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SIGLAS E ABREVIATURAS

AMA Amanitina

ANI Anisomicina

CAl, CA2, CA3 Corno de Amon 1, 2, ou 3, regides do hipocampo, que 0s
primeiros anatomistas julgaram ter formato semelhante ao chifre presente
em alguma representagGes de Amon, rei dos deuses da cidade de Tebas,

na mitologia do Antigo Egito.

DG Giro denteado.

DRB 5,6-dicloro-1-B-D-ribofuranosil-benzimidazol.

icv Intra-cérebro-ventricular.

IEGs Genes imediatamente ativados, do inglés immediately early genes.
LAM Labirinto aquatico de Morris.

LTM Memoria de Longa Duracéo, do inglés Long-Term Memory
MRNA RNA mensageiro.

NMDA N-metil-D-aspartado, do inglés N-methyl-D-aspartate
RNA Acido ribonucléico.

S Subiculo

STM Memoria de Curta Duracdo, do inglés Short-Term Memory



RESUMO

As memdrias ndo sdo armazenadas em sua forma definitiva logo apds sua aquisicao.
Para que isso ocorra, ha a necessidade de um longo processo de estabilizacdo conhecido
como consolidagdo, que requer a inducdo de expressdo génica e de sintese proteica em
varias regides do cérebro, dentre elas o hipocampo, estrutura de importancia capital para
a formacdo de memorias declarativas. Apds a consolidacdo, as memorias tornam-se
novamente instaveis logo apds a evocacdo, e para persistirem necessitam ser re-
estabilizadas através de um processo denominado reconsolidagdo, que também envolve
a ativacdo de sintese proteica no hipocampo. Dentro deste cenario, até 0 momento da
realizacdo deste trabalho, ndo havia nenhum estudo disponivel sobre o efeito da inibi¢éo
da transcri¢do génica sobre a consolidacdo e reconsolidacdo de memorias espacias, um
tipo de memdria declarativa dependente do hipocampo para ser formada e armazenada.
Portanto, visando contribuir para o esclarecimento desta questdo, no presente trabalho
foi investigado o efeito da inibicdo pds-treino e pds-evocacdo da sintese de mMRNA
hipocampal sobre a retengdo de uma memoria espacial, utilizando dois distintos
inibidores da sintese de mMRNA. Nds mostramos que a inibicdo da expressao génica no
hipocampo dorsal de ratos, durante uma restrita janela temporal pds-treino ou pos-teste,
prejudica a retencdo da memoria espacial de longa duragdo para a tarefa do labirinto
aquatico de Morris, sem afetar a memoria de curto prazo, o aprendizado nao-espacial,
ou a funcionalidade do hipocampo. Nossos resultados indicam que a consolidagédo de
uma memdria espacial induz a ativagdo da maquinaria transcricional hipocampal, e
sugere a existéncia de um processo de reconsolidacdo dependente de expressdo génica
que funciona no hipocampo dorsal no momento da evocacdo para estabilizar o trago

mnemonico reativado.



CAPITULO I: INTRODUCAO

O aprendizado e a memoria sdo 0s mais importantes mecanismos pelos quais o
ambiente altera o comportamento dos animais, inclusive seres humanos. O aprendizado
é 0 processo de aquisicdo de informagfes provenientes tanto do ambiente quanto de
representacOes introspectivas do ambiente, enquanto memoria é 0 processo através do
qual essas informacgdes sdo codificadas e armazenadas, podendo depois, conforme a
necessidade, serem decodificadas e lembradas.

No curso da evolugéo da vida na Terra, 0 surgimento da capacidade de aprender
e memorizar permitiu que 0s seres vivos se beneficiassem de experiéncias passadas para
resolver problemas apresentados pelo meio ambiente, deste modo tornando estes seres
mais adaptaveis a mudancas. Coerentemente, verifica-se que 0s seres mais antigos na
escala filogenética, como o0s invertebrados, ja apresentam alguma capacidade
mnemonica. Essa caracteristica filogeneticamente conservada sugere que a memoria
poderia ser considerada como uma propriedade intrinseca do sistema nervoso, presente
nele desde seu surgimento na natureza, nos primeiros organismos multicelulares.

As memorias podem ser classificadas quanto ao tempo de retencdo de
informagdo armazenada ou quanto a natureza de seu contetdo [Squire e Kandel, 2003;

Squire e Zola, 1996], conforme sumarizado nos Quadros 1 e 2, respectivamente.

Quadro 1: Classificacdo das memorias quanto ao tempo de retengéo.

Tempo de | Caracteristicas

Retencdo

Ultra-rapida Dura de fragdes de segundos a alguns segundos; memoria sensorial.

Curta duracdo Dura minutos ou horas; garante o sentido de continuidade do presente.

Longa duragdo Dura horas, dias ou anos; garante o registro do passado autobiografico e dos
conhecimentos do individuo.




Quadro 2: Classificacdo das memorias quanto a natureza de seu contetdo.

Tipo de Memodria
quanto ao contetido

Subtipos

Caracteristicas

Principais regifes
cerebrais envolvidas
em sua formagao

Declarativa ou
Explicita (pode ser
descrita por meio de
palavras ou por
comportamento  com
significado atrelado)

e Episddica (eventos)

Tem uma referéncia temporal;
memoria de fatos seqlienciaveis
temporalmente.

e Semantica (fatos)

Envolve conceitos atemporais;
memoéria de  conhecimentos,
cultural. Mapas espaciais.

e |_obo Medial
Temporal
e Diencéfalo

Nao-declarativa ou
Implicita (ndo pode ser
descrita por meio de
palavras)

. De representacéo
perceptual, memoria pro-
ativa (priming)

Representacdes (imagens, sons)
sem significado aparente
conhecido, mas Gteis como dicas
facilitatorias da evocacdo de
informagGes inerentes; memoria
pré-consciente.

o Neocortex

e De procedimentos Habitos, habilidades, regras. e Estriado
e Cerebelo
e Associativa A habilidade de associar dois ou | e Amigdala (respostas
mais estimulos (condicionamento | emocionais)

classico), ou um estimulo a uma
resposta (condicionamento
operante).

o Cerebelo (respostas
musculares
esqueléticas)

¢ N&o associativa

Atenua uma resposta (habituacéo)
ou a aumenta (sensibilizacéo)
através da repeticdo de um mesmo
estimulo.

o Reflexos

Operacional

Processamento continuo (on-line)
das informagcdes recém-adquiridas
elou recém-evocadas; permite o
raciocinio e o planejamento do
comportamento.

o Cortex pré-frontal
o Cortex parietal
posterior

Quando uma memoria se forma no sistema nervoso dos seres Vivos,

primeiramente tem que haver a aquisicdo da informacao relativa a esta memoria, seja de

fontes externas (experiéncias sensoriais oriundas da interacdo com o ambiente) ou

internas (cognicao, emocao), o que corresponde a aprendizagem. Apos a aprendizagem,

segue a retencdo da informacdo, que pode ser de curta ou de longa duragdo. Enquanto

estiver retida, a informacdo pode ser recuperada, e esta etapa é também chamada de

evocacdo, sindbnimo de lembranca. A retencdo de curta duracdo (minutos, horas) pode

ser convertida em retencdo de longa duracdo (dias, semanas, anos), pelo processo

denominado consolidacéo, que se inicia imediatamente ap6s a aquisi¢cdo. Por fim, com o

passar do tempo, mesmo as informagfes mais consolidadas podem desaparecer: trata-se

do esquecimento.




De todas as informagdes que entram no sistema nervoso, apenas algumas séo de
fato retidas por longos prazos, sendo que a maioria nem sequer é adquirida, sendo
filtradas por mecanismos atencionais e emocionais. Das que sdo adquiridas, apenas
algumas séo consolidadas como memérias de longa duracdo, e dentre estas muitas sao
esquecidas. Apenas perduram aquelas informagdes realmente mais relevantes para a
cognicdo, mais marcantes emocionalmente, mais focalizadas pela atengdo ou mais fortes
sensorialmente. Neste contexto, o esquecimento também pode ser visto como um filtro,
que diferentemente dos filtros atencionais e emocionais, age também sobre as memorias
que ja foram selecionadas para perdurarem por longo tempo, principalmente sobre
aguelas que raramente necessitam ser lembradas, desempenhando deste modo um papel
muito importante como mecanismo de prevencdo de sobrecarga nos sistemas cerebrais
dedicados a memorizagdo. Sem esquecer, torna-se impossivel ignorar detalhes para
generalizar alguma coisa, 0 que restringiria a capacidade de pensamento e raciocinio.

A regido do cérebro onde os mecanismos celulares de consolidagdo mais tém
sido investigados é o sistema hipocampal, devido principalmente ao conhecimento
prévio de que este sistema desempenha um papel crucial na consolidacdo de memadrias
declarativas em todas as espécies de mamiferos, inclusive humanos [Squire e Zola,
1996]. O sistema hipocampal [Fig 1] inclui a formacdo hipocampal e os cortices
perirrinal e para-hipocampal. J& a formagdo hipocampal é composta pelo hipocampo,
subiculo e coértex entorrinal. Por sua vez, o hipocampo é composto por duas areas
principais: o corno de Amon (subdividido em quatro campos numerados de 1 a 3 e
abreviados CA1, CA2, CA3), e o giro denteado (GD). Os aferentes vindos de fora do
hipocampo sdo as fibras perfurantes, que fazem sinapses com as células granulares do
giro denteado. Os axdnios das células granulares se estendem até a regido CA3, onde

estabelecem sinapses com o0s dendritos das células piramidais. Estas, por sua vez,



projetam seus axonios para fora do hipocampo, mas enviam também colaterais para a
regido CA1 (os colaterais de Schaffer), que fazem sinapses com os dendritos de outras
células piramidais ai situadas, cujos axdnios projetam para fora do hipocampo [Martin e
Clark, 2007].

Considerando-se as aferéncias e eferéncias do sistema hipocampal, estudos
mostram que o fluxo de informagcbes que serdo armazenadas como memorias
declarativas de longa duracdo sdo primeiramente processadas em um ou mais dos
cortices de associagdo polimodais (cortices pré-frontal, limbico e parieto-occipto-
temporal), que associam informac@es visuais, auditorias e somaticas. Em seguida, essas
informagBes sdo encaminhadas para os cortices para-hipocampal e perirrinal, e dai
seguem para 0 cortex entorrinal, giro denteado, hipocampo, subiculo e novamente
cortex entorrinal. Do cortex entorrinal as informacgdes sdo enviadas de volta aos cortices
para-hipocampal e perirrinal, e entdo retornam aos cortices de associacdo polimodais
[Fig 2] [Squire e Zola, 1996].

Desta forma, fica evidente que o hipocampo é um local de convergéncia de
informacg0es, fato condizente com as fortes evidéncias experimentais [Izquierdo et al.,
1997] de que a plasticidade sinaptica hipocampal tem um papel fundamental tanto na
tomada de decisdo sobre consolidar ou ndo uma informagdo, quanto no proprio
mecanismo de consolidacdo em si, empreendendo o fortalecimento das sinapses nas
circuitarias corticais subjacentes da informagdo a ser armazenada [Wang e Morris,

2010; Squire e Zola, 1996; Dudai, 2004; Martin e Clark, 2007].



Localizacao da superficie
seccionada no hemisfério esquerdo

Corten Cortex
perirrinal para-hipocampal

Cortex

entorrinal
Giro
i denteado
Artex v
para-hipocampal CA3
Hipocampo
CA1
S

Subiculo

Cértex
entorrinal

Figura 1: Organizagdo anatdmica da formacdo hipocampal [Kandel et al., 2000].



FORMACAO
<

A
HIPOCAMPAL
»>| CA3
DG
N
CORTEX « OUTRAS
4P PROJECOES
ENTORRINAL DIRETAS
CORTEX CORTEX
PERIRRINAL PARA-HIPOCAMPAL

| |

AREAS DE ASSOCIAGAO UNIMODAIS E POLIMODAIS

(lobos frontal, temporal e parietal)

Figura 2: Visdo esquematica do sistema mneménico do lobo temporal medial [Squire e
Zola, 1996].

O cértex entorrinal € a maior fonte de projecOes para a regido hipocampal (que inclui o giro denteado -
GD, os Cornos de Amon do hipocampo e o complexo subicular - S). Aproximadamente dois tercos das
aferéncias corticais para o cortex entorrinal originam-se nos cortices adjacentes perirrinal e para-
hipocampal, os quais por sua vez recebem projecdes de areas unimodais e polimodais nos lobos frontal,
temporal e parietal. O cértex entorrinal também recebe outras projecdes diretas dos cortices orbital

frontal, insular, e do giro temporal superior. Todas essas proje¢des sdo reciprocas.



CAPITULO 2: REVISAO DA LITERATURA

2.1. Consolidacdo de Memorias

A consolidacdo é o processo pelo qual ha a estabilizacdo dos tragos mnemonicos
componentes de uma memoria apds sua aquisicio [McGaugh, 1966]. E amplamente
aceito que, durante o aprendizado, ocorrem nas circuitarias neurais subjacentes
alteragdes fisioldgicas reversiveis na transmisséo sinéptica dos neurdnios componentes,
e que sdo essas alteraces que precisam ser estabilizadas para que a memoria codificada
possa persistir. [Dudai, 1996; McGaugh, 2000; Lamprecht e LeDoux, 2004]. As
alteragBes reversiveis seriam o correspondente molecular da memoria de curta duragdo
(STM), e as alteragdes permanentes, da memoria de longa duracdo (LTM) [Lamprecht e
LeDoux, 2004]. Como as altera¢cdes moleculares séo naturalmente transitorias, ndo séo
um mecanismo suficiente para explicar a durabilidade da LTM [Dudai, 2002], sendo,
portanto, necessario um mecanismo mais duradouro. De fato, conforme fora antecipado
ha mais de um século por Santiago Ramén y Cajal [Ramén y Cajal, 1894], ha fortes
evidéncias que a LTM exige alteracGes estruturais na morfologia sinaptica, o que por
sua vez demanda sintese de novas proteinas [Davis e Squire, 1984; lIzquierdo et al.,
1998; Kandel, 2001; Lamprecht e LeDoux, 2004]. Assim, a principal caracteristica
distinguidora entre a STM e a LTM é que a LTM € sensivel a inibidores de sintese
protéica [Davis e Squire, 1984; Bourtchouladze et al., 1998; Quevedo, 2004].

Muitos experimentos mostram que o periodo critico para a ocorréncia de sintese
protéica necessaria para a formacéo da LTM ¢é durante ou imediatamente apds o treino
[Bourtchouladze et al., 1998; Schafe et al., 1999; Quevedo et al., 2004]. Assim, durante
o0 treino, ha a ativagdo de cascatas de transducdo de sinais intracelulares nas redes

neuronais requisitadas, que convertem em respostas intracelulares a acdo dos
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neurotransmissores  utilizados na comunicagdo inter-neuronal. As respostas
intracelulares, através da mobilizacdo de segundos mensageiros, convergem rumo a
modificacdo do padrdo de expressdo génica, havendo sintese de novos RNA
mensageiros, que posteriormente serdo traduzidos em novas proteinas [Dudai, 2004].

Essas novas proteinas sintetizadas serdo empregadas na reestruturacdo das
sinapses envolvidas, visando alterar de forma duradoura a sensibilidade dessas sinapses
aos sinais neurotransmissores. As principais mudancas estruturais que ocorrem nessas
sinapses sdo 0 aumento nas quantidades de vesiculas de armazenamento de
neurotransmissores, de sitios para liberacdo dessas vesiculas, e de terminais pré-
sinapticos, concomitantemente com mudancas estruturais nos espinhos dendriticos pds-
sinapticos que aumentam sua capacidade de geracdo de potenciais pds-sindpticos
excitatorios [Dudai, 2004; Bailey e Kandel, 1993; Weiler et al., 1995].

A necessidade de uma etapa de consolidacdo de uma informacdo, para que sé a
partir deste processo ela possa ser armazenada por longo periodo de tempo, pode ser
justificada sob duas linhas de raciocinio [Dudai, 2004], uma baseada na teoria da
computacdo e outra no nivel de implementacéo de circuitos [Marr, 1982], isto €, de que
forma os algoritmos que executam as computagfes neurais séo implementados na
circuitaria biologica. Na primeira linha, se todas as informac6es fossem codificadas em
representagfes internas, haveria uma sobrecarga de espaco computacional cerebral,
gasta com informac@es inuteis, o que rapidamente reduziria a capacidade cerebral de
processamento e armazenamento. Na segunda linha, o periodo em que ocorre a
consolidagdo pode servir como uma janela temporal onde as novas informacdes
adquiridas sdo maledveis e prontamente associaveis com outras informacgdes
provenientes tanto da rede neuronal inerentemente ativada (on-line) quanto de outras

redes neuronais ndo diretamente relacionadas (off-line), permitindo assim que as novas

11



informagdes sejam agrupadas com as pré-existentes de uma maneira mais organizada.
Isto é util para a construcdo de uma representacdo interna mais significativa, que por sua
vez facilita a posterior localizacdo e contextualizacdo dessas informagdes, processos

estes que respaldam a evocacao eficiente dessas informag@es quando necessario.

2.2. Reconsolidacéo de Memodrias

Apos a consolidacdo, uma memoria pode permanecer estavelmente armazenada,
e circunstancialmente ser evocada quando necessario, mas isso ndo significa que esta
memoria estara cristalina e indefinidamente gravada, insensivel a todo tipo de evento
pos-consolidagdo. Ao invés disso, as memdrias consolidadas tornam-se labilizadas
qguando reativadas, 0 que ocorre quando sdo evocadas. Durante essa nova fase de
fragilidade, essas memdrias podem ter sua retencdo prejudicada se houver blogueio da
sintese de proteinas, de forma semelhante ao que ocorre na fase inicial de consolidacéo.
Como um conjunto semelhante de interferéncias pode afetar a estabilidade de memdrias
quando agem tanto na fase inicial do aprendizado quanto logo apds a evocagédo, 0
processo que converte a memdria labilizada pela evocacdo em uma forma novamente
estavel & denominado reconsolidagdo [Alberini, 2005; Dudai e Eisenberg, 2004; Nader
et al., 2000; Sara, 2000; Tronson e Taylor, 2007].

Apesar da denominagdo, a reconsolidacdo ndo € apenas uma simples reiteracéo
da consolidacdo, pois a estabilizagdo pos-reativacdo € um processo diferente da
estabilizacdo promovida na consolidagdo, apesar de existir uma sobreposicdo destes
processos quanto a funcdo de armazenamento de memdrias e quanto a necessidade
subjacente de sintese protéica [Tronson e Taylor, 2007].

A existéncia de um processo de reconsolidacéo é justificavel do ponto de vista

de computabilidade de informacdes, pois um sistema em que as memorias selecionadas
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para armazenamento duradouro ndo pudessem mais ser modificadas teria sua
capacidade de processamento de informaces bem restrita. Assim, a reconsolidacdo
pode ser 0 mecanismo que permita que memdrias antigas possam ser integradas a novas
memarias, ou que memorias antigas possam ser atualizadas ou mesmo substituidas por
novas memorias cujo significado seja conflitante, mas que apresentem melhor
representatividade das novas condi¢fes no tempo presente do que as antigas memorias
formadas em outras condigdes no passado [Alberini, 2005]. Além disso, a
reconsolidacdo pode também ser visualizada como uma fase de um processo de
consolidacdo mais extenso, através do qual o grau de estabilizacdo do trago mneménico
seria ndo apenas uma fungdo da duracéo e intensidade do aprendizado, mas também do
namero de vezes que este trago é reativado. Como o numero de reativacdes de um traco
mnemonico esta diretamente relacionado com sua relevancia comportamental, torna-se
muito conveniente para os sistemas neurais atrelar o grau de estabilizacdo desse traco ao
namero de vezes em que sera necessario evoca-lo. Desta forma, quanto mais uma
memoria for evocada, maior serd o grau de estabilizacdo de seus tragos mnemaonicos
subjacentes, e portanto menos suscetivel ela sera a intervencdes que sdo amnésicas
quando atuam ou na fase inicial da consolidagdo (durante ou apds o aprendizado) ou
logo apos as primeiras reativagdes [Alberini, 2005].

A Figura 3 expde resumidamente a sequéncia temporal dos principais eventos
celulares e moleculares mobilizados pela consolidacdo e pela reconsolidacdo de

memoarias.
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Figura 3: Sequéncia temporal dos principais eventos celulares e moleculares

mobilizados pela consolidagdo e pela reconsolidagdo de memorias [Lamprecht e

LeDoux, 2004 ;Tronson e Taylor, 2007].
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Uma questdo que permanece controversa sobre a reconsolidacdo de memorias é
se este processo também requer indugdo de transcri¢do génica, e em caso afirmativo, se
requer que esta inducdo ocorra nas mesmas &reas cerebrais utilizadas para a
consolidacdo do traco original. Os estudos prévios sobre essas questdes sdo conflitantes.
Enquanto ha alguns grupos de pesquisa que mostraram que a reconsolidacdo depende de
transcricdo génica e de sintese protéica [Kida et al., 2002; Sangha et al., 2003; Lee et al.,
2004; Merlo et al., 2005], h& outros grupos que, utilizando tarefas comportamentais
similares, mostraram que a consolidacdo, mas ndo a reconsolidacdo, requer sintese de
mRNA [Taubenfeld et al., 2001; Parsons et al. 2006]. Além disso, vérios estudos
indicam que alguns fatores de transcri¢cdo sdo ativados apenas durante a reconsolidacao
[Hall et al., 2001; Lee et al., 2004]. Assim, o real nivel de participacdo da transcricao

génica na reconsolidacdo ainda ¢ um tema de debate.
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2.3. Memobria espacial

Na literatura esta bem estabelecido que a integridade da formacéo hipocampal é
essencial para a aprendizagem espacial, mas 0s mecanismos neurais precisos sobre o
envolvimento do hipocampo neste processo nao esta totalmente compreendido. Muitas
evidéncias mostram que o hipocampo é necessario para a aquisicdo, a evocacgdo, a
consolidacdo e o armazenamento de informacdes espaciais [Stewart e Morris, 1993;
D’Hooge e De Deyn, 2001]. Certamente h& o envolvimento de outras regides cerebrais
na navegacao espacial, podendo abranger um nimero de regides e vias de comunicagdes
inter-regionais maior do que o originalmente proposto [Cain e Saucier, 1996; D’Hooge
e De Deyn, 2001].

Muitas células piramidais hipocampais disparam quando um dado rato esta em
um local em particular, cuja localizacdo seja definida, por exemplo, por diferentes pistas
espaciais presentes em uma sala [O’Keefe, 1990, 1991; Kubie e Muller 1991; Rolls,
2000]. Estas células, denominadas células de lugar (place cells em inglés), foram
sugeridas como o substrato primario de habilidades mneménicas espaciais que subjaz o
processo de navegacdo espacial [Poucet et al., 2000; D’Hooge e De Deyn, 2001]. A
presenca dessas células de lugar promoveu a elaboracdo de teorias segundo as quais 0
hipocampo de ratos funciona como um mapa espacial, e que pode realizar computacoes
espaciais para implementar navegagOes dentro de ambientes contendo pistas espaciais
suficientes [O’Keefe e Nadel, 1978; O’Keefe, 1991; Burgess et al., 1994; Rolls, 2000].

A tarefa comportamental do labirinto aquatico de Morris (LAM) é talvez o
paradigma de aprendizado mais utilizado para investigar o processamento de memdrias
espaciais [Bures et al., 1997; Redish e Touretzky, 1998; De Hoz et al., 2004,
Schimanski e Nguyen, 2004]. Nesta tarefa, os ratos (ou outros pequenos roedores) sao

treinados para escapar da agua, através do nado até uma plataforma escondida logo
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abaixo da superficie da agua, cuja localizacdo s6 pode ser encontrada utilizando-se
pistas espaciais externas ao tanque que contém a agua e a plataforma. Analises
comportamentais do aprendizado na tarefa do LAM indicam que ha a mobilizacdo de
um grupo de processos cognitivos envolvidos por um lado com o armazenamento e
evocacao das informacdes visuais, e por outro lado com o planejamento e estratégias de
navegacao.

A intensidade da memdria para a tarefa do LAM pode ser aferida em um teste no
qual a plataforma é removida do tanque, e 0s ratos sdao largados e deixados nadar por
um periodo de tempo. Ratos normais nadam diretamente do ponto de largada até o local
onde a plataforma se encontrava durante os dias de treino, e persistem procurando por
ela nas proximidades desse local, 0 que se expressa como a porcentagem de tempo gasto
no quadrante alvo (quadrante virtual cujo centro geomeétrico é o local onde se
encontrava a plataforma) significativamente maior do que o esperado pela chance
aleatéria (25% do tempo de teste em cada quadrante). Se o tanque for totalmente
envolto por cortinas, ap0s varias sessdes de treino sem essas cortinas, o desempenho do
rato em encontrar o local da plataforma cai para o esperado pela chance aleatéria. Por
isso, 0 parametro de porcentagem do tempo de teste gasto no quadrante alvo também é
denominado em alguns trabalhos como teste de transferéncia (transfer test em inglés).
Entretanto, se durante o teste, houver cortinas cobrindo apenas parte do tanque, 0
desempenho dos ratos é relativamente pouco afetado. Isso implica que as pistas
espaciais externas ao tanque sdo essenciais para o aprendizado, mas que nenhuma pista
na sala do LAM é absolutamente importante [Stewart e Morris, 1993].

Assim, durante o aprendizado espacial, o pardmetro gquantitativo mais simples
que evidencia a gradual mudanca do desempenho do animal em encontrar o local da

plataforma é o declinio no tempo que esse animal leva para encontrar esse local. Esse
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tempo é denominado laténcia de escape. Entretanto, como pode haver muitos outros
fatores que contribuem para uma dada laténcia de escape além da taxa de aprendizagem
espacial (incluindo tigmotaxia, déficits visuais, fatores atencionais e motivacionais),
torna-se necessario conduzir outras analises de desempenho para se obter um cenéario
mais detalhado. Dentre essas andlises, o teste de transferéncia é um dos mais
importantes e utilizados, pois fornece um parédmetro, independente da laténcia de escape
e da velocidade de nado, da tendéncia de o animal persistir na procura pelo local onde a
plataforma se encontrava durante todo o treino [Stewart e Morris, 1993].

A tarefa do LAM foi descrita ha 25 anos como um instrumento para investigacdo
do aprendizado e memdria espacial em ratos [Morris, 1984]. Certamente, outras tarefas
de aprendizado espacial foram desenvolvidas, estando entre elas o labirinto radial como
0 exemplo mais proeminente [Wenk, 1998]. Entretanto, quando comparadas ao LAM,
as outras tarefas de aprendizado espacial sdo frequentemente mais complicadas e
demandam protocolos de treino mais trabalhosos. A relativa simplicidade de
implementacdo da tarefa do LAM sem duvida é uma das razdes de seu continuo
sucesso. Além disso, a possibilidade de diferenciacdo entre os condigdes espaciais
(plataforma de escape escondida) e nao-espaciais (plataforma de escape visivel) da
tarefa € vista por muitos autores como sua principal vantagem [D’Hooge e De Deyn,
2001]. Uma vantagem adicional de labirintos aquéticos em relacdo aos secos é a menor
probabilidade de interferéncia de rastros de odor sobre o comportamento dos animais, o
que poderia habilita-los a empregar uma estratégia de navegacdo nao-espacial (baseada
no olfato) para solucionar o labirinto (encontrar o escape), apesar da auséncia de pistas
espaciais proximas. Mas ainda assim, ja se mostrou que ratos podem se guiar por rastros
de odor mesmo em labirintos aquéticos, sob certas condi¢Bes [Means, 1992]. Uma outra

vantagem verificada no LAM € que esta tarefa ndo requer deprivacdo de comida nem de
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agua. Todas essas vantagens ajudam a explicar porque a tarefa do LAM tém sido
amplamente utilizada nos estudos sobre memoria espacial envolvendo lesdes ou
intervencgdes farmacoldgicas [Stewart e Morris, 1993].

A tarefa do LAM possui uma particular sensibilidade aos efeitos de lesbes
hipocampais em ratos [Morris, 1984; Morris et al., 1982; Stewart e Morris, 1993,
D’Hooge e De Deyn, 2001]. Muitos autores tém apresentado evidéncias para um
envolvimento especifico e desproporcional da formacgdo hipocampal em aspectos
espaciais do aprendizado na tarefa do LAM [D’Hooge e De Deyn, 2001]. Assim, ratos
com os hipocampos lesionados apresentam déficit de aprendizado na tarefa de LAM
guando a plataforma de escape ndo pode ser vista durante o treino, mas apresentam um
desempenho normal quando a plataforma encontra-se visivel. Interessantemente, o grau
de prejuizo no aprendizado espacial em ratos com lesdes hipocampais esté relacionado
com o volume de tecido hipocampal lesionado, e ja foi demonstrado que lesdes no
hipocampo dorsal causam um prejuizo mais pronunciado do que lesdes no hipocampo

ventral [Moser, 1993; Moser, 1995].

2.4. Relacdo entre memoria espacial e sintese de mMRNA hipocampal

A infusdo intra-cérebro-ventricular (icv) do inibidor de sintese protéica
anisomicina (ANI) blogueia a aquisicdo da memdria associada ao LAM [Meiri e
Rosenblum, 1998] enquanto que a infusdo intraperitonial e intra-hipocampal de ANI
prejudica tanto a consolidacdo quanto a reconsolidacdo dessa memdria [Suzuki et al.,
2004; Morris et al., 2006; Rossato et al., 2006]. Porém, até a data de publicacdo deste
trabalho, ndo havia nenhum estudo sobre as consequéncias da inibigdo de sintese de

mMRNA sobre a consolidacdo e a reconsolidagdo de memdria espacial. Portanto, neste
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trabalho investigamos o efeito da inibicdo pds-treino e pds-reativacdo da sintese de

MRNA hipocampal sobre a retencéo da preferéncia espacial no LAM.
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CAPITULO 3: OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar se a consolidacdo e a reconsolidacdo de uma memoria hipocampo-

dependente requerem a sintese de mMRNA no hipocampo dorsal de ratos.

3.2. Objetivos especificos

1) Investigar se a inibi¢do da transcricdo génica no hipocampo dorsal de ratos
prejudica a consolidacdo da memoria espacial de longa duragdo para a tarefa do LAM, e
determinar qual a janela temporal deste efeito, se houver, através da infusdo bilateral
intra-hipocampal de amanitina (50 pmol/lado) ou DRB (20 nmol/lado), imediatamente
ou 3 horas ap0s cada sessdo diéria de treino na versdo espacial extensiva do LAM.

2) Investigar se a inibicdo da transcricdo génica no hipocampo dorsal de ratos
prejudica a memdria espacial de curta duracdo para a tarefa do LAM, no mesmo
instante pds-treino em que tiver havido prejuizo na consolidacdo da memoria de longa
duracdo, através da infusdo bilateral intra-hipocampal de amanitina (50 pmol/lado) ap6s
a sessao Unica de treino na verséo espacial massiva do LAM.

3) Investigar se a inibicdo da transcricdo génica no hipocampo dorsal de ratos
prejudica o desempenho deles em uma versdo ndo-espacial do LAM, no mesmo instante
pos-treino em que tiver havido prejuizo na consolidacdo da memdria de longa duracao,
através da infusdo bilateral intra-hipocampal de amanitina (50 pmol/lado) ap6s cada
sessdo diéria de treino na versdo ndo-espacial do LAM.

4) Investigar se a inibicdo da transcricdo génica no hipocampo dorsal de ratos,
através da infusdo bilateral intra-hipocampal de amanitina (50 pmol/lado) ou DRB (20

nmol/lado), imediatamente ou 3 horas apds uma sessdo Unica de teste (plataforma
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ausente) realizada 24 horas apés a Ultima sessdo de treino na versao espacial extensiva
do LAM, prejudica a reconsolidacdo da memdria espacial de longa duracdo para esta
tarefa, mensurada em uma segunda sessdo Unica de teste realizada 24 ou 120 horas ap6s
0 primeiro teste.

5) Investigar se a infusdo bilateral intra-hipocampal de amanitina (50 pmol/lado)
no mesmo instante pos-teste (sem plataforma) em que tiver havido prejuizo na
reconsolidacdo da memdria de longa duracéo, terd algum efeito sobre a retencdo do
traco mnemoénico em um segundo teste realizado 3 horas ap6s o primeiro teste,
realizado 24 horas ap0s a Ultima sessdo de treino na versdo espacial extensiva do LAM.

6) Investigar se a inibicdo da transcricdo génica no hipocampo dorsal de ratos,
através da infusdo bilateral intra-hipocampal de amanitina (50 pmol/lado) 24 horas apés
a Ultima sessdo de treino na versdo espacial extensiva do LAM, causa algum efeito
sobre a retencdo da memoria espacial de longo prazo mensurada em uma sessao Unica
de teste realizada 24 ou 120 horas ap06s a infus&o.

7) Investigar se a inibi¢do da transcricdo génica no hipocampo dorsal de ratos,
através da infusdo bilateral intra-hipocampal de amanitina (50 pmol/lado),
imediatamente ou 3 horas apds uma sessdo Unica de teste (plataforma presente)
realizada 24 horas ap0s a Ultima sesséo de treino na versao espacial extensiva do LAM,
prejudica a reconsolidagdo da memoria espacial de longa duracdo para esta tarefa,
mensurada em uma segunda sessdo Unica de teste realizada 24 ou 120 horas apds o

primeiro teste.
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ABSTRACT:  Using two different mRNA synthesis inhibitors, we show
that blockade of hippocampal gene expression during restricted post-
training or postretrieval time windows hinders retention of long-term
spatial memory for the Morris water maze task, without affecting short-
term memory, nonspatial learning, or the functionality of the hippocam-
pus. Our results indicate that spatial memory consolidation induces the
activation of the hippocampal transcriptional machinery and suggest the
existence of a gene expression-dependent reconsolidation process that
operates in the dorsal hippocampus at the moment of retrieval to stabi-
lize the reactivated mnemonic trace. o 2007 Wiley-Liss, Inc.

KEY WORDS:  memory; learning; consolidation; reconsolidation; mRNA;
transcription; hippocampus

INTRODUCTION

Memories are not stored in definitive form immediately after acquisi-
tion. Before that they must undergo a protracted stabilization process
known as consolidation (McGaugh, 1966). Induction of gene expression
and protein synthesis (Igaz et al., 2002; Cammarota et al., 2003) in sev-
eral areas of the brain constitute critical steps in memory consolidation.
It has also been demonstrated that upon retrieval consolidated memories
are rendered unstable again and in order to persist must be restabilized
through a reconsolidation process that involves activation of the transla-
tional machinery (Nader et al., 2000; Sara, 2000; Tronson and Taylor,
2007). One question that remains controversial regarding memory
reconsolidation is whether this process also requires induction of gene
expression and, if it does so, whether this must occur in the same areas
of the brain used for consolidation of the original trace. Previous reports
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about this issue are conflicting. While some research
groups showed that reconsolidation is dependent on
transcription and translation (Kida et al., 2002; San-
gha et al., 2003; Lee et al., 2004; Merlo et al., 2005),
using similar behavioral tasks others found that con-
solidation but not reconsolidation requires synthesis of
mRNA (Taubenfeld et al., 2001; Parsons et al., 20006).
In addition, several studies indicate that some tran-
scription factors are activated only during memory
reconsolidation (Hall et al., 2001; Lee et al., 2004).
Clearly, the actual participation of gene transcription
in this process is still a matter of debate.

The Morris water maze task (MWM) is perhaps
the learning paradigm most utilized to investigate spa-
tial memory processing (Bures et al., 1997; Redish
and Touretzky, 1998; De Hoz et al., 2004; Schiman-
ski and Nguyen, 2004). Intracerebroventricular infu-
sion of the protein synthesis inhibitor anisomycin
(ANI) blocks acquisition of the memory associated
with the MWM (Meiri and Rosenblum, 1998) while
intraperitoneal and intrahippocampal ANI impair
both consolidation and reconsolidation of this mem-
ory (Suzuki et al., 2004; Morris et al., 2006; Rossato
et al., 2006). However, at present there are no studies
on the consequences of mRNA synthesis inhibition in
the consolidation and reconsolidation of spatial mem-
ory. Therefore, we investigated the effect of posttrain-
ing and postreactivation inhibition of hippocampal
mRNA synthesis on retention of a spatial preference
in the MWM.

MATERIALS AND METHODS

Subjects, Surgery, and Drug-Infusion
Procedures

Three-month-old male Wistar rats weighing 220—
280 g and raised in our animal facilities were used in
the experiments. Animals were housed four or five to
a cage and maintained at 21-23°C under a 12-h
light/12-h dark cycle (lights on at 7:00 a.m.) with free
access to food and water. To implant them with in-
dwelling cannulae, rats were deeply anesthetized with
thiopental (30-50 mg/kg, i.p.), and 27-gauge 9.0-mm



guide cannulae were stereotaxically aimed to the pyramidal cell
layer of the dorsal CAl region, using coordinates (A —4.2, L
+3.0, V 2.0 from bregma) taken from the atlas of Paxinos and
Watson (1986). The animals were allowed to recover from sur-
gery during 4 days before submitting them to any other proce-
dure. At the time of drug delivery, 30-gauge 10.0-mm infusion
needles (extending 1.0 mm beyond guide cannulae) were
tightly fitted into the guides. Infusions (0.8 pl/side) were car-
ried out over 60 s and the infusion cannulae were left in place
for 30 additional seconds to minimize backflow. Cannulae
placement was verified postmortem: 2—4 h after the last behav-
ioral test, 0.8 pul of a 4% methylene-blue solution was infused
as described eatlier, and the extension of the dye 30 min there-
after was taken as indicative of the presumable diffusion of the
vehicle or drug previously given to each animal. Only data
from animals with correct implants were included in the statis-
tical analyses. All experiments were conducted blind to the
treatment condition of the animals and following the guidelines
of the National Institutes of Health of the USA for animal care
and use, and were approved by the Animal Care and Ecthical
Committees of the Pontifical Catholic University of Rio
Grande do Sul.

Drugs

a-amanitin  (AMA) was purchased from Sigma and 5,6-
dichloro-1-B-p-ribofuranosylbenzimidazole (DRB) was obtained
from Calbiochem. Drugs were first dissolved in 100% DMSO
and stored frozen at —20°C until the moment of use, when they
were diluted to working concentration with saline.

Training in the Spatial Version of the MWM
Learning Task

The water maze was a black circular pool (200 c¢m in diame-
ter) conceptually divided into four equal imaginary quadrants
for the purpose of data analysis. The water temperature was
21-23°C. Two centimeters beneath the surface of the water
and hidden from the rat’s view was a black circular platform
(12 cm in diameter). It had a rough surface, which allowed the
rats to climb onto it easily once detected. The swimming path
of the animals was recorded using a video camera mounted
above the center of the pool and analyzed using a video track-
ing and analysis system. The water maze was located in a well-
lic white room with several posters and other distal visual stim-
uli hanging on the walls to provide spatial cues. Rats were
handled 5 min per day for 3 days prior to training. Training
using the spaced training protocol was carried out during 5
successive days. On each day, rats received eight consecutive
training trials, during which the hidden platform was kept in a
constant location. A different starting location was used on
each trial, which consisted of a swim followed by a 30-s plat-
form sit. Any rat that did not find the platform within 60 s
was guided to it by the experimenter. Memory retention was
evaluated in a 60-s probe trial carried out in the absence of the
escape platform 24 h after the last training session. To evaluate
the effect of mRNA synthesis inhibitors given after memory

reactivation, rats were trained for 5 days as indicated earlier,
before being submitted to a probe test in the absence of the
escape platform 24 h after the last training session. At different
times after that, rats received intra-CAl infusions of the drug
under scrutiny or vehicle. Memory retention was evaluated in a
second probe test carried out at 24 or 120 h after the first one.
Training using the massed training protocol consisted of 16
consecutive trials in one session, during which the hidden plat-
form was kept in a constant location. A different start position
was used on each trial, which consisted of a swim followed by
a 60-s (Trials 1-4), 40-s (Trials 5-8) or 20-s (Trials 9-16) stay
on the escape platform. Any rat that did not find the platform
within 120 s was guided to it by the experimenter.

Training in the Nonspatial Version of the MWM

For training in the nonspatial version of the MWM task, we
used the same tank utilized for training in the spatial version of
the task but surrounded it by a black curtain so there were no
extra-pool spatial cues available. A white circular disk, 10 cm
in diameter, was mounted on top of the hidden platform to
cue the location of the submerged platform. Training in the
cued version of the MWM was carried out during two consec-
utive days. On each day, rats received eight consecutive 60-s
training trials with a 30 s inter-trial interval (ITI). The starting
location was changed on each trial. The infusion of drugs was
performed as stated earlier.

Statistical Analysis

Data were analyzed by a two-tailed Student’s #-test, ANOVA,
or two-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc tests, as
appropriate.

RESULTS

First we determined whether mRNA synthesis is required in
the hippocampus for consolidation of spatial memory in the
MWM using a spaced training protocol (Morris et al., 1986,
2006; Kogan et al., 1997; Spreng et al., 2002; Commins et al.,
2003; Baldi et al., 2005; Bonini et al., 2007). Bilateral infu-
sions of the RNA polymerase II inhibitor AMA (50 pmol/side)
in the CAl region of the dorsal hippocampus immediately
(F1,15) = 42.31, P < 0.005; Fig. 1A) but not 3 h after each
daily training session (Fig. 1B) blocked the improvement in
escape latency seen in control animals. A probe test in the
absence of the escape platform performed 24 h after the last
training session confirmed that AMA impairs consolidation of
spatial memory (Fig. 1C). During this probe test, rats that had
received AMA immediately after each training session showed
significantly longer latencies to swim over the previous location
of the escape platform (7;5) = 3.35, P < 0.05; Fig. 1D) and
spent less time swimming in the target quadrant than those
that had been given vehicle (1,5 = 5.29, P < 0.005; Fig. 1E).
The amnesic effect of AMA was entirely reversible. In fact,
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FIGURE 1. Intrahippocampal infusion of o-amanitine blocks
long-term spatial memory consolidation without affecting short-
term memory or nonspatial memory retention. (A) Mean escape la-
tency during the 5 days of training in the spatial version of the
MWM (spaced training protocol) for rats given o-amanitine (50
pmol/side; AMA, grey circles) or vehicle (VEH, white circles) in
the CALl region of the dorsal hippocampus immediately or (B) 3 h
after each training session. Data are presented in blocks of eight
trials as mean = SEM; n = 8-9 per group. (C) Representative
swimming paths during a 60-s probe test carried out 24 h after
the last training session for the animals showed in (A) and (B).
(D) Latency to swim over the previous location of the escape plat-
form and (E) Mean time spent in the target quadrant (TQ) during
a 60 s probe test carried out 24 h after the last MWM training ses-
sion for rats that received AMA (50 pmol/side) or VEH in the
CAl region as in (A) and (B). Data are presented as mean =+
SEM. *P < 0.05 and **P < 0.005 vs VEH in Student’s z-test;

animals that had received intrahippocampal AMA immediately
after each training session acquired the spatial preference as
consistently as did control animals once the administration of
AMA was stopped (not shown). Bilateral intra-CA1 infusion of
AMA (50 pmol/side) immediately after training in the MWM

n = 8-9 per group. (F) Schematic drawings taken from the atlas
of Paxinos and Watson (1986), showing the infusion sites in dorsal
CALl for the animals presented in A. (G,H) Animals trained in the
spatial version of the MWM using the massed training protocol
received bilateral intra-CAl infusions of o-amanitine (50 pmol/
side; AMA) or vehicle (VEH) immediately after the last training
trial (the arrowheads indicate the moment of drug infusion) and
were submitted to a probe test in the absence of the escape plat-
form, either 3 h (G-inset) or 24 h later (H-inset). Data are pre-
sented as mean = SEM. ***P < 0.005 vs. VEH in Student’s z-test;
n = 10 per group. (I) Mean escape latency during two daily eight-
trial training sessions in the nonspatial version of the Morris water
maze for rats that received either AMA (50 pmol/side) or VEH in
the CAl region of the dorsal hippocampus immediately after the
first session. The arrowhead indicates the moment of drug infu-
sion. Data are presented as mean = SEM; » = 8 per group.

using a massed training protocol (Blum et al., 1999; Zhao
et al., 1999; Hebert and Dash, 2002; Morris et al., 2006;
Bonini et al., 2007) did not affect spatial memory when tested
3 h after training (Fig. 1G), but blocked retention as evaluated
24-h posttraining (£33 = 3.96, P < 0.005; Fig. 1H). These
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FIGURE 2. Intrahippocampal infusion of DRB blocks long-

term spatial memory consolidation. (A) Latency to swim over the
previous location of the escape platform and (B) mean time spent
in the target quadrant (TQ) during a 60-s probe test in the ab-
sence of the escape platform carried out 24 h after the last training
session in the MWM (spaced training protocol) for rats that
received DRB (20 nmol/side) or VEH in the CAl region immedi-
ately or 3 h after each training session. **P < 0.05 and **P <
0.05 vs. VEH in Student’s #test; z = 8 per group.

results indicate that the intrahippocampal administration of
AMA does not affect short-term memory but specifically dis-
rupt long-term spatial memory and suggest that the amnesic
effect of this drug is not due to impairment of information
processing but to a bonafide inhibitory action on memory con-
solidation. AMA had no effect on memory for the nonspatial
version of the MWM task when infused in the CAl region of
the hippocampus immediately after training (Fig. 11).

To further determine whether synthesis of mRNA in dorsal
hippocampus is necessary for consolidation of spatial memory,
we examined the effect of DRB on retention. Like AMA, DRB
reversibly inhibits mRNA synthesis (Sehgal et al., 1976; Tamm,
1977; Chodosh et al., 1989; Clement and Wilkinson, 2000)
but has a different mechanism of action (Kedinger et al., 1970;
Lindell et al.,, 1970; De Mercoyrol et al., 1989). As can be
seen in Figure 2, DRB (20 nmol/side) also impaired spatial
memory consolidation when infused into dorsal CAl immedi-
ately after each training session (fq4 = 3.14, P < 0.05 for
latency to swim over the previous location of the escape plat-
form and 5,4 = 4.96, P < 0.005 for time in target quadrant)
but not when given 3-h posttraining.

To investigate whether inhibition of mRNA synthesis after
spatial memory retrieval affects persistence of the reactivated
trace, rats that had been trained for 5 days in the spatial ver-
sion of the MWM using the spaced training protocol were
submitted to a probe test in the absence of the escape platform
24 h after the last training session. Immediately or 3 h after
the probe test, the animals received bilateral infusions of vehi-
cle or AMA (50 pmol/side) in the dorsal hippocampus. Reten-
tion was evaluated in a second probe test carried out 24 h or
120 h after the first one. When given immediately after the
first probe test, AMA significantly increased the latency to

swim over the previous location of the escape platform (z4
= 2.70, P < 0.05 for PT2 24 h after PT1; Fig. 3A and #4
= 2.20, P < 0.05 for PT2 120 h after PT1; Fig. 3C) and
reduced to chance level the time spent in the target quadrant
during the second probe test, regardless of the time elapsed
between the two tests (f14 = 2.87, P < 0.05 for PT2 24 h
after PT1; Fig. 3B and 744 = 2.89, P < 0.05 for PT2 120 h
after PT1; Fig. 3D); AMA had no effect on retention when
infused into CAI 3 h after the first probe test (Figs. 3E-H).
Intrahippocampal infusion of AMA (50 pmol/side) following a
probe test in the absence of the escape platform performed
24 h after training using the MWM-spaced training protocol
did not affect memory retention during a second probe test
carried out 3 h later (Fig. 4). This indicates that the amnesia
induced by inhibition of hippocampal mRNA synthesis at the
time of memory retrieval takes time to hold, suggesting that
this effect is not caused by disruption of memory retrieval but
is indeed due to impairment of a process that stabilizes the
reactivated memory trace. Additionally, AMA did not affect
spatial memory when given into dorsal CA1 24 h after the last
training session in the absence of a behaviorally relevant event
(Fig. 5), or when administered immediately after a test session
in the presence of the escape platform carried out 24 h after
training (Fig. 6).

As happened with AMA, bilateral infusions of DRB in the
dorsal hippocampus (20 nmol/side) immediately (Figs. 7A-D)
but not 3 h (Figs. 7E-H) after a probe test performed 24-h
posttraining in the absence of the escape platform hindered
spatial memory retention during a second probe test carried
out either at 24 h (#14 = 2.61, P < 0.05 for latency and 74
= 3.16, P < 0.05 for time in target quadrant) or 120 h (74
= 3.10, P < 0.05 for latency and #;4 = 2.43, P < 0.05 for
time in target quadrant) after the first one.

DISCUSSION

Our results show that (1) when infused in the dorsal hippo-
campus immediately but not 3 h after training in the MWM
learning task, AMA impairs long-term spatial memory reten-
tion without affecting short-term memory. This amnesia was
also observed after the administration of DRB, an mRNA syn-
thesis blocker with a different mechanism of action. (2) AMA
given in the dorsal hippocampus immediately but not 3 h after
a probe test in the absence of the escape platform performed
24-h posttraining hinders spatial memory retention during a
second probe test carried out 24 or 120 h later. Intrahippocam-
pal AMA has no effect on retention of the reactivated trace
when the second probe test was carried out 3 h after the first
one. The amnesic effect of AMA is contingent on the nonrein-
forced reactivation of the mnemonic trace and is also evident
after DRB infusion.

It has been shown that inhibition of mRNA synthesis
impairs memory consolidation in different preparations. Most
findings indicate the existence of a short critical period begin-
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FIGURE 3. Intrahippocampal infusion of AMA immediately
but not 3 h after nonreinforced retrieval hinders spatial memory
retention as measured 24 h or 120 h after reactivation. Animals
with infusion cannulae implanted in the CAl region of the dorsal
hippocampus were trained during 5 days in the spatial version of
the MWM using the spaced training protocol. Twenty-four hours
after the last training session, the animals were randomly assigned
to one out of four experimental groups and submitted to a 60-s
probe test in the absence of the escape platform (PT1). Immedi-

ning right after training (Ohi, 1977; Strocchi et al., 1977;
Rainbow, 1979; Pedreira et al., 1996; Crow et al., 1997; Lin
et al., 2003; Fulton et al., 2005; Watanabe et al., 2005),
although some reports also point to a second phase of sensitiv-
ity of memory to gene expression inhibition between 3- and 6-
h posttraining (Igaz et al., 2002). In agreement with previous
reports showing that spatial memory is disrupted after acute
suppression of c-AMP-responsive element binding protein
(CREB)-mediated gene transcription (Pittenger et al., 2002)
and findings indicating that training in the MWM induces the
rapid expression of several genes in different areas of the brain
(Meiri et al., 1997; Venero et al., 2004; Aguilar-Valles et al.,
2007), including the hippocampus (Guzowski et al., 2000;
Cavallaro et al., 2002; Leil et al., 2003; Hou et al., 2004; Kim
et al., 2004; Pascale et al., 2004), our experiments with two
pharmacologically different mRNA synthesis blockers indicate
that retention of long-term spatial memory requires gene
expression in the dorsal hippocampus during a narrow time
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ately (A-D) or 3 h after PT1 (E-H) the animals received intrahip-
pocampal infusions of a-amanitine (50 pmol/side; AMA) or vehicle
(VEH). Memory retention was assessed in a second 60-s probe test
(PT2) carried out 24 h (A, B, E, and F) or 120 h after PT1 (C, D,
G, and H). Data are expressed as mean (£SEM) of the latency to
swim over the previous location of the escape platform (A, C, E,
and G) or as the percentage of swimming time spent in the target
quadrant (TQ; B, D, F, and H). **P < 0.05 vs. VEH during PT2;
n = 8 per group.

window that begins right after training and lasts less than 3 h.
This fact, together with the observation that inhibition of hip-
pocampal mRNA synthesis does not affect short-term spatial
memory or long-term nonspatial memory in the MWM, dem-
onstrates that the amnesic effect of AMA and DRB is not due
to disruption of hippocampal functionality, to an unspecific
blockade of information processing, or to impaired motor/per-
ceptual performance but to a true inhibitory action on memory
consolidation.

Substantial evidence indicates that consolidated memories
become again susceptible to disruption after nonreinforced re-
trieval and suggests that, to persist, the reactivated memory
trace must undergo a restabilization process referred to as
reconsolidation (Sara, 2000; Nader, 2003; Eisenberg and
Dudai, 2004; Lee et al., 2004). A widely recognized property
of memory reconsolidation is its requirement for protein syn-
thesis in the same areas of the brain as consolidation. In this
respect, we have recently shown that consolidation and reconso-
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FIGURE 4. Intrahippocampal infusion of AMA immediately

after nonreinforced retrieval does not affect spatial memory reten-
tion as measured 3 h after reactivation. Animals with infusion can-
nulae implanted in the CAl region of the dorsal hippocampus
were trained during 5 days in the spatial version of the MWM
using the spaced training protocol. Twenty-four hours after the
last training session, the animals were submitted to a 60-s probe
test in the absence of the escape platform (PT1). Immediately after
PT1, the animals received intrahippocampal infusions of o-amani-
tine (50 pmol/side; AMA) or vehicle (VEH). Memory retention
was assessed in a second 60-s probe test (PT2) carried out 3 h af-
ter PT1. Data are expressed as mean (£SEM) of the latency to
swim over the previous location of the escape platform (A) or as
the percentage of swimming time spent in the target quadrant

(TQ; B). » = 8 per group.

lidation of spatial memory require protein synthesis in the CAl
region of the hippocampus (Rossato et al., 2006). However, a
key question that remains open concerning consolidation and
reconsolidation is whether or not these processes share the
same biochemical mechanisms. In particular, the dependence of
reconsolidation on gene transcription is still a matter of debate.
Reports using the general RNA synthesis blocker actinomycin
D, both in vertebrate (Lee et al., 2004) and in invertebrate
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FIGURE 5. Late posttraining inhibition of hippocampal gene
expression in the absence of relevant behavioral stimuli does not
affect retention of long-term spatial memory. Animals with infu-
sion cannulae implanted in the CAl region of the dorsal hippo-
campus were trained during 5 days in the spatial version of the
MWM using the spaced training protocol. Twenty-four hours after
the last training session the animals received bilateral intrahippo-

preparations (Sangha et al., 2003), suggest that RNA synthesis
is indeed necessary for memory reconsolidation. Nonetheless,
the interpretation of these previous reports has been somehow
complicated by the fact that they employed either a dose of ac-
tinomycin D able to produce irreversible lesions (Gomi et al.,
1999; Lee et al., 2004) or reactivation protocols involving a re-
trieval session that included presentation of the original uncon-
ditioned stimulus and hence acted not just as a memory reacti-
vation session but, more likely, as a retraining session. In the
present report we overcame these methodological issues by
using two pharmacologically different agents that specifically
block RNA polymerase II-mediated transcription together with
a behavioral protocol involving the nonreinforced reactivation
of the original spatial trace. Moreover, with the proper control
experiments, we ruled out the possibility that the impairment
in retention caused by AMA and DRB given after memory
reactivation was due to an unspecific or deleterious effect of
this drug on performance. In fact, we found that the amnesic
action of intra-CA1 AMA and DRB was time-dependent, was
only seen after memory retrieval in the absence of the escape
platform and lasted for several days, all of which suggests that
it is not caused by a delayed inhibitory effect able to obliterate
further retrieval but to inhibition of a process that operates to
stabilize the reactivated trace. Contrary to our findings, some
groups have reported that mRNA synthesis inhibition following
memory reactivation has no effect on memory persistence. In
particular, it has been shown that intrahippocampal infusion of
CCAAT enhancer-binding protein  antisense oligonucleotides
hinders inhibitory avoidance memory consolidation, but has no
effect on subsequent retention when given after nonreinforced
retrieval (Taubenfeld et al., 2001) and, recently, it has been
suggested that reconsolidation of fear conditioning memory
does not require mRNA synthesis in the amygdala (Parsons
et al., 2006). In this respect, it must be bear in mind that these
two experiments were carried out using either an avoidance
learning task producing a memory trace that does not undergo
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campal infusions (INF) of AMA (50 pmol/side) or VEH. Memory
retention was assessed in a 60-s probe test (PT) carried out 24 h
(A and B) or 120 h after INF (C and D). Data are expressed as
mean (£SEM) of the latency to swim over the previous location of
the escape platform (A and C) or as the mean percentage time
swimming in the target quadrant (TQ; B and D); » = 8 per
group. The arrowheads indicate the moment of infusion.
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FIGURE 6. Inhibition of hippocampal gene expression imme-
diately after a reinforced retrieval test does not affect subsequent
retention of long-term spatial memory. Animals with infusion can-
nulae implanted in the CAl region of the dorsal hippocampus
were trained during 5 days in the spatial version of the MWM
using the spaced training protocol. Twenty-four hours after the
last training session the animals were submitted to a retraining test
(RT) in the presence of the escape platform and immediately after

o
o

BIJ_|=|h."EH ?5_|=|\.'EH
e ) = Al
® g
‘;; e i P
[+]
5 £
= 20 = 25
mE
0- 0-
RT PT RT PT

PT 120 h after RT

that received bilateral intrahippocampal infusions of AMA (50
pmol/side) or VEH. Memory retention was assessed in a probe test
in the absence of the escape platform (PT) carried out at 24 h (A
and B) or 120 h after RT (C and D). Data are expressed as mean
(=SEM) of the latency to swim over the previous location of the
escape platform (A and C) or of the swimming time spent in the
target quadrant (TQ; B and D); » = 8 per group.
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FIGURE 7. Intrahippocampal infusion of DRB immediately

but not 3 h after nonreinforced retrieval hinders retention of long-
term spatial memory. Animals with infusion cannulae implanted in
the CALl region of the dorsal hippocampus were trained during 5
days in the spatial version of the MWM using the spaced training
protocol. Twenty-four hours after the last training session the ani-
mals were randomly assigned to one out of four experimental
groups and submitted to a 60-s probe test in the absence of the
escape platform (PT1). Immediately (A-D) or 3 h after PT1 (E-
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H) the animals received bilateral intrahippocampal infusions of
DRB (20 nmol/side) or vehicle (VEH). Memory retention was
assessed in a second 60-s probe test (PT2) carried out 24 h (A, B,
E and F) or 120 h after PT1 (C, D, G, and H). Data are expressed
as mean (£SEM) of the latency to swim over the previous location
of the escape platform (A, C, E, and G) or as the percentage of
swimming time spent in the target quadrant (TQ; B, D, F, and H).
**P < 0.05 vs. VEH during PT2; » = 8 per group.



protein synthesis-dependent reconsolidation (Taubenfeld et al.,
2001; Cammarota et al., 2003, 2004, 2005a) or a reminder
session that, because of its length, precluded the unambiguous
distinction between reconsolidation and memory extinction
(Lee et al., 2006), an inhibitory process also induced by non-
reinforced retrieval that prevents expression of the original fear-
conditioning memory through a mechanism requiring the func-
tional participation of the amygdala (Santini et al., 2001; Herry
and Mons, 2004; Barad et al., 2006; Berlau and McGaugh,
20006).

Does reconsolidation involve recapitulation of molecular
events that occurred during initial consolidation? And, if it
indeed does so, which are the genes whose expression is
required in the hippocampus for the normal proceeding of
these two processes? It is now clear that reconsolidation is not
a second round of consolidation or entails further consolidation
of the original mnemonic trace (Alberini, 2005; Dudai, 2006;
Boccia et al., 2006; Bucherelli et al., 2006). Despite this, sev-
eral lines of evidence indicate that consolidation and reconsoli-
dation use similar signaling pathways in the same areas of the
brain. For example, the well-documented requirement for
NMDA receptors during the early stages of memory consolida-
tion (Morris et al., 1986; Rickard et al., 1994; Riedel et al.,
2003; Tronel and Sara, 2003; Bevilaqua et al., 2005; Izquierdo
et al., 2006; Robbins and Murphy, 2006) has also been
reported during reconsolidation of different types memory in
vertebrate (Przybyslawski and Sara, 1997; Summers et al.,
1997; Torras-Garcia et al., 2005) and invertebrate species
(Pedreira et al., 2002; Rose and Rankin, 2006). Activation of
ERK1/2-mediated signaling in the amygdala was described dur-
ing consolidation and reconsolidation (Duvarci et al., 2005)
and a late phase of sensitivity to B-adrenergic drugs has also
been found for both processes (Roullet and Sara, 1998; Przyby-
slawski et al., 1999; Sara et al., 1999; Sara, 2000). A common
property of all these signaling pathways is that they modulate
the activation state of a variety of transcription factors includ-
ing, notably, CREB. CREB phosphorylation is a key event dur-
ing memory consolidation (Dash et al., 1990; Bernabeu et al.,
1997; Guzowski and McGaugh, 1997), and it has been recently
shown that activation of this protein is essential for the stability
of auditory and contextual fear memories after retrieval, sug-
gesting that the induction of CREB-mediated transcription also
plays an important role during postretrieval stabilization. Addi-
tional studies are in due course to unravel the participation of
this transcription factor in spatial memory reconsolidation.

At this stage, a cautionary remark is mandatory. Although
the study of reconsolidation has been extended to several ani-
mal species and different learning tasks, reconsolidation
hypotheses are still controversial. In fact, several laboratories
(Hernandez and Kelley, 2004; Blum et al., 2006; Power et al.,
2006; Yim et al., 20006), including ours (Cammarota et al.,
2003, 2004), have failed to disrupt retention of some types of
memories after retrieval, or have found that the disruption is
only transitory (Anokhin et al., 2002; Lattal and Abel, 2004;
Prado-Alcala et al., 2006) fuelling the debate on the causes and

consequences of postreactivation amnesia. In the case of this

report, although a possible damaging effect of AMA and DRB
on hippocampal functionality was discarded with suitable
experiments, it is true that we cannot conclusively reject the
possibility that the amnesia induced by the postretrieval admin-
istration of mRNA synthesis blockers represents just a
prolonged, but anyhow temporary performance effect. Meth-
odological constraints inherent to the task and to survival of
cannulated animals prevented us from evaluating memory re-
trieval at longer periods than those we reported.

An alternative explanation for our results is that the amnesia
induced by AMA and DRB given after memory reactivation is
due to facilitation of extinction. As reconsolidation, extinction
is also initiated by nonreinforced retrieval, and it is expressed
as a reduction in the probability of emission of a previously
learned response. However, extinction is currently understood
as an active learning process (Quirk, 2002; Susuki et al., 2004;
Bouton et al., 2006; Myers and Davis, 2007), an hypothesis
supported by several reports indicating the dependence of
extinction on NMDA and AMPA receptors (Falls et al., 1992;
Baker and Azorlosa, 1996; Mead et al., 1999; Walker and
Davis, 2002; Mao et al., 2006; Burgos-Robles et al., 2007;
Zushida et al., 2007), protein synthesis (Santini et al., 2004;
Cammarota et al., 2005b; Runyan and Dash, 2005; Akirav
et al.,, 2006; Berger-Sweeney et al., 2006; Bevilaqua et al.,
2006), and gene expression (Cammarota et al.,, 2003; Herry
and Mons, 2004; Lattal et al., 2006; Bredy et al., 2007) in dif-
ferent areas of the brain. Taking this into account, it is hard to
envisage how mRNA synthesis inhibitors could possibly
enhance a process that, if something, they should be expected

to block.
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CAPITULO 4: CONSIDERACOES GERAIS

Nossos resultados mostram que:

1) Quando a amanitina é infundida bilateralmente no hipocampo dorsal de ratos
imediatamente ap0s cada uma das sessdes de treino na tarefa do LAM, a amanitina
prejudica a retencdo da memoria espacial de longa duracdo, sem afetar a memoria de
curta duracdo. O mesmo ndo ocorre quando a infusdo de amanitina é feita 3 horas apds
cada sessdo de treino. Também ndo ha prejuizo no desempenho dos ratos quando se
utiliza um protocolo de aprendizado nao-espacial [Fig 1 do artigo].

2) O efeito prejudicial sobre a consolidacdo da meméria espacial de longa duracéo
verificado no item anterior também é verificado quando infunde-se DRB bilateralmente
no hipocampo dorsal de ratos imediatamente ap6s cada uma das sessdes de treino na
tarefa do LAM. Igualmente, 0 mesmo ndo ocorre quando a infusdo de DRB ¢ feita 3
horas apos cada sessdo de treino [Fig 2 do artigo]. O DRB é um inibidor da sintese de
MRNA com mecanismo de acdo diference do da amanitina.

Isso indica fortemente que o efeito prejudicial observado sobre a consolidagédo da
memoria espacial de longa duracdo foi causado pela inibigdo da transcrigdo génica no
hipocampo dorsal de ratos, e ndo devido a um outro efeito farmacoldgico de cada um
desses farmacos que ndo a inibicdo da transcricdo génica. Também fica evidente que esse
efeito é tempo-especifico, e que a consolidacdo de uma memoria espacial de longa
hipocampal de transcricdo génica, que se inicia imediatamente apds a aquisicdo, e

termina em algum momento antes de 3 horas apds o inicio da aquisi¢éo.

39



Como a amanitina ndo afeta a memoria espacial de curta duracdo, fica evidente
que apenas a retencdo da memdria espacial de longa duracdo requer sintese hipocampal
de mRNA, e também que amanitina, na dose empregada neste trabalho, ndo pertuba a
funcionalidade hipocampal, visto que a expressdo da memoria de curta duragdo necessita
que o hipocampo esteja funcional [Rolls, 2000]. Tambem fica claro que ndo houve
qualquer efeito prejudicial da amanitina sobre a atividade locomotora ou perceptual dos
ratos, visto que ambos o0s grupos de animais, infudidos ou com amanitina ou com salina,
apresentaram o mesmo desempenho em uma versdo ndo-espacial de treino no LAM.

3) Quando a amanitina € infundida bilateralmente no hipocampo dorsal de ratos
imediatamente apds uma sessao Unica de teste sem a presenca da plataforma de escape,
realizada 24 horas a ultima sesséo de treino na tarefa do LAM, a amanitina prejudica a
retencdo da memoria espacial de longa duracéo, aferida em uma segunda sesséo Unica de
teste realizada 24 horas ou 120 horas apds a primeira sessdo de teste. Este efeito ndo
ocorre quando a infusdo de amanitina € feita 3 horas apds a primeira sessao Unica de teste
[Fig 3 do artigo].

4) O efeito prejudicial sobre a reconsolidagdo da memdria espacial de longa
duracdo verificado no item anterior também é verificado quando infunde-se DRB ao
invés de amanitina [Fig 7 do artigo].

5) A infusdo intra-hipocampal de amanitina ndo teve efeito sobre a retencdo do
traco mnemaonico reativado quando a segunda sessao de teste foi realizada 3 horas apés a
primeira [Fig 4 do artigo].

6) Nao houve efeito sobre a retengdo do traco mnemonico aferido em uma sesséo

de teste realizada 24 ou 120 apds apenas a infusdo bilateral intra-hipocampal de
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amanitina realizada 24 horas ap6s a Ultima sessdo de treino, sem a realizagao neste dia de
uma sesséo de teste [Fig 5 do artigo].

7) A infuséo intra-hipocampal de amanitina nédo teve efeito sobre a retencdo do
traco mnemonico reativado quando a segunda sessdo de teste realizada 24 ou 120 apés a
primeira sessdo de teste, quando esta primeira sessao de teste ocorreu com a presenca da
plataforma de escape [Fig 6 do artigo].

Assim como na consolidacdo, o efeito prejudicial da inibicdo da transcri¢cdo
génica tanto pela amanitina quanto pelo DRB sobre a retencdo de uma memoria espacial
de longa duracdo ap6s sua reativacao é tempo-especifico, e que a reconsolidacdo de uma
memoria espacial de longa duragdo em ratos possui pelo menos uma janela temporal de
sensibilidade a inibicdo de transcricdo génica, que se inicia imediatamente apos a
evocagao, e termina em algum momento antes de 3 horas apds o inicio desta evocacao.

Como o efeito amnésico da amanitina sobre a retencdo do traco mnemdnico ndo
foi verificado 3 horas ap6s sua reativacdo, mais uma vez fica claro que a amanitina ndo
pertubou a funcionalidade hipocampal, na dose empregada neste trabalho.

Por fim, o efeito amnésico da amanitina sobre a retengdo do traco mnemaonico
logo apos sua evocagdo sé ocorre se a infusdo intra-hipocampal for contingente com esta
reativacdo ndo reforcada do tragco mnemonico. A simples infusdo de amanitina sem a
realizacdo do teste ndo teve efeito sobre a retengdo do tragco mnemonico, desta forma
descartando a possibilidade de estar havendo um efeito tardio da amanitina sobre a
consolidagéo deste traco, 0 que estaria mascarado nos experimentos em que uma Sessao
Unica de teste precedia a infusdo de amanitina. Também ndo houve efeito sobre a

retencdo do traco mnemonico quando a infusdo de amanitina ocorreu apds a realizacdo do
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teste com a plataforma de escape presente. Este achado sugere que a reativacdo de um
traco mnemaonico ja consolidado sé se torna sensivel a inibi¢do de transcrigdo génica se
houver alguma mudanca no contexto da reativagdo em relacdo ao contexto de
aprendizado, neste caso a auséncia da plataforma de escape, que estava presente no
mesmo local durante todos os dias de treino. Isto pode ser util como um mecanismo que
permitiria a atualizacdo em nivel celular da resposta dos neurénios componentes da rede
neural que subjaz o traco mnem®énico, tornando possivel modifica-lo de forma a torna-lo
mais adaptavel as diferentes exigéncias ambientais de comportamento ao longo do tempo.

Em suma, esses resultados indicam fortemente que tanto a consolidagcdo quanto a
reconsolidacdo de uma memdria espacial de longa duracdo em ratos é dependente de
transcricdo génica no hipocampo dorsal, e que o desencadeamento destes processos de
dependentes de transcricdo génica ocorre imediatamente apds a aquisi¢cdo, no caso da
consolidagdo, ou apds a evocacdo da informacdo sem presenca de reforco, no caso da

reconsolidacgéo.
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