). A interacdo da ANG Il com o encéfalo pode ser por meio da lamina
terminal, entre o corpo caloso e o quiasma Optico, que carece de barreira
hematoencefalica, no entanto, a sintese de ANG Il ndo € restrita ao sistema periférico
(Vinson et al, 1999). De fato, no encéfalo, neurdnios mostram ter as enzimas
necessarias para a producdo de ANG II, a qual é liberada como co-transmissore em
neurdnios em diferentes estruturas encefalicas (von Bohlen und and Albrecht, 2006). A
ANG Il pode ser convertida em Angiotensina Il (ANG Ill) e posteriormente em
Angiotensina IV (ANG 1V) para depois ser degradada (Wright etal., 1995). A ANG | é
considerada inativa e a ANG Il e a ANG Il sdo agonistas de alta afinidade dos
receptores AT1 e AT2 (Phillips and Sumners, 1998). A ANG IV tem baixa afinidade
pelos receptores AT1 e AT2, mas uma alta afinidade e especificidade pelo receptor AT4

(von Bohlen und, 2003).
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{ Angiotensinogénio (400AA) |

Sintese de Angiotensina e algumas das suas principais funcbes (Adaptado de Vieira R, 2003. Equilibrio
hidro-eletrolitico e &cido-basico, Em: Fundamentos de Bioquimica).

Tem sido demonstrado que a ANG Il participa como modulador em processos de
consolidacdo e evocacdo da memoria. Farmacos usados para o controle da pressdo
arterial elevada como o Losartan (antagonista AT1) ou inibidores da ECA estdo
associados com melhoras cognitivas, particularmente em memoria, em pacientes adultos

com acidentes cérebro-vasculares (Ciobica et al., 2009).

A administracdo intracerebroventricular de ANG Il imediatamente apds o treino de uma
tarefa de esquiva inibitoria em ratos tem um efeito facilitatorio sobre a consolidacdo da
memoria (Georgiev et al., 1988). Efeitos facilitatorios também foram encontrados com
a administracdo sisttmica de ANG Il em caranguejos Chasmagnathus na consolidacéo
de um CAC (Delorenzi et al., 1996). No entanto, a administracao restrita a regido CAl
do hipocampo de ANG Il tem um efeito amnéstico e dose dependente na esquiva

inibitoria em ratos (Kerr et al., 2005a). Experimentos eletrofisiologicos tém mostrado
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um efeito inibitério da ANG Il na inducdo da LTD (Wright et al., 2002), resultado que
poderia estar associado aos efeitos amnésticos na consolidacdo de tarefas emocionais e

espaciais.

Em uma interessante série de experimentos, Frenkel e colaboradores (2010a) mostraram
que o antagonista inespecifico Saralasina gerava um efeito de memoria latente no
Chasmagnathus durante a consolidacdo de uma memoria aversiva. Nesse caso o efeito
da Saralasina se mostrava como amnéstico. No entanto, aumentos nos niveis de ANG Il
por meio de um estimulo natural (restricdo de agua) durante uma sessdo de reativacao,
recuperava a memdria e voltava a se expressar normalmente. No mesmo trabalho a
ANG 11 foi proposta como um modulador da expressdo, mas ndo do armazenamento, da
memodria de longa duracdo. Essa funcdo moduladora na expressdo da memoria poderia
explicar os resultados amnésticos parciais da ANG Il na evocacgdo. De fato, na tarefa de
esquiva inibitdria, o efeito amnéstico da ANG Il pré-teste ndo é perduravel e a memdria

é expressa normalmente em testes posteriores (Bonini et al., 2006).

Em condices fisioldgicas, antagonistas de receptores AT1 como o Losartan, ou AT2
como o PD123319, ndo mostraram ter efeitos na consolidacdo e evocacdo da memoria.
No entanto o antagonista AT2 pode reverter os efeitos deletérios da administracdo local
no hipocampo dorsal de ANG Il (Kerr et al., 2005b). Foi sugerido que a ANG Il poderia
atuar pela ativacdo do fator de transcricdo kappa B (NF-¢B), importante durante o

processo de consolidacdo da memoria (Yehetal., 2002).

Entretanto, a fungcdo da ANG Il nos diferentes processos de memoria ainda ndo é bem

estabelecida, principalmente pelos resultados contraditorios mencionados anteriormente.
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Porém, a maioria dos estudos mostra 0 SRA como um possivel modulador da expressao
da memdria. Recentemente, a ANG Il foi avaliada em modelos de reconsolidagdo com

resultados que reforcam seu papel como modulador enddgeno (Frenkel et al., 2005a).

2.4.2. Dependéncia de Estado

Um dos fendmenos mais interessantes e estudados dentro dos mecanismos enddgenos
que modulam a memdria ¢ a de “Dependéncia de Estado”. A dependéncia de estado
pode ser definida como a correspondéncia existente entre o estado neuro-humoral
presente durante a formacdo de uma memoria e aquele presente durante a evocacao
(Overton, 1978). Quanto mais similaridade existir entre os dois estados, melhor sera a

evocacao.

As memdrias sdo adquiridas sob diferentes estados enddgenos, que podem ser
traduzidos em niveis ou concentracBes de hormdnios e sustdncias neurotransmissoras
como a dopamina, a noradrenalina, a serotonina e a beta endorfina (Izquierdo et al.,
1988). O papel fundamental desses moduladores é facilitar a formacdo de memorias.
Um desequilibrio nesse estado enddgeno poderia significar mudancas na forma na qual

a memoaria é consolidada ou inclusive inibir a sua formacao (lzquierdo etal., 1979).

E importante ressaltar que durante eventos emocionalmente significativos, aumenta a
liberacdo de adrenalina e corticoides (Schelling, 2002). Esses, ndo apenas permitem
uma melhor consolidacdo desses eventos, como também podem facilitar a evocacgdo de
outras experiéncias que foram adquiridas com o mesmo estado enddgeno (Roozendaal,

2002). Uma forma simples de explicar o fendbmeno é por meio dos estudos com
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pacientes depressivos. Tem sido observado que pacientes depressivos que aprendem
tarefas durante esses episddios, podem evocar melhor a informacdo quando estdo
novamente nesse mesmo estado (Wolf et al., 2004). Além disso, durante o episodio
depressivo, eles tém uma tendéncia a recuperar um maior nimero de memodrias
associadas a eventos estressantes ou de acontecimentos negativos (Holland and
Kensinger, 2010). Dessa forma, os pacientes depressivos aprendem sob um estado
endogeno particular que pode ser necessario no futuro para evocar a memdria
satisfatoriamente. Sem duvida, a dependéncia de estado representa uma funcédo
adaptativa bastante importante, permitindo que informacdes endégenas atuem como
dicas internas para a evocacdo da memoria. Distor¢bes deste fenbmeno podem ser
encontradas em condicfes clinicas como o Transtorno de P&nico, onde estimulos
internos podem gerar respostas de medo quando associadas a eventos aversivos (Jacobs

and Nadel, 1999).

A correspondéncia neuro-humoral entre aquisicdo/consolidacdo e evocacdo poderia
explicar o fendmeno de memoria latente, encontrado com a Saralasina nos experimentos
em caranguejos sobre o SRA e memoria. Uma memdria poderia ficar latente se os
estimulos externos e neuro-humorais ndo sdo apresentados. Nesse caso a memdria

existe, mas ndo pode ser evocada por ndo se estabelecer a correspondéncia enddgena.

Uma das tarefas mais usadas para o estudo da dependéncia de estado é a esquiva
inibitoria. Nessa tarefa, o aprendizado induz mudancas neuro-humorais que vao ser
persistentes no periodo pos-treino, e, consequentemente, modular o armazenamento da
memoria (Bracs et al., 1984;0gren, 1986). Entre elas, estdo a hipersecrecdo periférica

de epinefrina e norepinefrina, aumento da liberacdo de dopamina, norepinefrina e f3-
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endorfina no encéfalo e a liberacdo do hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH)
(Bammer, 1982). Essas mudancas que atuam como moduladores da formacdo da
memoria tém sido menos estudados durante as sessdes de teste. No entanto, acredita-se
gue sdo menores que aquelas que ocorrem poOs-treino, mas reproduzem
consideravelmente o estado neuro-humoral presente durante o aprendizado(Ahlers et al.,

1991).

A administragdo sistémica pre-treino de ACTH, B-endorfina ou epinefrina, facilita o
armazenamento da memoria de tarefas aversivas. No entanto, quando administradas
pos-treino, de forma dose dependente, podem induzir um efeito amnéstico. Quando a
administracdo pos-treino € acompanhada pela administracdo pré-teste dos mesmos
farmacos e nas mesmas doses, o efeito amnestico desaparece (lzquierdo, 1980;lzquierdo
and Dias, 1983). Esses experimentos reproduzem fielmente o fendmeno de dependéncia

de estado.

A dependéncia de estado tem sido estudada em diferentes sistemas de neurotransmisséo,
como o glutamatérgico (Sepehrizadeh et al., 2008), dopaminérgico (Zarrindast and
Rezayof, 2004) e opidide (Homayoun et al., 2003). Além disso, a dependéncia de estado
em tarefas aversivas parece envolver diferentes estruturas encefalicas como a amigdala
(Rezayof et al., 2009), hipocampo (Rezayof et al., 2007a), area tegmental ventral
(Darbandi et al., 2008) entre outras . Provavelmente, as mudangas neuro-humorais
produzidas durante a formacdo da memdria e posteriormente necessarias no teste,

ocorremem mais de uma estrutura simultaneamente.
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E importante ressaltar que a dependéncia de estado ndo é um fendmeno exclusivo de
memdrias aversivas. De fato, podemos encontrar experimentos na literatura onde €
avaliada a dependéncia de estado em tarefas espaciais como o Labirinto Aquatico de

Morris (Nakagawa et al., 1995).

Uma das ferramentas farmacolégicas mais utilizadas no estudo da dependéncia de
estado é a administracdo de agonistas opidides como a Morfina, tanto local como
sistemicamente. Neste trabalho decidimos investigar o sistema opidide como possivel

indutor de dependéncia de estado sobre a reconsolidacdo da memoria.

2.4.2.1. Sistema Opidde e Memdria

Os farmacos opidides sdo geralmente usados na intervencao clinica de doencas como a
dor crbnica (Lipp, 1991). No entanto, estdo associados ao desenvolvimento de

tolerancia e dependéncia (Kosten, 1990).

Os receptores para 0s opidides estdo associados com a proteina G, sendo classificados
emreceptores p, g € Kappa. O receptor ORL1 tem sido sugerido também na ligagdo dos

opioides (Fawzi etal., 1997; Harrison et al., 1998).

A morfina liga-se ao receptor L, que por sua vez estd acoplado a uma proteina G
inibitoria (Gi), quando ativada, diminui a fosforilacdo induzida pelo AMPc. Também
inibe canais de célcio e conjuntamente, ativa canais de potassio favorecendo a

hiperpolarizacdo da célula (Wagner J. and Chavkin Cl, 2002). Esse efeito inibitorio se
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mostra como o principal mecanismo para explicar os efeitos amnésticos da morfina

sobre a consolidacdo da memoria.

O sistema opidide tem sido sugerido como fundamental em processos de modulagédo da
memodria, principalmente em situacdes de estresse elevado como aqueles produzidos
durante tarefas aversivas como a esquiva inibitéria e o CAC (lzquierdo I, 2011). A
administracdo pré ou pés-treino de agonistas opidides prejudica o armazenamento de
memdrias aversivas, enquanto a administracdo de antagonistas a favorece. No caso da
administracdo de morfina pré ou pos-treino, o efeito amnéstico pode ser revertido pela
administracdo pré-teste da mesma dose de morfina ou de doses muito parecidas (Shiigi
and Kaneto, 1990). O fenbmeno de dependéncia de estado gerado pela Morfina é
independente dos efeitos motores caracteristicos dos agonistas opidides e da influéncia

na ansiedade (Patti et al., 2006).

A dependéncia de estado causada pela morfina parece envolver o sistema
glutamatérgico, uma vez que a administracdo de antagonistas do receptor NMDA na
amigdala central, como o AP-5, bloqueia a indugdo do fendmeno (Ardjmand et al.,
2011). Adicionalmente, outros estudos tém mostrado que o MK-801 potencializa o
efeito amneéstico gerado pela Morfina (Zarrindast et al., 2006a). A administragdo de
morfina pode mudar a expressdo da subunidade NR2B no sistema limbico e o cortex
frontal, que poderia indicar que o farmaco atua diretamente na plasticidade neural
(Johansson et al., 2010). Essas interacfes também se mostram importantes no fenémeno

de dependéncia a opioides.
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E importante mencionar que opidides endégenos participam naturalmente em diferentes
fases da memodria, entre eles podemos encontrar as endorfinas, encefalinas e a dinorfina.
Esses peptideos, como no caso da morfina, tem um efeito amnéstico sobre a memoria
guando administrados pré ou pos-treino (Jafari et al., 2006). No entanto, esse efeito é
revertido pela administracdo pré-teste nas mesmas doses, demonstrando sua funcdo na
dependéncia de estado endégena (Zarrindast et al., 2006¢). Uma parte consideravel do
conhecimento sobre a funcdo dos opidides end6genos na dependéncia de estado séo
produto de estudos usando a esquiva inibitdria e administracdes locais na regido CA1 do

hipocampo (Houghoghi et al., 2009; Jafari-Sabet and Jannat-Dastjerdi, 2009).

Além da morfina, nicotina (Peters and McGee, 1982), cafeina (Kelemen and Creeley,
2003), canabindides (Zarrindast et al., 2006b), etanol (Rezayof et al., 2007b), litio
(Zarrindast et al., 2007), muscimol (Jafari-Sabet and Jannat-Dastjerdi, 2009) e
midazolam (Sanday et al., 2012) podem gerar dependéncia de estado em condi¢Bes
experimentais especificas. Neste trabalho também sugerimos a ANG Il tanto produzida
endogenamente, como quando administrada exogenamente, como indutor de

dependéncia de estado por meio da reconsolidagdo da memoria.

2.5. Reconsolidacédo da Memoria

Com o ressurgimento dos estudos sobre reconsolidacdo,com os trabalhos do Nader e
LeDoux, uma nova porta se abria para a modificacdo de memorias fora da janela de
consolidagcdo por meio da evocacdo. Mais importante ainda, foi resgatada a natureza
flexivel da memodria e estabelecido um novo paradigma que domina atualmente a

pesquisa na area. Junto com as novas evidéncias da existéncia desse fen6meno,
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surgiram diferentes perguntas: qual seria a fungdo da reconsolidacdo? Que memdrias
teriam esta propriedade? Que mecanismos moleculares estavam associados ao processo
e quais diferencas poderiam existir em relacdo com aqueles mostrados durante a
consolidacdo? Com o tempo, uma boa parte dessas perguntas tem sido respondidas e
outras ainda permanecem a espera. Nesta secdo descreveremos as principais
caracteristicas da reconsolidacdo para depois centrar nossa atencdo na sua possivel

fungdo bioldgica.

2.5.1. Reconsolidacgdo vs Extin¢éo

Uma questdo metodoldgica importante da reconsolidacdo é saber quando a reativacao,
induzida geralmente pela apresentacdo do estimulo condicionado (EC), por exemplo o
contexto no CAC ou um tom em condicionamentos aversivos a estimulos discretos,
permitiria que a memoria entrasse de fato no processo de reconsolidacdo e ndo em um
de extincdo (Inda et al., 2011). Essa distincdo permite saber quando um tratamento
farmacolégico pode estar afetando o traco de memoria original ou um novo traco
paralelo produto da extingdo. Diferentes abordagens comportamentais permitiram
estabelecer que o tempo de reativacdo pode ser crucial para determinar o caminho que
vai seguir a memaria (Perez-Cuesta and Maldonado, 2009;Schiller and Johansen, 2009).
Reativagfes curtas ativam mecanismos de degradacdo protéica associados com o
processo chamado de “labilizacdo” que permitiria a memoria voltar para um estado labil
e suscetivel a modificagdes, precisando posteriormente uma estabilizacdo que seria a
reconsolidacéo propriamente dita (Bevilaqua et al., 2008). No caso das reativacOes de
longa duracdo, é gerado um processo de extincdo que envolve um novo aprendizado que

permite o estabelecimento de circuitos inibitorios que tem por funcdo suprimir a
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atividade da memoria original (Izquierdo et al., 2004). Dessa forma, a memoria da
extincdo é expressa no comportamento, mas coexiste com a memoria aversiva prévia.
Diferentes tempos sdo usados para as reativacOes de curta duragdo e 0s protocolos
mudam de acordo com a padronizacdo da reconsolidacdo em cada laboratério. No
entanto existe consenso sobre algumas caracteristicas da reconsolidacdo que séo
independentes do protocolo experimental. Tem sido demonstrado que o tempo de
reativacdo para memdrias remotas é maior que aqueles usados em memérias recentes
(menos de 30 dias) (Frankland et al., 2006). De fato, esses tempos sdo mais similares
com aqueles usados para induzir a extin¢do. Esse fendmeno parece estar associado com
a dificuldade manifestada por memorias muito antigas para serem labilizadas,
provavelmente por uma razio adaptativa: as memorias que perduram toda a vida (em
humanos anos ou décadas, em ratos meses) poderiam ser muito importantes para o

organismo e a sua estabilidade constante é favorecida.

Com tudo, os resultados mais esclarecedores que permitem diferenciar os processos de
reconsolidacdo e extincdo sdo produto de experimentos farmacoldgicos, principalmente
mediante a infusdo local ou sistémica de inibidores de sintese protéica (Suzuki et al.,
2004a). Contrario ao processo de extingdo, tratamentos que visam inibir o processo de
reconsolidacdo tem um efeito amnéstico persistente (Duvarciand Nader, 2004). Ou seja,
a memdria ndo sofre recuperacdo espontdnea ou renovacdo, resultado que permite

concluir, que a modificacdo foi sobre o traco de memdria original.

Adicionalmente, recentes estudos mostraram que existem mecanismos moleculares
especificos que sdo ativados quando uma memaria entra em processo de reconsolidacéo,

ou quando comeca se estabelecer a extingdo. De la Fuente e colaboradores (2011)
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encontraram que uma reativacdo de curta duracdo, que induz o processo de
reconsolidacédo, aumenta a atividade do fator de transcricdo NF-kB no hipocampo dorsal
de camundongos. No entanto, com uma reativacdo de longa duracdo, que induz a
extingdo da memoria, a calcineurina fosfatase inibe NF-xB. A administracdo de

inibidores do NF-kB facilita a extincao.

2.5.2. A idade e forca da memoria

Como mencionado anteriormente, memorias muito antigas podem ser resistentes aos
protocolos que induzem a labilizacdo da memoria. Porém, memodrias muito fortes
podem ser também resistentes. Wang e colaboradores (2009), usando um
condicionamento aversivo ao som, mostraram que uma caracteristica das memorias
fortes é a diminuicdo de receptores NMDA contendo a subunidade NR2B na amigdala.
Essa diminuicdo poderia ocasionar numa perda da flexibilidade e plasticidade neural
que ndo permitiria a modificacdo do circuito onde a memoria foi armazenada. Dessa
forma, a memdria seria resistente a labilizacdo. Como no caso de memdrias antigas,
memdrias fortes poderiam ser muito importantes para 0 organismo, permitindo o
estabelecimento de mecanismos para impedir sua modificacdo. Estudos tém mostrado
que memdrias fortes ou antigas poderiam ser labilizadas quando a reativacdo €
concomitante com a presenca de estimulos que representam novidade (Robinson et al.,
2011). Finalmente, o fato de certos tipos de memdrias ndo entrarem no processo de
labilizacdo poderia responder a pergunta se a reconsolidacéo € igual a evocagdo. Como
foi mostrado acima, a evocacdo de uma memoria pode ser independente da sua
labilizacdo. Memdrias muito fortes ou antigas podem ser evocadas normalmente sem

necessidade de serem reconsolidadas.
33



2.5.3. Aspectos Anatomo-Funcionais da reconsolidacdo da memdria

A amigdala tem sido amplamente estudada na aquisicdo, consolidacdo, evocagdo e
reconsolidacdo de memdrias aversivas, principalmente por meio de condicionamentos
aversivos a estimulos discretos (Wang et al., 2005;Debiec et al., 2010;Agren et al.,
2012). E bem estabelecido que a administracdo de blogueadores de sintese protéica na
amigdala basolateral pode inibir o processo de reconsolidacdo (Duvarci et al., 2008). No
caso do CAC o mesmo resultado é produzido com a administragdo na regido CAL do
hipocampo dorsal (Debiec et al., 2002). Em memorias de reconhecimentos de objetos, 0
hipocampo dorsal participa tanto da consolidagdo como da reconsolidagéo da tarefa
(Rossato et al., 2007a). No entanto, padrdes diferentes na sinalizacdo da cinase
reguladora de sinalizacdo extracelular (ERK) s&o encontrados nos dois processos (Kelly
et al., 2003a). No caso da esquiva inibitoria, a administracdo de inibidores de sintese
protéica no hipocampo parece afetar a consolidacdo, mas ndo a reconsolidacdo da
memoria (Cammarota et al., 2004). Em condicionamentos aversivos ao gosto, o cortex
insular e amigdala parecem atuar diferencialmente durante a consolidacdo e

reconsolidacdo da memdria (Garcia-Delatorre et al., 2010).

2.5.4. Aspectos Neuroquimico-Farmacoldgicos da reconsolidacdo da memdria

Um numero consideravel de evidéncias mostram que molecularmente, a consolidagdo e
a reconsolidagdo sdo processos parecidos, mas ndo idénticos. Baseado em estratégias de

inibicdo com RNA antisense, tem sido demonstrado que a expressdo do fator de
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transcricdo C/EBPP no hipocampo ¢ seletivo durante a aquisi¢do ou reconsolidagao da
esquiva inibitoria (Milekic et al, 2007). Similarmente, a expressao de BDNF no
hipocampo dorsal, mas ndo de Zif268, parece aumentar seletivamente durante a
consolidagdo do CAC, durante a reconsolidacdo acontece ao contrério, sendo o Zif268
mais expresso (Lee, 2008). Usando a mesma tarefa de CAC, a inibicdo de Zif268 na
amigdala prejudica a consolidacdo da memdria (Yasoshima et al., 2006). Esses
resultados sugerem que 0s mecanismos moleculares durante a consolidacdo e a
reconsolidacdo podem ser eventos dissociados com caracteristicas que mudam de

acordo com a estrutura onde acontecem.

Um dos processos mais caracteristicos da reconsolidacdo é a degradacdo protéica
induzida pela reativacdo da memoria. De fato, é o processo pelo qual a memoria é
desestabilizada. Essa degradacdo €é dependente da via proteolitica ubiquitina-
proteassoma (Kaang et al., 2009). Os niveis de proteina poliubiquitinilada aumentam
apos a reativacdo do CAC nos sinaptossomos, sinalizando a degradacdo protéica.
Aproximadamente 6h ap0s a reativagcdo, os niveis de proteinas voltam para o estado
basal, tempo que hipoteticamente coincide como final da reconsolidagdo. Um dos alvos
da degradacdo sdo as proteinas cinases associadas Shank e Guanilato (GKAP) que
permitem a estabilidade do citoesqueleto celular. No entanto, as proteinas do complexo
pos-sindptico 95 (PSD-95) que modulam a dindmica de receptores na membrana nao
sdo degradadas (Kaang and Choi, 2011). A desestabilizacdo da GKAP e preservacao da
PSD-95 apOiam a hipOtese de uma reorganizacdo das sinapses por meio da reativacéo,
mas ndo a modificacdo ou desaparecimento total das mudangas previamente

estabelecidas pelo aprendizado original.
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Outra gquestdo importante é se a reconsolidacdo precisa de sintese protéica no soma
celular, ou a traducdo de proteinas por meio de ARNmM presente nos dendritos seria
suficiente. Recentes resultados mostraram que a reconsolidacdo de memdrias aversivas
ativa preferencialmente a tradugdo de proteinas dendriticas (Mileusnic et al., 2005),
esses resultados também foram apoiados por outro estudo que mostra que a estabilidade
da memoria apOs a reativacdo precisa de sinteses protéica, mas ndo de sinteses de
ARNmM (Parsons et al., 2006). Contudo, o papel principal da sintese de proteinas nos

dendritos na reconsolidacdo ainda ndo esta totalmente elucidado.

Fatores de transcricdo (como a proteina ligante do elemento de resposta ao AMPc
(CREB) ou 0 NF-kB) aumentam ap0s a reativagdo da memoria, e a sua inibicdo no
hipocampo, na amigdala ou no cértex prefrontal pode prejudicar a reconsolidacdo em

testes de condicionamento aversivo (Miller and Marshall, 2005; Tronson et al., 2012).

A fosforizacao dos diferentes fatores de transcricdo é dependente de proteinas cinases.
A ERK e a proteina cinase A (PKA), sdo de particular interesse pelos efeitos
reguladores na transcricdo da CREB e NF-kB (Tronson and Taylor, 2007). A ERK se
mostra necessaria na reconsolidacdo de memdrias aversivas auditivas (Duvarci et al.,
2005), reconhecimento de objetos (Kelly et al., 2003b) e condicionamentos de
preferéncia de lugar (Girault et al., 2007). Por outro lado, a funcdo da PKA parece
restrita a reconsolidacdo de memorias aversivas auditivas e a sua inibicdo na amigdala
basolateral gera a perda da memdria. Efeito oposto é encontrado com ativadores da
PKA que tem um efeito facilitatorio no processo de reconsolidacdo (Tronson et al.,

2006).
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Dentro dos genes de ativacdo imediata, o Zif268 e o c-fos sdo ativados na amigdala e no
nlcleo accumbens apos a reativacdo da memoria do CAC (Hall et al., 2001). Na regia
CAL1 do hipocampo, c-fos, JunB mas ndo c-Jun ou JunD, sdo ativados apos a reativacéo

a memoria (Strekalova et al., 2003).

Outras proteinas como a citosina interleucina 1a sofrem uma diminuicéo entre 2 e 24h
apo6s o aprendizado do CAC, mas sua expressao aumenta 2h depois da evocacdo da
tarefa, mostrando que atua em dire¢bes contrarias em diferentes fases da memdria
(Barnes et al, 2012). Mudancas no nivel de subunidades de receptores, como a
produzida pela endocitose da subunidade GLUR2 do receptor AMPA no hipocampo
apos a reativacdo, estd associado com as fases inicias do processo de reconsolidagdo
(Jarome et al., 2012). Canais de calcio dependentes de voltagem do tipo L (LVGCC)
também tém sido implicados no processo de labilizacdo (Suzuki et al., 2004b). De fato,
a sua inibicdo com o farmaco nimodipina, impede tal processo e conseqlientemente a

entrada da memdria no estado ativo.

Atualmente temos um numero consideravel de estudos disponiveis na literatura sobre 0s
mecanismos moleculares da reconsolidacédo e as principais estruturas onde ocorrem. No
entanto, o conhecimento acerca de sua funcéo bioldgica ainda é limitado. Esse tema sera

abordado na seguinte segéo.

2.6. Funcdo Biologica da Reconsolidagdo

Trés hipOteses sobre a funcdo bioldgica da reconsolidacdo sdo predominantes: o

fortalecimento, a manutencdo da precisdo e a atualizacdo da memoria. Em conjunto
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representam perfeitamente a natureza flexivel da memoéria e a oportunidade que a
reconsolidacdo traz para a modificacdo de memdrias previamente adquiridas. Neste

trabalho, a hip6tese da atualizacdo serd nosso foco.

2.6.1 Fortalecimento

Nem sempre novos aprendizados sdo produto de apenas uma sessdo de treino. Por
exemplo, no Labirinto Aquético de Morris, a memdria da localizacdo da plataforma é
formada pela exposicdo do animal a diferentes dias de treino. O conjunto das diferentes
sessdes permite que uma memdria espacial seja formada. O aprendizado em cada sessdo
serd mediado por um processo de consolidacdo? Em outras palavras, a tarefa é produto
de varias consolidacGes ao longo do aprendizado? Algumas evidéncias t¢ém mostrado
que as diferentes sessdes de aprendizado que compéem uma tarefa podem envolver

mecanismos de consolidacdo, no entanto, existe outra possivel explicacao.

Jonathan Lee (2008) usando um CAC mostrou que o resultado final de dois dias de
condicionamento é produzido por meio da reconsolidacdo. Durante uma segunda sessao
de aprendizado, a memdria proveniente da primeira sessdo € labilizada, permitindo a
incorporagdo de novas informacdes, nesse caso, fortalecendo a memodria. A infuséo de
um antisense para Zif268 no hipocampo dorsal ap6s o segundo aprendizado tem um
efeito amnéstico na memoria, resultado que ndo é evidenciado com a infusdo do
antisense para BDNF. Se o segundo aprendizado € totalmente diferente, o aintisense
para BDNF tem efeito amnéstico. Como j& mencionado, BDNF se mostra como um
marcador de processos de consolidagao e o Zif286 da reconsolidacéo. Finalmente, neste

experimento fica claro que ndo somente a presenca de novidade pode induzir a
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labilizacdo da memoria, também outra sessdo de aprendizado pode ser um estimulo
suficientemente saliente para disparar o processo de reconsolidacdo. Esses achados
representam uma nova forma de entender como as memorias podem ser fortalecidas por
novas sessbes de aprendizado e possiveis mecanismos que permitem a acumulacdo

progressiva de conhecimentos.

2.6.2. Precisao

Uma estratégia para evitar o esquecimento é a utilizagdo ou evocacdo periddica de
aquilo que aprendemos. Recentemente em nosso laboratdrio, foi sugerida que a
reconsolidagdo seja um mecanismo para manter a precisdo da memoria. Uma
caracteristica da memoria ¢ a “generalizacdo”, termo usado para descrever o processo
pelo qual uma memdria com o tempo vai perdendo os detalhes. Por exemplo, ainda
poderiamos lembrar o que aconteceu em nosso aniversario passado, no entanto, a
informac&o sobre 0 evento € incompleta. Provavelmente sera dificil lembrar quem ligou
para dar os parabéns ou quem estava presente durante a comemoracdo, dessa forma
temos uma memoria genérica do nosso aniversario, onde os detalhes sdo perdidos, mas
a esséncia ainda existe. A generalizacdo ocorre com mais forca quando o tempo entre
aquisicdo e evocacdo aumenta, de fato, estd associada também ao processo de
consolidagdo sisttmica. No momento que a memoria deixa o hipocampo, os detalhes
parecem que sdo perdidos. De Oliveira Alvares e colaboradores (2012) mostraram que
diversas reativacOes entre o treino e o teste preveniam esse processo de generalizagéo.
De fato, as reativagdes periodicas permitiam que a meméria continuasse dependente do

hipocampo, resultados que ajudam entender como o processo de reconsolidacdo poderia
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manter as memorias importantes detalhadas e a relevancia da reativa¢do na manutencéo

de informacdes armazenadas.

2.6.3. Atualizacdo

Nossos aprendizados podem estar baseados na modificacdo de aprendizados prévios,
além disso, estamos em ambientes com permanentes mudancas onde memorias fixas
seriam pouco favoraveis. Por exemplo, podemos ter um caminho determinado para
chegar da casa ao nosso trabalho, se esse caminho é modificado, parece pouco pratico
fazer uma nova memdria com essas mudancas juntas, nesse caso € mais eficiente
simplesmente atualizar a memdria prévia com as novas informagdes. Dessa forma o
encéfalo simplifica o0 processo e evita a formacdo de memdrias com informacéo

repetida, utilizando um trago pré-existente.

Tem sido mostrado que a presenca de novidade durante a reativacdo poderia ser o
principal fator que induz a labilizagdo da memdria e posterior reconsolidacdo (Robinson
etal., 2011). De fato, a maioria das metodologias avaliando a atualizagdo estdo baseadas
na reativacdo e a simultdnea apresentacdo de alguma informacdo nova que vai ser

incorporada na memoéria (Kryukov, 2008).

Em um dos estudos mais representativos sobre a atualizacéo, Lee (2010) mostrou que a
apresentacao de um choque durante a reativacdo de uma memdria contextual, permitia
atualizar o contexto com a informagdo aversiva e gerar um condicionamento aversivo
contextual. Neste mesmo artigo, foi proposto o papel seletivo do Zif268 na

reconsolidacdo e do BNDF na consolidacdo da memoria. A inibicdo com antisense do
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Zif268 no hipocampo dorsal, apds a reativacdo da memdria contextual, tinha um efeito
amneéstico, mas esse efeito ndo foi promovido pelo antisense para BDNF onde o choque
atualizoua memoria do contexto. Com esse resultado foi possivel concluir parcialmente
que o estabelecimento do condicionamento era por meio da atualizacdo do trago

contextual e mediante mecanismos de reconsolidacao e ndo de consolidacéo.

Outra forma de atualizacdo e com grandes implica¢Ges clinicas surgiu dos experimentos
de Monfils e colaboradores (2009). Usando um condicionamento aversivo ao som,
animais passaram por uma sessdo de reativagdo com uma breve apresentacdo do
estimulo condicionado (ES), 10min, 1h, 6h ou 24h apds a reativacdo, os animais foram
submetidos a um protocolo de extingdo. Animais com extingdo 10min e 1h apos a
reativagdo ndo apresentaram nem recuperacdo espontanea, nem renovacdo da resposta
em testes subsequentes. Os resultados séo interpretados como a atualizagdo do traco da
memoria original com a informacdo da extingdo. Em comparacao, a extin¢do feita fora
da janela de reconsolidacdo se comporta como uma nova memoria e com o tempo a
memoria original do condicionamento volta se expressar. Esses resultados ainda ndo
conseguiram ser replicados satisfatoriamente (Ishii et al., 2012). No entanto, protocolos
similares em humanos mostrou resultados consistentes (Schiller et al., 2010; Oyarzun et

al., 2012).

A atualizacdo também foi demonstrada na tarefa de reconhecimentos de objetos, onde a
reconsolidac@o s pode ser induzida pela apresentacdo de um estimulo novo durante a
reativacdo (Rossato et al., 2007b). A administracdo intra-hipocampal de anisomicina
ndo tem efeito quando a memoria é reativada nas mesmas condi¢Bes do treino. No

entanto, na presenca de um objeto familiar e um novo objeto, a memdria é
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desestabilizada e vulneravel aos efeitos da anisomicina. Neste caso a memoria €
desestabilizada para permitir a incorporacéo da informacéo proveniente do novo objeto.
Estudos com outras tarefas espaciais também conseguiram mostrar a funcdo da

atualizacdo por meio da reconsolidacdo (Rodriguez-Ortiz et al., 2008).

O papel da atualizagdo em memoérias remotas ainda ndo é conclusivo. Tse e
colaboradores (Tse et al., 2007; Tse et al, 2011) tem estudado amplamente o0s
“esquemas”, representacdes corticais de conhecimentos previamente adquiridos.
Quando um novo aprendizado segue as mesmas regras de outros antigos, esse novo
aprendizado pode ser incorporado nessas representacfes corticais muito mais rapido em
comparagdo com um aprendizado totalmente novo. O novo aprendizado coerente com o
conhecimento prévio € brevemente dependente do hipocampo. De fato, a lesdo do
hipocampo 48h depois do treinamento ndo interfere com a evocagdo. Esses estudos
ainda ndo tém uma relacdo direita com a reconsolidacdo, no entanto poderia ser um bom
modelo para estudar a atualizacdo de memorias remotas em estruturas corticais,
principalmente porque a incorporacédo de novas informacGes no esquema provavelmente
envolve a labilizacdo da meméria. Além disso, emergem interessantes questdes acerca
da interacdo entre hipocampo e o cértex. Por exemplo, qual seria o efeito da infusdo do
Zif268 no hipocampo dorsal apds o aprendizado que vai ser incorporado no esquema?
Poderia inibir a incorporacdo da nova informagdo? Seriam entdo os esquemas produto

da atualizacdo por reconsolidacdo?

De forma geral, a maioria dos estudos que avaliam a atualizacdo da memdria usam
novas informacOes para serem incorporadas e mudancgas contextuais. Os trabalhos

citados anteriormente de Lee e Monfils sdo os Unicos que envolvem uma atualizacéo
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emocional da memoria. Neste trabalho, decidimos investigar se estados internos ou
neuro-humorais poderiam atualizar o contetdo da memoria. Um estado interno alterado
durante a reativacdo cumpre o requisito de estimulo novo que pode induzir a labilizacéo
e a subseqiiente reconsolidagdo. Essa incorporacdo endogena de informagdes permitiria
que, posteriormente na evocacdo, a presenca do mesmo estado interno fosse, por

exemplo, necessario para uma adequada recuperacao.

2.6.3.1. Atualizacdo ou Novo Aprendizado?

Uma das primeiras criticas, e ainda persistente, ao processo de atualizacdo por
reconsolidagdo, é se na verdade esta acontecendo a incorporacdo de novas informagdes
dentro de um traco de memoria prévio, ou as informacdes novas poderiam ser
associadas a primeira memoria e gerar um condicionamento de segunda ordem (Moore
and Roche, 2007). Para controlar esta variavel, os pesquisadores usam diferentes
ferramentas para mostrar que a atualizacdo € mediada pela reconsolidacéo, entre elas, a
nimodipina mencionada anteriormente. Quando a nimodipina é administrada antes da
sessao de reativagdo, o animal consegue evocar normalmente a memoria, mas impede a
labilizacdo, consequentemente ndo se observa atualizacdo nenhuma. Foi verificado que
a nimodipina ndo afeta a consolidagdo da memdria, deixando aberta a oportunidad e para
que eventuais novos aprendizados sejam estabelecidos durante a reativacdo (Suzuki et
al., 2004c). Outra possibilidade é infusdo local do inibidor de proteossomos Clasto-

Lactacistina-p-lactona (B-lac) (Lee, 2010).
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2.7. Modulacdo Enddgena da Reconsolidacdo

E l6gico pensar que igual que ao processo de consolidacdo, a reconsolidacdo da
memoria tem seus proprios mecanismos de modulagdo enddgena, no entanto, sdo
poucos os estudos que tem explorado essa area (Akirav and Maroun, 2012). Frenkel e
colaboradores (Frenkel et al., 2005b) usando um modelo de CAC no Chasmagnathus
mostraram que estimulos naturais podem influenciar a reconsolidacdo da memoria.
Nesse experimento, um episddio de restricdo de dgua concomitante com a sessao de
reativacdo pode fortalecer uma memoria fraca. Tal fortalecimento foi mediado pelo
aumento nos niveis de ANG Il no encéfalo. Em estudos posteriores foi sugerida que a
ANG Il,como um possivel modulador endégeno da memoria durante o processo de
consolidacéo e reconsolidacdo, poderia mudar as condi¢cbes na qual a memdria vai ser

expressa no futuro (Frenkel et al., 2010b).

Tendo em conta os poucos estudos sobre os mecanismos de modulacdo endégena da
reconsolidacdo, tentamos responder as seguintes perguntas: seria possivel estabelecer
uma dependéncia de estado por meio da reconsolidacdo? Um estado neuro-humoral
alterado poderia atualizar o conteudo enddégeno da memoria? Esse estado neuro-
humoral alterado poderia ser induzido por meio de estimulos naturais como a restricdo
de agua e também por tratamentos farmacolégicos classicamente usados na dependéncia

de estado?
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O objetivo do trabalho foi investigar a modulacdo enddgena da reconsolidacéo,
induzindo estados neuro-humorais alterados durante a reativacdo por meio de um
estimulo natural (restricio de agua) ou através de uma ferramenta farmacol6gica
classica utilizada no estudo da dependéncia de estado (Morfina). Nos dois casos,
baseamos nossos pressupostos na hipdtese da atualizagdo e a possibilidade de incorporar

novas informagdes enddgenas em uma memoria previamente adquirida.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1. Estudar se uma memdria proveniente do CAC pode ser atualizada com um estado

endogeno induzido por uma restricdo de &gua durante a reativacdo da memoria.

3.2.2. Estudar se a possivel atualizacdo com o estado enddgeno, induzida pela restricéo

de &gua, pode ser prevenida com a inibicdo da labilizacdo da memdria por meio da

administracdo sistémica pré- reativacdo de nimodipina.

3.2.3. Verificar se a infusdo no hipocampo dorsal de ANG Il imediatamente apds a

reativacdo da memoria poderia mimetizar os efeitos da restricdo de agua.
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3.2.4. Estudar se a possivel atualizacdo com o estado enddgeno, induzida pela restricéo
de &gua, pode ser prevenida com a infusdo no hipocampo dorsal do antagonista AT1

Losartan e/ou AT2 PD123319 de ANG Il imediatamente apds a reativacdo da memoria.

3.2.5. Verificar o efeito da atualizacdo com o estado enddgeno, induzida pela restricéo

de agua, em uma memoéria fraca.

3.2.6. Verificar se a possivel atualizagdo com o estado enddgeno induzida pela restricao
de &gua poderia permanecer como uma dica interna e promover a evocacao da memaria

em um contexto novo.

3.2.7. Estudar se a administracdo sisttémica de morfina apds a reativacdo poderia gerar

uma dependéncia de estado por meio da atualizacdo neuro-humoral da memobria.

3.2.8. Estudar se a possivel atualizacdo induzida pela administracdo de morfina pode ser

prevenida pela inibicdo da labilizacdo da memdria (através da administragdo sistémica

pré- reativacdo de nimodipina).
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4. RESULTADOS

4.1. Artigo

Os resultados que fazem parte dessa dissertacdo estdo apresentados conforme o

manuscrito submetido no periddico Journal of Neuroscience o dia 31 de Outubro de

2012.
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Abstract

Some memories enter into a labile state after retrieval, requiring to be reconsolidated in
order to persist. One functional role of memory reconsolidation is to update existing
memories. Particular endogenous states that are concomitant with reconsolidation could
influence the storage and future expression of memory. Here, we explored whether an
endogenous process activated during a natural/physiological experience or
pharmacological interventions can update memory content. Using the Contextual Fear
Conditioning paradigm in rats, we found that endogenous content of memory can be
updated during reconsolidation by natural events such as water deprivation,
transforming a previous memory in a state-dependent memory. This updating is mediate
by Angiotensin ATL1 receptors activation in dorsal hippocampus. Furthermore, local
infusion of human Angiotensin 11 (ANG I1) mimics the water deprivation effects on
memory reconsolidation. The property of endogenous update appears to be a general
memory process, since systemic morphine injection reproduce the same effects obtained
by water deprivation and local angiotensin Il infusion on making a previously acquired
memory state-dependent. These findings trigger new insights about the influence of
daily life events on memory and extend the classical view of endogenous modulation of

memory consolidation.
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Introduction

The classical idea that memories are immutable after consolidation has been challenged.
A considerable amount of evidence has shown that consolidated memories can enter
into a new label/unstable state after retrieval, during which they are again susceptible to
pharmacological and behavioral disruption, requiring a later restabilization process
known as reconsolidation (Duvarci and Nader, 2004). It has been suggested that the
biological function of memory reconsolidation may serve a wider purpose than simply
restabilizing memories previously destabilized during reactivation (Lee, 2010).
Specifically, reconsolidation has been proposed to support memory strengthening (Lee,
2008), updating (Hupbach et al., 2008) and keeping memory precision (de Oliveira

Alvares etal., 2012) .

Recent reports have shown that reconsolidation can be modulated by endogenous
processes activated during natural events like water or sleep deprivation (Shi et al.,
2011;Frenkel et al, 2005a). In the crab Chasmagnathus sp, concurrent water
deprivation improves reconsolidation via endogenous angiotensin and strengthens
memory expression (Frenkel et al., 2005b). In humans, a natural mild stressor like cold
pressor concomitant with memory reactivation, improves long-term expression in a
paradigm of declarative memory (Coccoz et al., 2011). These observations indicate that
new endogenous information may interact with previously acquired memory during
reconsolidation and open the debate about the influences of natural or real life events in

reconsolidation processes.
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The concept of endogenous modulation of memory has significantly influenced research
about the neurobiological mechanisms underpinning memory storage and expression
(Cahill and McGaugh, 1996). Particularly, the state-dependent memory phenomenon
has allowed the establishment of the neurohumoral state influence in different stages of
memory (lzquierdo, 1980). However, this type of endogenous modulation has not been
studied in relation to reconsolidation. We hypothesized that reconsolidation can support
endogenous neurohumoral updating of an established memory and induce the state-

dependent phenomenon as demonstrated upon consolidation.

Here we evaluated whether a particular endogenous state induced by a natural condition
or pharmacological treatments can update the memory content during reconsolidation
and identify its neurobiological mechanisms. To address this question, we used water
deprivation as natural condition or morphine injection in a reconsolidation protocol of

Contextual Fear Conditioning in rats.
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Material and Methods

Subjects. Male adult Wistar rats (270-320 g) from our breeding colony were used.
Animals were housed in plastic cages, four to five per cage, under a 12 h light/dark
cycle and at a constant temperature of 24° C, with water and food ad libitum before
starting the experimental protocols. All experiments were conducted in accordance to
local guidelines for animal care and the project was approved by the University’s Ethics

Committee.

Stereotaxic surgery and cannulae placement. Rats were deeply anesthetized by an i.p.
injection of ketamine/xylazine (75 and 10 mg/Kg, respectively) and bilaterally
implanted with 27-gauge guide cannulae aimed at AP 24.2 mm (from bregma), LL £3.0
mm, DV 1.8 mm, positioned just 1.0 mm above the CAl area of the dorsal
hippocampus (Paxinos and Watson, 1998). After a 1-week recovery from surgery,
animals were submitted to the behavioral procedures. Following the behavioral
experiments, subjects were sacrificed and their brains dissected and preserved in 10%
formaldehyde to verify for cannula position. Only animals with correct cannula

placements were included in the statistical analysis.

Drugs. L-type voltage-gated calcium channels (LVGCCs) antagonist nimodipine and
morphine sulfate from Sigma-Aldrich, were dissolved in sterile isotonic saline with 8%
dimethylsulfoxide (DMSO) to a concentration of 16mg/kg/ml and 7.5mg/kg/ml
respectively and injected subcutaneously (s.c.). Losartan (200uM), PD123319 (200 uM)
and human Angiotensin Il (0.5nmol/side) from Sigma-Aldrich were dissolved in 0.1%

DMSO (pH 7.2) and infused locally in the CA1 region of the dorsal hippocampus.
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Intrahippocampal infusion. At the time of infusion, a 30-gauge infusion needle was
fitted into guide cannulae, with its tip protruding 1.0 mm beyond the guide cannula end
and aimed at the pyramidal cell layer of CAl of the dorsal hippocampus. A volume of
0.5 ul was bilaterally infused at a slow rate (20 ul/h) and the needle was removed only

after another additional 30 sec.

Behavioral procedure. Each experiment consisted of four phases: conditioning,

reactivation, test 1 and test 2 as described below:

Contextual Fear Conditioning (CFC): The conditioning chamber consisted of an

illuminated Plexiglas box, 25x25 c¢m, with a metallic grid floor (Context A). During
training, rats were placed in the chamber for 3 min, received 2 foot shocks (0.7 or 0.4
mA 2 sec) separated by a 30 sec interval, and 60 sec after last shock they were placed

back into their home cages.

Reactivation session: Subjects were reexposed to the Context A without footshocks

during 180 sec for inducing memory retrieval.

For the experiments investigating the effects of natural events during memory
reconsolidation, the experimental group was reactivated under a previously 18 h of
water deprivation. This deprivation was maintained during 6 h after memory
reactivation (Fig. 1a). Control group was not deprived. Depending on the experiment

performed, nimodipine was s.c injected 30 min before the memory reactivation session.
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For the experiments investigating the effects of intrahippocampal Angiotensin I
infusion on memory reconsolidation, animals were infused with human Angiotensin Il

or vehicle immediately after memory reactivation.

For the experiment investigating the effects of intrahippocampal infusion of
Angiotensin Il antagonists in animals under a water deprivation condition, the same
water deprivation protocol was used but, immediately after memory reactivation,
deprivation groups were infused with Losartan, PD 123319 or vehicle. Control groups

were infused with the same drugs without water deprivation.

For the experiment investigating the effects of morphine injection on memory
reconsolidation, animals were s.c injected with morphine or vehicle immediately after

memory reactivation.

Test 1: Animals were tested for 4 min in either context A or a novel context on day 4
depending on the experiment performed. In the experiments with water deprivation,
both experimental and control groups were evaluated without deprivation. Experiments
with intrahippocampal human Angiotensin Il or systemic injection of morphine,
experimental and control groups were injected with vehicle 15 or 40 min pre-test

respectively.

Test 2: Animals were tested for 4 min in either context A or a novel context on day 5,
depending on the experiment performed. In the experiments with water deprivation,
groups reactivated with deprivation were tested with a new water deprivation state. The

time of deprivation was similar to the reactivation session. Control groups were tested
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under the same conditions of test 1 (without deprivation). Animals with
intrahippocampal human Angiotensin Il or systemic injection of morphine during
reactivation received the same drug 15 or 40 min pre-test, respectively. Control groups

were tested with pre-test injection of vehicle.

Open Field Test (OF): The OF chamber consisted in a 50 cm high, 60x40 cm plywood

box with a frontal glass wall and a linoleum floor divided in 12 equal rectangles.
Animals were exposed for 3min and the number of crossings between sectors was

registered. Crossings was considered a measure of motor performance.

Statistical analysis. For between or within-group comparisons was applied Repeated
Measures ANOVA followed of Fisher post-hoc test. In experiments without reactivation
session, test in a novel context and OF test, independent t-test was applied for between
group comparison and paired t-test for within-group comparisons when necessary.

Significance was set at P < 0.05.
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Results
Water deprivation concomitant with memory reactivation can update the

endogenous memory content through reconsolidation

To study the updating of memory content by water deprivation, rats were submitted to
CFC task and 48 h after training the memory was reactivated under water deprivation
state. Twenty-four hours later, animals were tested without water deprivation (test 1)
and retested 24h after under a new water deprivation state (test 2) (Fig. 1a). Repeated
measures ANOVA revealed significant effects of time (F»3s = 6.965, p = 0.002) and
group X time interaction (F23s = 5.017, p = 0.011). Post-hoc analyses showed that the
water deprivation group expressed less freezing levels when compared with the control
group during test 1 (»p < 0.05). Additionally, water deprivation group expressed less
freezing during test 1 when compared with reactivation session (p < 0.001) and test 2
(» < 0.001) (Fig. 2a). This suggests that the information of water deprivation after
memory reactivation was incorporated into memory content and consequently, the
presence of this endogenous information became necessary for adequate memory
retrieval. These results are consistent with the state-dependent memory phenomenon.
Some reports have shown that the presence of neurohumoraland hormonal changes that
occur during or after training can be necessary during retrieval (Izquierdo and Dias,
1983a). Then, it may generate a consistent endogenous state between memory
acquisition/consolidation and retrieval sessions (I1zquierdo and Dias, 1983b). Here, this
consistent endogenous state was established between reconsolidation and the memory
retrieval sessions.

Then, we asked whether the water deprivation effect was dependent of memory

reactivation. No effect of water deprivation protocol was found if the reactivation
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session is omitted between the groups (control group x water deprivation) intest1 (p =
0.615, independent t-test) and test 2 (p = 0.391, independent t-test) (Fig. 2b). These
results suggest that the reactivation session is necessary for the incorporation of new

endogenous information ona previous memory.

If the water deprivation effect on memory reactivation is mediated by reconsolidation
process, then the inhibition of memory labilization should prevent this result. To
address this question, nimodipine was subcutaneously injected 30 min before memory
reactivation. Nimodipine prevents labilization of a reactivated memory during retrieval,
without affecting memory retrieval or storage (Suzuki et al., 2004). Repeated measures
ANOVA revealed significant effects of group x time interaction (Fz64 = 7.961, p =
0.000). Post-hoc analyses showed that the water deprivation group injected with vehicle
expressed less freezing levels when compared with the deprivation group injected with
nimodipine during test 1 (p < 0.05). Similary, water deprivation group injected with
vehicle expressed less freezing when compared with control group injected with vehicle
(»p < 0.05) in test 1. Additionally, water deprivation group injected with vehicle
expressed less freezing during test 1 when compared with reactivation (»p < 0.01) and
test 2 session (p < 0.01) (Fig. 2c). These results confirm that the endogenous memory

update with water deprivation is mediated by the labilization/reconsolidation process.

No effect in motor performance was found between groups in animals with 18h of water

deprivation before the open field test (p = 0.697, independent t-test) (Fig. 2d), showing

that our water deprivation protocol has no effects in motor performance.
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In our knowledge, this is the first evidence that an endogenous state can be incorporated
into a previously acquired memory during retrieval through reconsolidation
mechanisms. This memory is then turned into a state-dependent memory with the

endogenous state acting as an internal cue.
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Figure 1. Schematic Design of water deprivation protocol. Experimental group was water deprived
during 18h previously to memory reactivation session. Six hours after reactivation, the water was
avaliable. In the test 1, animals were evaluated without water deprivation. Six hours after test 1, animals
were again water deprivated. In the test 2, animals were evaluated under water deprivation state. Control
group was not water deprived in any session of the experiment.
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Figure 2. Endogenous memory content can be updated during reconsolidation by natural ewents.
Graphs show percent of freezing time, expressed as mean + SEM. Open field araph show crossing
number. The experimental design is shown in the top of each panel. a, Water deprivation group shows a
significant decrease of memory expression during test 1, this phenomenon is reverted by a new water
deprivation event during test 2. b, Omitting the reactivation session, water deprivation has no effect. c,
Nimodipine injection before reactivation prevents the water deprivation effect on memory
reconsolidation. d, Water deprivation during 18h has no effects in motor performance. Means with

different letters (a or b) are significantly different (p < 0.05) fromeach other. n = 6-11 per group.
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Angiotensin Il and AT1 receptor in dorsal hippocampus mediates the effects of

water deprivation during memory reconsolidation

Central renin-angiotensin system (RAS) plays an important role in osmoregulatoy and
dipsogenic systems (Hazon et al., 1989). The RAS is involved in learning and memory,
but the actual role of angiotensin Il (ANG I1) in this process remains unclear. Dorsal
hippocampus shows high levels of ANG Il and different AT receptor subtypes (Haas et
al., 1980). A recent study has shown that the ANG Il plays an important role in the
future memory expression by acting on consolidation and reconsolidation in crabs
(Frenkel et al., 2005). We hypothesized that the water deprivation effects on memory
reconsolidation could be associated with the increase of Angiotensin Il levels in dorsal
hippocampus. Then, we would expect that the local infusion of ANG Il could be
sufficient to undergo a state-dependent memory. To address this question, rats were
conditioned as previously described and injected with ANG Il after memory
reactivation. The treated group received vehicle 15 min before the test 1 and ANG Il 15
min before the test 2. Control group received vehicle in all sessions of the experiment.
Repeated measures ANOVA revealed significant effect of group X time interaction
(F232=3.567, p = 0.039). Post-hoc analyses indicated that the ANG Il group expressed
less freezing levels when compared with the vehicle during test 1 (p < 0.05), as found
before with a water deprivation protocol. Additionally, ANG Il group expressed less
freezing during test 1 when compared with reactivation session (»p < 0.01) and test2 (p
< 0.05) (Fig. 3a). These results confirm our hypothesis that the effect of water
deprivation during memory reactivation can be supported by the increased ANG Il

levels in dorsal hippocampus.
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To test in which receptor would be responsible for the water deprivation effect on
memory reconsolidation, we infused the antagonist of either AT1 or AT2 receptor in the
dorsal hippocampus. Rats were submitted to CFC and deprivation protocol as described
above. After memory reactivation, either the antagonist of AT1 receptors Losartan, the
antagonist of AT2 receptors PD 123319 or wehicle were infused into dorsal
hippocampus. Test 1 was performed without water deprivation and test 2 under
deprivation state. Control group was not deprived in any session. Repeated measures
ANOVA revealed significant effects of group x drug interaction (F243 = 3.463, p =
0.040), time (F28 = 23.188, p = 0.000), group x time interaction (F g = 8.067, p =
0.000), time x drug interaction (F4g6 = 3.123, p = 0.018) and time x group X drug
interaction (F4g6 = 2.753, p = 0.033). Post-hoc analyses showed that animals with
water deprivation infused with vehicle (p < 0.05) and water deprivation infused with
PD 123319 (p < 0.01) expressed less freezing levels when compared with the
deprivation group infused with Losartan during test 1. Similary, water deprivation group
infused with vehicle expressed less freezing when compared with control group infused
with vehicle (»p < 0.01). The water deprivation group infused with PD 123319 expressed
less freezing levels when compared with control group infused with PD 123319 (p <
0.05). Additionally, water deprivation group infused with vehicle expressed less
freezing during test 1 when compared with test 2 session (p < 0.001) but not when
compared with reactivation session (p = 0.465). The same pattern was shown by the
group with water deprivation infused with PD 123319, expressing less freezing during
test 1 when compared with test 2 session (p < 0.05) but not when compared with
reactivation session (p = 0.946). The water deprivation group infused with Losartan
expressed less freezing during reactivation when compared with test 1 (» < 0.001) and

test 2 (p < 0.05).
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Taken together, these results show that (i) ANG Il infusion in the hippocampus is
sufficient to promote the water deprivation effect, inducing a state-dependent memory;

and (ii) such effect is mediated by the AT1 receptors.
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Water deprivation as internal cue strengthens the expression of a weak memory,

but is not sufficient to induce memory retrieval in a novel context

Previous studies have postulated that interoceptive cues experienced under a given drug
or hormonal state might act as contextual cue for retrieval (Spear, 1978;Riccio and
Concannon, 1981). This conception was consistently confirmed in classical experiment
of state-dependent memory (Bormann and Overton, 1993). If the water deprivation
event works like an internal cue during memory retrieval, this information could
enhance the expression of a weak memory and/or induce retrieval in a novel context
after memory reconsolidation. In order to evaluate these possibilities, two experiments
were performed. First, rats were submitted to a weak protocol of CFC (0.4 mA) and 48
h after, reactivated under water deprivation condition and tested as described above.
Repeated measures ANOVA revealed significant effect of group x time interaction
(F232 = 3.904, p = 0.030). Post-hoc analyses showed that the control group expressed
less freezing levels in test 2 when compared with the water deprivation group (p <
0.05). Additionally, water deprivation group expressed less freezing during test 1 when
compared with test 2 (p < 0.01) (Fig. 4a). This result suggests that water deprivation
state may act like an internal cue during memory retrieval, enhancing the expression of

a state-dependent weak memory.

In the second experiment, rats were submitted to CFC (0.7 mA) on water deprivation

protocol. Training and reactivation were performed in the same context and tests

68



sessions in a novel context. Control groups were not deprived in any sessions of the
experiment. No significant difference was detected in reactivation session (p = 0.837,
independent t-test), test 1 (p = 0.382, independent t-test) and test 2 (p = 0.246,
independent t-test) (Fig 4b). This result shows that the endogenous information as

internal cue is not sufficient to induce memory retrieval in a novel context by itself.
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Endogenous state induced by systemic injection of morphine can update the

memory content during reconsolidation

To assess whether the memory update induced by water deprivation is a general
memory property, we used a different approach to verify if it would render similar
results on memory reconsolidation. Classically, the state-dependent memory has been
evaluated with the pre or post-acquisition injection of different pharmacological agents
and posteriorly, with the pre-test administration of the same drug (Khavandgar et al.,
2002a;Homayoun et al., 2003;Rezayof et al., 2008;Jafari-Sabet and Jannat-Dastjerdi,
2009;Sanday et al., 2012). It is well known that either post-training (Zarrindast et al.,
2007) or pre-test (Colpaert et al., 2001) injection of morphine impair memory.
However, if morphine is injected in both post training and pre test, there is no memory
impairment (Rezayof et al, 2009). This phenomenon is known as morphine state-

dependent learning (Nishimura et al., 1990;Khavandgar et al., 2002).

If previous existing memory can be transformed in a state-dependent memory through
reconsolidation, we predicted that morphine administration after reactivation would
establish the state-dependent phenomenon between reconsolidation and retrieval. To
explore this prediction, rats were submitted to the same conditioning procedure, but
they received morphine (s.c.) injection immediately after reactivation. Animals were
tested with vehicle injected 40 min pre-test 1 and morphine injected 40 min pre-test 2.
Control groups received vehicle in all sessions of the experiment. Repeated measures
ANOVA revealed significant effects of time (F2 36 = 5. 524, p = 0.008) and time x drug

interaction (F23 = 13.607 p = 0.000). Post-hoc analyses showed that morphine group
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expressed less freezing levels when compared with the vehicle group in test 1 (p <
0.05). Additionally, morphine group expressed less freezing when compared with
reactivation session (p < 0.001) and test 2 session (p < 0.001) (Fig. 5a) . Inaccordance
with our previous results upon water deprivation or ANG Il infusion, we found similar
state-dependent effect induced by memory reconsolidation using an exogenous
procedure, suggesting that this endogenous updating is a general memory process.

If the reactivation session is omitted, no significant difference was found during test 1
(p = 0.512, independent t-test), but the pre-test injection of morphine in test 2 showed
the amnestic effect on memory retrieval (p = 0.021, independent t-test) (Fig. 5b).

To confirm that the morphine state-dependent memory effect was mediated by the
reconsolidation process, we used the same protocol described above, but injecting
nimodipine (s.c.) 30 min before memory reactivation. Animals were divided in five
groups: nimodipine pre-reactivation, morphine post-reactivation and vehicle pre-test 1
and 2 (NMVV); wvehicle pre-reactivation, morphine post-reactivation and vehicle pre-
test 1 and 2 (VMVV); nimodipine pre-reactivation, morphine post-reactivation, vehicle
pre-test 1 and morphine pre-test 2 (NMVM); vehicle pre-reactivation, morphine post-
reactivation, vehicle pre-test 1 and morphine pre-test 2 (VMVM); finally a totally
control group that received vehicle in all sessions of the experiment (VVVV). Repeated
measures ANOVA revealed significant effects of treatment (F 4,40y = 11. 535, p = 0.000),
time (F(2,80) = 46.034 p = 0.000) and time x treatment (Fg,s0) = 9. 658, p = 0.000) . Post-
hoc test showed that VMVV and VMVM groups expressed less freezing levels when
compared with all other groups during test 1 (p < 0.05). Additionally, NMVV expressed
less freezing levels when compared with NMVM group (p < 0.05). During test 2,
VMVM and NMVM groups expressed less freezing levels when compared with all

other groups (p < 0.05). The VMVV group expressed less freezing levels during test 1
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and test 2 when compared with reactivation session (p < 0.001) . The NMVM group
expressed less freezing levels during test 2 (p < 0.001) when compared with test 1, but
not comparing with the reactivation session (p > 0.05). The group VMVM expressed
less freezing levels during test 1 when compared with test 2 (p < 0.001) and reactivation
session (p < 0.001) (Fig. 5¢). As described in our previous experiments, nimodipine
prevented memory labilization and consequently the endogenous updating. In addition,
we reproduced the state-dependent phenomenon and the amnestic pre-test morphine
administration reported in other studies (Khajehpour et al., 2008). These results confirm

that endogenous updating with morphine is dependent of memory reconsolidation.

No difference was found between morphine and control group in motor performance (p

= 0.088, independent t-test) (Fig. 5d), showing that our results cannot be attributed by

any motor effect.
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Figure 5. Systemic mor phine injection can also induce endogenous updating. Graphs show percent of
freezing time, expressed as mean + SEM. Open field graph show crossing number. The experimental
design is shown in the top of each panel. a, Morphine injection after memory reactivation impairs
memory retrieval during test 1. This phenomenon is reverted with the injection of the same doses of
morphine before testing 2. b, Omitting the reactivation session, morphine impairs memory retrieval
during test 2. ¢, Nimodipine injection before memory reactivation prevents the impairment of morphine
on memory reconsolidation and the state-dependent phenomenon. d, Systemic morphine injection has no
effects in motor performance. Means with different letters (a, b or ¢) are significantly different (p < 0.05)
fromeach other. V; vehicle, N; nimodipine, M; morphine. n = 7-10 per group.
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Discussion

Our data shows that the endogenous memory content can be updated during
reconsolidation by natural events, turning it into a state-dependent memory (Figure 2).
In a water deprivation state, the updating appears to be associated with the increase of
ANG II levels and AT1 receptors signaling in dorsal hippocampus (Figure 3). The
internal state generated by water deprivation is incorporated as an endogenous cue that
can modulate the memory expression in different ways. In the case of a weak memory,
the endogenous updating strengthens memory expression in the presence of this internal
state. However, the endogenous state alone is not sufficient to promote memory
retrieval by itself (Figure 4). Morphine injection after reactivation also turned memory
dependent on a pre-test morphine treatment in order to express it properly (Figure 5).
Neurohumoral state is then changed either by an endogenous condition or the
exogenous treatment. When taking place concomitantly with memory reactivation or
reconsolidation, such neurohumoral changes can be incorporated into the previously
acquired memory. Furthermore, the same condition will be required in order to retrieve

this memory.

Water deprivation influence a whole plethora of physiological functions such as
increase of corticoid secretion (Mornagui et al., 2010) and arginine-vasopressin levels
(Knight etal., 2010), osmolality disregulation (Stricker et al., 2002), increase of plasma
renin activity (Nagai et al., 1993) and sodium concentration (De Luca et al., 2010),
decreased of urinary volume (Jorgensen et al., 1993) and alterations in brain expression
of angiotensin-converting enzyme (Bourassa and Speth, 2010). However, we show that

the results on making state-dependent memories were supported by the RAS system.
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Water deprivation effects were reproduced by infusing ANG Il in the hippocampus.
Furthermore, such effect was blocked by the AT1 receptor antagonist Losartan, strongly
suggesting that water deprivation increases endogenous ANGII in dorsal hippocampus

and may update the memory trace through the activation of ATL1 receptors.

Possibly, these results can be influenced by other processes associated with RAS
system. Boccia and colleages (2007) demonstrated that the inhibition of nuclear factor-
kB (NF-xB) after memory reactivation impairs memory retention in mice. Interestingly,
this nuclear factor is activated by ANG Il in Chasmagnathus sp (Frenkel et al., 2002).
Considering that the RAS system has been highly preserved during evolution and NF-
kB transcription factor plays an important role in memory reconsolidation (Yang et al.,
2011;Si et al., 2012), it is possible that NF-xB could be a process taking place
downstream of the ATL receptors activation in order to support the establishment of a

state-dependent memory through reconsolidation.

In the present study, we used nimodipine to certify that the underpinning mechanism for
the memory modification was a reconsolidation process. If an established memory
becomes labile and requires reconsolidation in order to persist, then blocking
destabilization would also prevent reconsolidation. One could argue that the effect
found in this study was mediated by second order conditioning, creating a new
independent association through a consolidation process, (i.e. water deprivation -
context —-> footshock) instead of wupdating an existing association through
reconsolidation. Nimodipine prevents reconsolidation but do not interfere with the
acquisition, consolidation or retrieval processes (Suzuki et al., 2004). Then, if our

results were supported by the consolidation process, no effects of nimodipine would be
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expected. In the present study, nimodipine injection prevented memory to become state-

dependent.

This is the first evidence that a reconsolidation mechanism can incorporate the
neurohumoral state during reactivation or reconsolidation and influence future memory
expression. Memory was updated by incorporating the internal environment information
during reconsolidation under a water deprived state into a previously acquired memory.
Hence, the same internal environment state became necessary for an adequate retrieval.
For weak memories, it acts as an additional cue complementing the contextual
information in order to promote memory retrieval. However, in the absence of
contextual information, the internal cue is not sufficient to retrieve fear memory by
itself in a novel context. The convergent effects of both post-reactivation and pre-test
water deprivation and morphine injection, suggest that the endogenous update is a
general memory property that enables reconsolidation-induced state-dependent

memories.

These findings trigger new insights about the influence of daily life events on memory
and extend the classical view of endogenous modulation of memory. A memory
reactivated in a specific endogenous state may become dependent of this state in order
to be properly retrieved later. Thus, hormonal and neurohumoral modulation
concomitant to memory reconsolidation can be a promising approach to treat

pathological memories.
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5. DISCUSSAQ

Nossos resultados mostraram que uma memoria pode ser atualizada endogenamente
durante a reconsolidacéo, estabelecendo uma dependéncia de estado entre a reativacao e
a evocacdo da memdria. No caso da restricdo de agua, os resultados parecem estar
associados ao aumento de ANG Il e a sinalizacdo pelo receptor AT1 no hipocampo
dorsal. A atualizacdo com a restricdo pode modular a expressdo da memdria de
diferentes formas dependendo da sua intensidade. Com o treino forte (0.7mA), a
presenca do estado interno durante o teste se mostra necessdria para uma adequada
evocacdo. No entanto, com o treino fraco, o estado interno atua como um estimulo
incondicionado adicional que pode fortalecer a expressdo da meméria na presenca do
estado enddgeno. Importante, s6 o estado end6geno gerado pela restricdo ndo promove a
evocacdo da memdria em um contexto novo, mostrando-se dependente das
caracteristicas do contexto. A atualizacdo enddgena parece ser um processo geral da
memodria, de fato, a mesma dependéncia de estado foi mostrada com a administracao
pos-reativacdo e pré-teste de morfina, uma ferramenta farmacologica classica no estudo
da dependéncia de estado durante a consolidacdo. Contudo, podemos afirmar que as
mudancas neuro-humorais presentes durante a reconsolidacdo podem ser incorporadas
em uma memdria previamente adquirida. A presenca dos mesmos estimulos durante a

evocacdo torna-se um fator determinante para uma adequada expressdo da memoaria.

Sao bem conhecidos os efeitos da restricdo de 4gua em animais. Dentro das diferentes
mudancas associadas com a restricdo cronica hidrica, encontramos o aumento da
secrecdo de corticdides, aumentos nos niveis de argenina e vasopresina, desregulacdo da

osmolaridade, aumento da atividade plasmatica de renina, diminuicdo da concentragédo
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sodica, diminuicdo no volume urinario e alteracdes encefalicas na expressao da ECA.
No entanto, os efeitos da restricdo sobre a memOria em nosso experimento parecem
estar associados especificamente com mudangas na liberagdo de ANG |1 no hipocampo
dorsal. De fato, 0 protocolo de restricdo que usamos ndo tem efeitos no desempenho
motor do animal nem quando a sessdo de reativacdo foi omitida, mostrando que 0s
efeitos aqui encontrados parecem ser sobre a memdria. Adicionalmente, a infusdo de
ANG Il diretamente no hipocampo dorsal conseguiu reproduzir os efeitos da restricéo
de &gua na reconsolidacdo. Tais efeitos foram prevenidos pela administracdo do

antagonista de receptores AT1 Losartan.

Os mecanismos pelos quais a ativacdo dos receptores AT1 modulam a atualizagéo
endogena ainda ndo estdo elucidados. Entretanto, conjecturamos que esse processo seja
mediado por fatores de transcricdo como 0 NF-kB. Como mencionado na introducdo
deste trabalho, no caranguejo Chasmagnathus, o NF-xkB é ativado pela cascata
molecular produto da atividade de receptores para ANG Il. Tendo em vista que o
sistema SRA ¢ altamente preservado em diferentes espécies, hipotetizamos que esse
fator de transcricdo seja regulado pela atividade de receptores AT1. Em nosso
experimento, o Losartan poderia inibir a atividade do NF-kB e, conseqlientemente,
impedir a atualizacdo da memédria. O NF-kB é fundamental no processo de
reconsolidagdo da memora, No entanto, ainda ndo foi estudada sua funcdo
especificamente na atualizacdo da mesma. Estudos posteriores poderdo estabelecer esta

relacéo.
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E importante ressaltar que os antagonistas infundidos no hipocampo no interferiram na
reconsolidacdo da memdria na auséncia de restricdo de agua. Entretanto, em restricao

hidrica, o antagonista AT1 inibiu a atualizacdo da memoria.

Uma questdo importante destes achados é se a restricdo poderia também gerar uma
dependéncia de estado enddgeno durante a consolidacdo. Experimentos adicionais
mostraram que o protocolo de restricdo antes do treino ndo tem efeitos na expresséo
futura da memoria, e a dependéncia de estado induzida por esse estimulo foi especifica
para o0 processo de reconsolidacdo (anexo ). S&o numerosos 0S experimentos que
mostram diferencas entre 0s mecanismos de consolidacdo e reconsolidacdo da memoria.
A restricdo de 4gua j& tinha sido avaliada na consolidagdo com resultados
contraditorios. Uma possibilidade € que o sistema SRA tenha funcdes de modulagédo

diferentes em cada um desses processos.

Um dos grandes questionamentos sobre a existéncia da reconsolidacdo se origina da
possibilidade de novas associagfes serem estabelecidas durante a sesséo de reativacao
por meio de um condicionamento de segunda ordem, sendo dificil saber se os efeitos
encontrados sdo mediados por consolidacdo ou reconsolidagdo. Neste trabalho
utilizamos a nimodipina, um antagonista dos canais de calcico dependentes de voltagem
do tipo L, usada como uma ferramenta para inibir o processo de labilizacdo. Estudos
anteriores mostram que a nimodipina ndo inibe a consolidacdo ou evocacdo da
memdria. Se nossos resultados foram mediados pela consolidacdo, ndo esperariamos
nenhum efeito da nimodipina. No entanto, a administracdo pré-reativacdo do farmaco

reverte os efeitos da restricdo de agua. Esse resultado permite afirmar que a atualizagdo
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do traco original da memdria com a nova informacdo endégena é mediado pela

reconsolidacéo.

Nossos resultados mostram que a reconsolidacdo pode ser modulada de diferentes
formas dependendo da forca da memdria. Durante o treino forte, a atualizacdo forma
uma memoria que s6 € expressa adequadamente quando 0 mesmo estado enddgeno esta
presente. No entanto, no treino fraco, essa atualizacdo fortalece a expressdo da memoria
na presenca do estado enddgeno. Portanto, nos dois casos pode ser evidenciada a
dependéncia de estado. Provavelmente durante o teste 1 no protocolo do treino fraco, os
grupos expressam o minimo de congelamento possivel, ndo sendo evidenciada a
reducdo como acontece com o treino forte, mas durante o teste 2, a presenca da restricdo
atua como um estimulo condicionado adicional que fortalece a expressdao da memoria.
Portanto, no teste 2, a presenca dessa informacdo proporciona mais detalhes ao grupo da

atualizacédo e, conseqlentemente, pode expressar melhor a memdria aversiva.

O processo de atualizacdo enddgena parece ser um processo geral da memobria.
Demonstramos que a administragdo de morfina reproduziu o fendmeno da dependéncia
de estado. No entanto, ndo podemos generalizar que 0s mesmos tratamentos usados no
estudo da dependéncia de estado durante a consolidacdo podem promover a
dependéncia de estado na reconsolidacdo. De fato, como foi mencionado anteriormente,
a restricdo de agua antes do treino ndo tem efeitos na memoria. No futuro, 0 mesmo

efeito de atualizacé@o deve ser avaliado, por exemplo, em memdorias ndo aversivas.

O presente trabalho permite ampliar o conhecimento sobre 0s processos neuro-humorais

que controlam o armazenamento e expressao da memdria. Adicionalmente, mostramos
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como estimulos naturais podem interagir com uma memoria desestabilizada pela
reativacdo. O processo de atualizacdo enddgena pode ser incluso dentro das possiveis
funcdes bioldgicas da reconsolidacdo e constituir um novo paradigma para o estudo da

incorporagdo de novas informagGes em memorias previamente adquiridas.

Numa perspectiva clinica, a atualizacdo endégena permite entender alguns processos de
memdria presentes em psicopatologias como a depressdao, onde o fendmeno de
dependéncia de estado tem sido bastante estudado. Além disso, uma extensiva
investigacdo deve ser iniciada sobre ao potencial uso da modulacdo enddgena da
memoria durante a reconsolidacéo para a reducdo de memdrias aversivas como aquelas

presentes no transtorno de estresse pds-traumatico.
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6. CONCLUSOES

Por meio do nosso protocolo conseguimos entender alguns dos processos que podem

modular endogenamente a meméria durante a reconsolidacdo, em particular:

6.1. A Restricdo de dgua durante a reativacdo pode modular endogenamente a memaéria
e condicionar a sua futura expressdo pelo estabelecimento de uma dependéncia de

estado entre a reativacao e a evocacdo da memoria;

6.2. A inibicdo da labilizacdo com a nimodipina impede os efeitos da restricdo sobre a
memdria, mostrando que os resultados encontrados sdo mediados pelo processo de

reconsolidagéo;

6.3. O aumento de ANG Il no hipocampo dorsal durante a reconsolidacdo, parece ser

responsavel pelos efeitos da restricdo;

6.4. O antagonista de receptores AT1 Losartan previne a atualizacdo enddégena com o

estado gerado pela restricéo;

6.5. Com o treino forte, 0 estado end6gena se mostra como necessario, apds a

atualizacdo, para a evocacdo adequada da memdria. Com o treino fraco, a presenca do

estado fortalece a expressdo da memaria;
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6.6. S a presenca do estado enddgeno ndo pode promover a evocacdo da memoria em

um contexto novo. A dependéncia de estado e, por sua vez, dependente do contexto;

6.7. A administracdo apés a reativacdo de morfina também estabeleceu a dependéncia

de estado, precisando da mesma dose pré-teste para a memdria se expressar

adequadamente;

6.8. A dependéncia de estado induzida pela morfina pode ser prevenida com a inibicdo

da labilizacdo da memoria por meio da nimodipina.

A Tabela 1. mostra um resumo dos objetivos deste trabalho e os principais resultados

provenientes dos experimentos desenvolvidos.
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Tabela 1.

Objetivos Especificos

3.2.1. Estudarse uma memdria proveniente do
CAC pode seratualizada com um estado

enddgeno induzido por uma restrigdo de dgua

durante a reativagdo da memoria.

3.2.2. Estudarsea possivel atualiza¢do com o
estado enddgeno, induzida pela restrigdo de
agua, pode ser prevenida coma inibigdo da
labilizagd o da memdria por meio da

Experimento/Figura Resultado
6.1. ARestri¢do de dgua durante a reativagdo
pode modular endogenamente a memoéria e
Fig 2a

condicionara sua futura expressdo pelo
estabelecimento de uma dependéncia de estado
entrea reativagdo ea evocagdo da memoria;

6.2. Ainibicdo da labilizacio coma nimodipina
. impede os efeitos da restricdosobrea memdria,
Fig 2¢ x
mostrando que os resultados encontrados sdo
administragdosistémica pré- reativagdo de mediados pelo processo de reconsolidagdo;
nimodipina.
3.2.3. Verificar se a infusdo no hipocampo dorsal 6.3. 0 aumento de ANG II no hipocampo dorsal
de ANG Il imediatamente apés a reativacdo da Fig 3a durantea reconsolidagdo, parece ser
memoaria poderia mimetizar os efeitos da responsavel pelos efeitos da restri¢io;
restricdo de dgua.
3.2.4. Estudarsea possivel atualiza¢do com o
elstado enddgeno, ind u.2|da pela r,es”'ia" de 6.4. O antagonista de receptores AT1 Losartan
.agua, pode ser prevenida cqm a infusdo no Fig 3b previnea atualizacdoenddgena com o estado
hipocampo dorsal do antagonista AT1 Losartan erado pela restrico:
e/ou AT2 PD123319 de ANG Il imediatamente geradop 630
apos a reativagdo da memoria.
6.5. Com o treino forte, o estado enddgena se
3.2.5. Verificar o efeito da atualizagdo com o
estado enddgeno, induzida pela restricio de Fig 4a
dgua,em uma memoria fraca.

3.2.6. Verificar se a possivel atualizagdo com o
estado enddgenoinduzida pela restrigdo de agua
poderia ficar como uma dica interna e promover

mostra como necessdrio,apos a atualizagdo,
paraa evocagdo adequada da memaria. Com o
treino fraco, a presenca doestado fortalecea
expressdo da memoria;

a evocagdo da memdria em um contexto novo.

3.2.7. Estudarse a administragdo sistémica de
morfina apds a reativacdo poderia gerar uma

dependéncia de estado pormeio da atualizacdo
neuro-humoral da meméria.

Fig 4b

Fig 5a

6.6. SO a presenca do estado enddgeno ndo

pode promovera evocagdo da memaria em um
contexto novo. A dependéncia de estado &, por
sua vez, dependente do contexto;

3.2.8. Estudarsea possivel atualizagdo induzida

pela administracdo de morfina pode ser
prevenida pela inibi¢do da labilizacdo da

memoéria (através da administracdo sistémica

Fig 5¢

6.7. Aadministragdoapds a reativagdao de
morfina também estabeleceu a dependéncia de
estado, precisando da mesma dose pré-teste

paraa memoria se expressaradequadamente;

pré-reativac¢do de nimodipina).

6.8. Adependéncia de estado induzida pela

morfina pode ser prevenida coma inibigdo da
labilizagdo da memdaria por meio da nimodipina.
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8. ANEXO

8.1. Anexo |

Efeitos da restrigdo sobre a consolidacdo da memoria.

Para verificar se 0 nosso protocolo de restricdo de agua poderia estabelecer uma
dependéncia de estado durante a consolidacdo da meméria, animais foram deixados em
restricdo 18 h antes do treino e condicionados sob esse estado. Posteriormente foram

avaliados com e sem restricdo seguindo 0 mesmo protocolo usado na reconsolidacao.
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Na&o foi encontrada diferenga nenhuma entre os grupos durante os testes. Esse resultado
permite concluir que a restricdo de agua ndo € um estimulo que pode induzir
dependéncia de estado durante a consolidacdo, contrastando com nossos resultados

durante a reconsolidacdo da memoria.
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