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RESUMO

A aquisi¢do e manutencao de informagdes sensoriais novas obtidas através da experiéncia,
para uso posterior, requer um processo dependente do tempo envolvendo sintese protéica em
estruturas encefélicas como o hipocampo. Esse processo de estabilizacdo pos-aquisitiva de
memorias ¢ chamado de consolidacdao. Dependendo como a sessdo de evocagdo ¢ conduzida,
porém, esse tragco de memoria pode ser desestabilizado e disparar um novo processo dependente
de sintese protéica chamado de reconsolidagdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
inibi¢do de sintese protéica e da modulagdo noradrenérgica, bem como da benzodiazepinica,
sobre a reativacado de uma memoria aversiva. Para tanto, utilizamos um inibidor da transcrigao
protéica (DRB), um antagonista de receptores [-noradrenérgico (Propranolol) e um
benzodiazepinico (Midazolam). Ratos Wistar machos foram treinados na Esquiva Inibitoria com
descida da plataforma (EI) por tentativa unica (one-trial), reativados 24 horas apos o treino e
testados 24 horas mais tarde. Os resultados demonstram que: (1) o DRB foi capaz de inibir a
memoria apenas quando a sessdo de reativacdo da EI continha ambos os estimulos, o
condicionado e o incondicionado, confirmando a ocorréncia do fenomeno da reconsolidagdo com
esta tarefa; (2) o B-bloqueador propranolol foi capaz de inibir a reconsolidagcdo dessa memoria,
mas apenas numa janela temporal em torno de 1 hora apds a reativacao; e (3) o agonista
benzodiazepinico também foi capaz de inibir a reconsolidagdo, mas neste caso apenas um tempo
foi estudado (imediatamente apds a reativagao). Conclui-se, portanto, que [a] a memoria da tarefa
de esquiva inibitdria pode ser reativada e, ulteriormente, reconsolidada, que [b] tal processo, além
de envolver sintese protéica, depende da modulacdo B-adrenérgica, possivelmente mediante a
ativagdo de cascatas bioquimicas, como a via AMPc/PKA, disparadas pelo receptor f-
noradrenérgico na fase tardia da reconsolidagdo, semelhante ao que ocorre durante a
consolidacdo. Por fim, mostramos que [c] o aumento do tonus GABAérgico promovido pelo
agonista benzodiazepinico foi capaz de inibir a reconsolidacdo também desta tarefa
comportamental. Tais conclusdes abrem portas para uma nova abordagem terapéutica ao
tratamento de distarbios envolvendo memorias mal-adaptativas, como o estresse pos-traumatico,
o qual se caracteriza em parte pela "re-experiéncia" subjetiva do evento traumatico, e o papel da
memoria no abuso de drogas como a cocaina e a morfina.
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INTRODUCAO

1 NEUROFARMACOLOGIA

O estudo da memoria e, principalmente, da sua perda, a amnésia, tem fascinado por
séculos 0 homem. O filésofo alemao Arthur Schopenhauer, na obra intitulada “O mundo como
vontade e como representacao”, postula que a base de toda loucura estd na perda parcial ou total
da memoria. Quando um desgosto, um sofrimento ou até¢ um saber ou pensamento doloroso ¢ tao
atormentador que se torna insuportdvel e o individuo poderia sucumbir a ele, a natureza
recorreria, assim, a loucura como meio de evasdo da realidade para a libertacdo (Schopenhauer,
1859). Sem saber, todavia, Schopenhauer da os primeiros indicios de um fendmeno de memoria
que, posteriormente descoberto em 1968 pelo grupo do Dr. Lewis, s6 atualmente ganhou atencao
e serd um dos focos do presente projeto: a reconsolidagdo. “O espirito torturado, por assim dizer,
rompe o fio da memoria, preenche suas lacunas com ficgdes e, na loucura, procura refigio
daqueles sofrimentos espirituais que ultrapassam suas forcas — como alguém que amputa um
membro gangrenado e o substitui por outro de madeira” (Schopenhauer,1859). Afinal de contas,
“somos aquilo que lembramos... e também somos aquilo que resolvemos esquecer” (Izquierdo,

2002).



O reconhecimento cientifico da natureza plastica e 1abil das memorias s6 se deu ha um
século, com a hipdtese da preservagao/consolidacdo da memoria proposta por Miiller e Pilzecker
(1900). Em estudos pioneiros com seres humanos, encontraram que a memoria de informagdes
novas ¢ danificada pelo aprendizado de outras informagdes logo apds o aprendizado original,
sugerindo que os processos que estdo por tras de novas memorias inicialmente persistem em um

estado fragil e consolidam com o passar do tempo.

1.2 TIPOS DE MEMORIA

Conceitualmente, a memoria € a aquisi¢do (ou aprendizagem), a formagao, a conservacao
e a evocagdo (recordagio, lembranga, recuperacio) de informagdes (Izquierdo, 2002). E resultado
de um processo evolucionario designado para permitir aos animais adquirir, reter € evocar
diversos tipos de informagdao que conferem alguma vantagem por comparar situagdes presentes
com experiéncias prévias (Sherry & Schacter, 1987). A memoria € classificada em dois sistemas
principais: Sistema I, o qual estd envolvido em aprendizado gradual e incremental de habitos e
habilidades, também chamado de memoria procedural, habitual ou semantica; Sistema II, por sua
vez, esta envolvido na representacdo de situagdes especificas no espago e no tempo, ou episodios,
referida como declarativa, local ou episddica (Sherry & Schacter, 1987). Isso deixa claro que, ao
invés de ser um processo simples e unitario, a memoéria ¢ uma assembléia de sistemas de
memoria e subsistemas interconectados de diversas formas e com assinaturas moleculares,
celulares e sistémicas (Goshen-Gottstein, 2001; Szapiro ef al., 2002; Debiec et al., 2002; Nader,

2003).



1.2.1 Memoria Declarativa x Memoria Nao-Declarativa

No decurso da nossa vida, temos muitas experiéncias sensoriais que tornar-se-ao
permanentes, ao menos por um periodo de tempo, no nosso acervo de informagdes. Vamos supor
que alguém comente sobre Paris. Aprendemos nos livros ou por comunicagdo de outras pessoas
muitos fatos que ndo vivenciamos diretamente, como que Paris € a capital da Franca, que ¢ 1a
onde fica a Torre Eiffel e o Museu do Louvre, etc. Por outro lado, se viajassemos até Paris e a
vivenciassemos diretamente, ao escutarmos a palavra Paris, ndo somente fatos seriam evocados,
mas também eventos, principalmente aqueles consolidados com carga emotiva forte. A memoria
declarativa, referente ao Sistema II, compreende o nosso modelo intuitivo de memoria, ou seja, a
capacidade de lembrar de fatos e eventos para poder relata-los posteriormente. Este tipo de
memoria ¢ dependente do lobo temporal medial e do diencéfalo para a sua consolidagdo.
Também aprendemos muitos procedimentos manuais durante a nossa vida. Desde crianca
jogamos bola, aprendemos um instrumento musical, uma arte marcial ou danca. De alguma
forma, esta informagao procedural ¢ armazenada no encéfalo e podemos considera-la uma forma

de memoria. As estruturas relacionadas a este tipo de memoria sdo o estriado a o cerebelo

(Izquierdo, 2002).

Ha algumas diferencas entre os dois tipos de memorias: as memorias declarativas estao
disponiveis para a evocacdo, ao passo que as nao-declarativas, ndo; as memorias declarativas sdo
faceis de formar, mas também faceis de esquecer; as ndo-declarativas, todavia, sdo mais dificeis
de adquirir, mas uma vez adquiridas, sdo dificeis de esquecer. As memorias ndo-declarativas sao
denominadas de memorias implicitas, pois resultam diretamente da experiéncia, e as declarativas

sdo chamadas de memorias explicitas, pois derivam de um esfor¢o consciente e o termo permite
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estender a definicdo deste tipo de memoria para animais que ndo podem verbalizar fatos e

eventos, como os seres humanos fazem (Bear, 2002).

1.2.2 Memoria de Trabalho x Memoria de Curta Duracio x Memoria de Longa Duracao
Aos processos cognitivos referidos como memoria tém-se dado cada vez mais atencdo e ja
existe uma base de dados imensa que inclui eventos de memoria nos niveis moleculares,
celulares, sistémicos e todos do ponto de vista eletrofisioldgico, histologico e farmacoldgico,
explorando tanto memorias de curto e longo prazo como eventos ainda mais particulares, como a
aquisicdo, consolidagdo, reconsolidacao e extingdo, cada qual contribuindo de alguma forma para
reforgar, atualizar, manter ou até mesmo enfraquecer a memoria (McGaugh, 1966, 2000;
Misanini et al., 1968; Lewis, 1979; Debiec et al., 2002; Nader, 2003; Dudai, 2004). Além disso,
o papel de modulagdes circadianas e até mesmo as fases do sono sobre os processos de
consolidag¢do (e um termo ainda mais especifico, reverberacdo) de memoria sao temas cada vez

mais presentes e aceitos na literatura cientifica (Ribeiro, 2004).

Uma classificacdo muito utilizada de memoria refere-se ao tempo de permanéncia no
encéfalo. A memoria de trabalho ¢é vista como 0 modo de entrada das informagdes sensoriais que
poderdo formar ou ndo um trago mais permanente. Este tipo serve pra gerenciar a realidade,
manter uma quantia limitada de informacdes “vivas” na consciéncia. Difere-se das demais
memorias porque, por si sO, ndo deixa tracos, com carater imediato, breve e fugaz, por isto
também ¢ classificada pelo seu aspecto funcional (e ndo temporal) (Izquierdo, 2002). A memoria
de trabalho ¢ processada fundamentalmente pelo cortex pré-frontal, a por¢do anterior do lobo

frontal, e esta altamente desenvolvida em chimpanzés jovens, fendmeno denominado de imagem
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eidética ou memoria fotografica (Inoue & Matsuzawa, 2007). Poucas alteragdes bioquimicas
ocorrem durante a memoria de trabalho, sendo a atividade elétrica da populagdo de neuronios a

responsavel pela manutengdo das informagdes.

Uma vez que a informagao sensorial consciente (memoria explicita) passa pela fase de
memoria de trabalho, podera ter alguns destinos, como esvair-se, durar alguns minutos ou horas,
dias ou meses ou até mesmo muitas décadas. Muito se discutiu se uma memoria de longa duragao
passaria primeiro pela fase de curta duragdao no seu periodo inicial para assim ser consolidada e
virar de longa duragdo, num processamento serial, ou se seriam dois processos independentes,
paralelos. Os dois tipos de memoria possuem muitas semelhangas: a memoria de curta e longa
duracdo (1) dependem do processamento do cortex pré-frontal durante a entrada sensorial, ou
seja, a memoria de trabalho, (2) recrutam 4reas encefdlicas em comum no processamento, a
saber, hipocampo (HPC), cortex entorhinal e o cortex parietal, e (3) o conteudo dessas memorias
¢ fundamentalmente o mesmo. Os argumentos, todavia, direcionaram-se quase que em
unanimidade a favor da teoria de processamento independente (Bear, 2002; Izquierdo et al.,
1998, 2002; McGaugh, 1966, 2000). De fato, muitos tratamentos amnésicos bloqueiam a
memoria de curta duracdo, deixando a de longa duracdo intacta e vice-versa (Bekinschtein ef al.,
2007; Izquierdo et al., 1998). A favor da segunda hipdtese estd que a consolidagdo de memoria de
longa duracdo envolve duas ondas de sintese de novo de ARN e proteinas, a primeira sendo em
volta do tempo da aquisicdo da memoria e a segunda cerca de 3 — 6 horas apods o aprendizado
(Igaz et al., 2002). Ou seja, caso um inibidor de sintese protéica seja administrado apos o
aprendizado, a memoria estara intacta se for lembrada 3 horas depois, mas serd perdida (ou

enfraquecida) quando lembrada um dia apds. Além disso, Izquierdo et al. (1998) reportou 4
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tratamentos capazes de bloquear a memoria de curta duracdo sem afetar a memoria de longa
duracdo, com infusdo intrahipocampal de DPAT e intra-entorhinal de CNQX, MUS e NAN
(Izquierdo et al., 1998). Bekinschtein ef al. (2007) demonstrou que a proteina cinase mTOR, de
ativacdo rapida e transiente a montante pelo BDNF, ¢é responsavel pela cascata intracelular que
levara ao aumento da cinase ribomosomal S6 (p70S6K) e que regula a tradu¢do do mARN
hipocampal. Curiosamente, a rampamicina, um inibidor da mTOR, somente produz efeito

amnésico em memorias de longo prazo, deixando as memorias de curto prazo intactas.

Na area CA1 do hipocampo, a memoria de curta duragdo envolve a ativacao de receptores
glutamatérgicos AMPA, NMDA e metabotropicos, cuja agdo ¢ modulada positivamente por
receptores colinérgicos muscarinicos, dopaminérgicos D1 e B-noradrenérgicos, e negativamente
por receptores serotoninérgicos do tipo IA. A formacao dessa memoria € inibida pela ativacao de
receptores GABA¢érgicos do tipo A. Também ¢ necessaria a tivagdo da isoenzima a e/ou B-II da
PKC e PKA aos 90 minutos (mas nao nos tempos 0 e 180 minutos, como ocorre na de longo
prazo). A PKG, a CaMKIl, fosforilacio do CREB e sintese protéica ndo sdo necessarias, mas
guanilil ciclase e a via da MAPK sim. Uma diferenca sistémica importante entre a memoria de
curto e longo prazo ¢ que aquela ndo tem o cortex pré-frontal como um fator importante para sua

consolida¢do, ao passo que esta sim (Izquierdo, 2002; Izquierdo et al., 2006).
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Figura 1. Eventos moleculares durante o periodo de consolidagdo na area CA1 do hipocampo.
Retirando de Izquierdo (2006).

A formagdo de uma memoria permanente requer um periodo definido de tempo durante o

qual a informag¢do adquirida estd inicialmente num estagio fragil, mas torna-se mais estavel com

o passar do tempo. Em outras palavras, ela passa por um processo de estabilizagdo p6s-aquisitiva.

Ribot (1881), ao observar um gradiente temporal na amnésia retrograda, foi o primeiro a

constatar que as memorias sdo processadas durante um periodo de tempo, o chamado gradiente
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de Ribot. Mais tarde, este periodo 1abil e susceptivel a interferéncias retroativas foi referido como
consolidagao por Miiller & Pilzecker (1900) (Medina et al., 2008; McGaugh, 1966; mas veja
Gold, 2006). A consolidacio da memoria pode ser dividida em duas subfases: uma fase
independente de sintese de ARN (4cido ribonucléico) e proteinas que dura de 1 a 3 horas
(chamada também de memoria de curto prazo), e uma fase dependente de sintese de ARN e
proteinas, que dura desde diversas horas a dias, semanas ou até mesmo mais tempo, chamada de
memoria de longa duracdo (Davis & Squire, 1984; Emptage & Carew, 1993; Izquierdo et al.,
1997, 2006; McGaugh, 1966, 2000). Além de ARN e proteinas, outros eventos moleculares
tomam parte no periodo pds-aprendizado na drea CA1 do hipocampo dorsal na codificacdo de
memorias de longa duragdo (Figura 1). Ha o aumento na atividade e expressao de adenosina
monofosfato ciclico (cAMP), guanosina monofosfato ciclico (cGMP), cinase dependente de
Ca”"/Calmodulina II (CAMKII), heme oxigenase (HO), proteina cinase A (PKA), proteina
cinase C (PKC), 6xido nitrico sintase (NOS), receptor de N-metil-D-aspartato (NMDAR),
receptor de 4cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropidénico (AMPAR), elemento
fosforilado de ligacdo a proteinas de resposta a molécula adenosina monofosfato ciclico
(pCREB), c-fos, fosfodiesterase (PDE), receptores dopaminérgicos D1 — D5 (receptor D1
envolvido também na persisténcia da memoria [Rossato et al., 2009]), receptores muscarinicos
M1 e M4 (Ferreira et al., 2002) e participagdo do BDNF na fase tardia da consolidag@o (12 horas
pos-treino), o qual é capaz de ativar a via da ERK (Bekinschtein et al., 2008; Izquierdo et al.,
2006) através da sinalizacdo pela mTOR (Bekinschtein et al., 2007). Recentemente, mostrou-se
também que a persisténcia da memoria de longa duragdo depende da reativagcdo da via da

cAMP/MAPK/CREB durante o ciclo circadiano no hipocampo (Eckel-Mahan et al., 2008).
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Evidenciado o processamento independente das memorias de curta e longa duragao, uma
hipotese sobre o papel da memoria de curta duracao € basicamente o de manter o individuo em
condigdes de responder rapidamente a estimulos ambientais através de uma copia da memoria
principal enquanto esta estd passando pelo processo de consolida¢do para armazenamento de
longa duragdo. Por esta razdo a memoria de curta duragdo nao sofre extingao ao longo das 4-6

horas em que se estima a sua duracdo maxima (Izquierdo, 2002).

1.2.3 Memoria Ativa x Memdria Inativa

Ap0s a primeira demonstragdo de reconsolidagdo, em 1968, pelo laboratorio do Dr. Lewis
na Universidade de Rutgers (Misanin et al., 1969), s6 recentemente houve maior interesse por
este novo evento de processamento de memoria. Descobriu-se que apos o término do periodo de
consolidagdo, a estabilizagdo pos-aquisitiva de informagdes (Dudai & Eisenberg, 2004), uma
sessdo de reativagdo, definida como o retorno a consciéncia de uma memoria previamente
estabelecida, resultando na sua labilizacdo (Tronson & Taylor, 2007), ¢ capaz de disparar um
novo processo de estabilizacdo dessa memoria, denominada de reconsolidacdo (Dudai &
Eisenberg, 2004; Lee et al., 2004; Nader et. al, 2000a, 2000b, 2005; Nader, 2003a, 2003b; Nader
& Wang, 2006; Przybyslawski & Sara, 2997; Przybyslawski et al., 1999; Sara, 2000, 2006;
Tronson & Taylor, 2007). Dos estudos de reconsolidagdo, uma das principais conclusdes que se
pode tirar ¢ que memdorias novas € memorias antigas reativadas existem em estados similares
(porém ndo idénticos [Dudai & Eisenberg, 2004; Lee et al., 2004]). Como conseqiiéncia,
qualquer teoria de consolidacdo que queria unificar os achados de reconsolidagdo ndo devera

encarar o tempo depois do treino como o fator critico que determina a estabilidade da memoria.



16

Os achados de Lewis motivaram-no a sugerir a existéncia de duas formas de memoria
(Lewis, 1979). Independente da memoria de curta duracao e da memoria de longa duragao serem
processos paralelos ou seriais, o fator importante, argumenta, para encarar o estado das memorias
¢ considera-las (todas) como de longa duracdo ou permanentes (na sua forma inativa, consolidada
e ndo sendo momentaneamente reativada) e que uma pequena parcela desse acervo de memorias
estard na forma ativa (composta de memorias novas ou memorias antigas reativadas). Este
paradigma alternativo ndo refere-se a um ponto particular no tempo e pode abarcar os estudos
tanto de consolidagcdo como de reconsolidacdo, tornando-se um sistema heuristico util para guiar

futuros estudos (Nader ef al., 2000).

1.3 FASES DE MEMORIA

A Teoria da Consolidagao da Memoria, proposta por Miiller & Pilzecker (1900), ¢ um dos
paradigmas mais usados e aceitos na area de neurofarmacologia da memoria. Partindo desta
visdo, pode-se dividir a memoria em dois processos fundamentais, a Formagdo e a Lembranga.
Durante a fase de formacdo da memoria, podem-se distinguir duas fases que, por definigdo,
subtendem que sdo processos que estendem-se no tempo: Aquisi¢cdo, conhecida como
aprendizado, e Consolidag¢do, a fase labil durante a qual o traco de memoria estd sendo
estabilizado fisicamente no encéfalo. A lembranga, conhecida como evocagdo ou expressdo, se
da durante a fase de reexposicdo ao contexto do aprendizado (embora nio haja necessidade de
reexpor a todos os estimulos presentes durante a formagdo). A natureza do evento de evocacgdo
poderd levar a duas outras fases distintas de memoria: (a) reconsolidacdo, caso a reativagdo seja
curta o suficiente para relabilizar a memoria, ou (b) extingdo, caso a reativacdo seja longa o

suficiente para realizar uma nova memoria inibitéria e competitiva com a original.
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Os processos moleculares da consolidagdo de memorias de curto e longo prazo (e suas

diferencas) ja foram vistas anteriormente (se¢ao 1.1.2). Os eventos de evocacdo, extingdao e

reconsolidagdo também disparam processos moleculares. Vejamo-los:

a)

b)

evocacgado: o estudo da recordagdo de memorias, naturalmente, bifurca-se em evocacao
de memorias de curta (quando os animais sdo testados cerca de 3 horas depois do
treino) e longa duracao (definida como a memoria testada 24 horas depois do treino).
A evocacao de memoria de curta duragdo requer, em CAl, receptores glutamatérgicos
AMPA e metabotropicos mGluRs e ativagdo de receptores P-noradrenérgicos, nao
necessitando das rotas bioquimicas de PKC, PKA, MAPK ou CaMKII. A evocagao de
memoérias de longa duragdo requer receptores glutamatérgicos AMPA e
metabotropicos mGluRs, atividade de PKA, via da MAPK (em especial a atividade
das enzimas p42 e p44 em CAl sdo indicadores de niveis de evocagdo), queda de P-
CREB 3 horas apds a evocacdo, atividade de PKC (isoformas a e B-I), sendo que
CaMKII nio é mais necessaria. E interessante notar que a evocagdo ¢ um processo
ativo que atua como gatilho para outros dois processos, dependendo da natureza da
evocacdo: extingdo ou reconsolidacdo (Szapiro et al., 2002).

extingdo: partindo do ponto de vista que a extingdo ndo ¢ um processo de
esquecimento ou apagamento de memorias, mas sim a formacdo de uma nova
memoria de natureza inibitoria e competitiva com a memoria original, ¢ de se esperar
que possua semelhangas com o periodo original de consolidag¢do. Deste modo ¢ de se
esperar que também a extingdo tenha fases semelhantes, como aquisi¢do, consolidacdo
e evocagdo. De fato, para que ocorra a consolidacdo da extingdo € necessaria sintese

protéica de novo e, conseqiientemente, expressdo génica em CAl (Vianna et al.,
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2003). Nesta mesma estrutura, ha a necessidade de receptores glutamatérgicos do tipo
NMDA, CaMKII, PKA e MAPK. A expressao correta da extingdo (sem ocorréncia de
recuperacdo espontanea) envolve uma orquestracdo entre estruturas: a amidala
armazena ambas as memorias de condicionamento original e extingdo. A informagao
contextual (sem estimulo incondicionado) entra simultaneamente na amidala,
hipocampo e cortex pré-frontal medial infralimbico (IL mPFC). O IL mPFC integra a
informacao do estimulo condicionado com a informagdo contextual do hipocampo
para determinar a evocacgdo da extingdo. Uma vez no contexto da extingdo, o IL mPFC
inibe a saida da amidala, para reduzir o medo. Fora do contexto de extingao, a saida da
amidala fica desinibida (Quirk & Mueller, 2008). Para uma interpretacao
eletrofisiologica, ver Scheffer Teixeira (2009).

reconsolida¢do: apesar do nome e de compartilhar funcdo (armazenamento) e
mecanismo (sintese protéica), a reconsolida¢do nao ¢ simplesmente um processo que
reitera a consolidagdo. Implica, ao invés disso, um processo de estabilizacdo pds-
reativacdo de uma memoria previamente consolidada e estabilizada. Se partirmos do
ponto de vista de Lewis (1979), pensando nas memorias como estando nos estados
ativo e inativo, o processamento de memoria possui apenas dois eventos:
desestabilizacdo (ocasionada pela reativacdo) x estabilizagdo (reconsolidacdo
propriamente dita). A primeira publicacdo a trabalhar com o caso da desestabilizagdo
de memorias consolidadas ¢ o de Mamou et al. (2006) que, partindo de um protocolo
de medo condicionado ao contexto previamente conhecido e aceito de inibi¢do da
reconsolidagdo por administracdo de anisomicina na amidala basolateral (BLA), fez

trés tratamentos pré-reativacdo na mesma estrutura: infusdo de ifenprodil e APS,
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ambos antagonistas de receptores NMDA, e CNQX, um antagonista de receptores
AMPA. Os tratamentos pré-reativagdo com antagonistas NMDA bloquearam a
amnésia induzida pela administracdo de anisomicina pos-reativacao, ao passo que o
CNQX nao produziu qualquer efeito de inibicao. Isto sugere que os receptores NMDA
sd0 necessarios para a relabilizagdo da memoria, ao passo que os receptores AMPA
nao. Curiosamente, os receptores AMPA estdo seletivamente envolvidos na evocagao
de tal forma que, mesmo os animais nao congelando durante a sessao de reativagao, a
reconsolidagdo € subseqiientemente inibida com o tratamento de anisomicina. Isto esta
de acordo com preocupacdes antigas de que a fixagdo da memoria nao € sindbnima de
fixa¢do de comportamento, e processos invisiveis comportamentalmente estdo em
plena atividade no processamento mnemonico (McGaugh, 1996). Um modelo de LTP
para a reconsolidacao também foi proposto no HPC (Fonseca et al., 2006). Inibidores
de sintese protéica aplicados durante a indu¢ao da LTP sdo capazes de bloquear a sua
expressdo, ao passo que aplicacdes tardias ndo afetam a sua manutengdo; se as
aplicagoes tardias, todavia, forem realizadas durante uma breve (re)estimulacdo
eletrofisiologica, um decaimento da LTP ¢ observado. Além disso, se durante a
aplicacdo dos inibidores de sintese protéica a fatia do HPC for tratada com APS, o
decaimento da LTP ndo ¢ mais observado, sugerindo que também ¢ dependente de
receptores NMDA. Este trabalho sugere ndo somente que a ativagdo sinaptica seja
necessaria para a relabilizagdo da memoria (aceitando-se a LTP como seu correlato
eletrofisiologico), mas também que o decaimento da LTP observada com a inibi¢do da
sintese protéica ¢ dependente da atividade normal dos receptores NMDA, sendo esta a

primeira demonstragdo eletrofisiologica que os receptores NMDA sdo necessarios
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para a labilizagdo de memorias consolidadas. Mais recentemente, Lee et al. (2008)
demonstrou que a desestabilizagdo de memorias inativas também envolve a
degradacao protéica sindptica. A reativacdo da memoria de medo condicionado ao
contexto na area CAl do hipocampo de ratos dispara a marcagdo de proteinas por
poliubiquitinacdo. Essas proteinas tornam-se alvo para entrar na via da ubiquitina-
proteassoma, resultando na protedlise pelo complexo do proteassoma 26S. Caso este
complexo de degradagdo seja inibido, o efeito amnésico resultante de anisomicina €
revertido, demonstrando que a remocao de proteinas pré-existentes para a fabricagao
de proteinas novas € um pré-requisito para a remodelagem sinaptica que codificara a
memoria atualizada (ou modificada), estabilizando-a pelo processo de reconsolidagao.
O estudo da reestabilizacdo de memoria, ou reconsolidacao, por outro lado, ja conta
com uma gama maior de estruturas relacionadas, neurotransmissores envolvidos e
cascatas bioquimicas ativadas, dependendo muito do tipo de tarefa de memoria usada
e a natureza cognitiva dela. Em tarefas de memoria emotiva relacionada ao medo,
como a esquiva inibitdria, medo condicionado ao contexto e medo condicionado ao
som, sdo0 necessarios, no hipocampo e na amidala, sintese protéica, neurotransmissao
por glutamato e receptores glutamatérgicos mGIluR, NMDA, mas ndo AMPA,
atividade noradrenérgica em receptores -noradrenérgicos, atividade canabinérgica em
receptores CBI1, atividade colinérgica, expressdo imediata de zif268, c-Fos, JunB,
SGK3, moléculas de sinalizacio PKA, ERK e ERK2, e os fatores de transcricao
CREB, NF«B e C/EBPB na BLA, mas ndo no HPC. Em tarefas espaciais, de
reconhecimento de objetos e condicionamento de preferéncia de lugar em que drogas

de abuso s3o usadas, ha ainda o envolvimento de outras estruturas, como nucelo
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accumbens, cortex pré-frontal ventromedial, habenula, estriado e cértex entorhinal

(Figura 2.; Tronson & Taylor, 2007).
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Figura 2. Mecanismos moleculares centrais na reconsolidacdo de memoria. Retirado de

Tronson & Taylor (2007).

1.4 TRANSTORNO AMNESICO
De acordo com o Manual Diagndstico e Estatistico de Doengas Mentais (DSM-IV), o
Transtorno Amnésico (as vezes referida em artigos como Sindrome Amnésica) caracteriza-se por

uma alteragdo da memoria, que pode ser devido a aspectos tanto fisiologicos de uma enfermidade
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médica (neste caso incluem-se, por exemplo, traumatismo fisico, hipotermia, deficiéncia de
vitaminas ou doencas neurodegenerativas), também chamada de transtorno amnésico devido a
enfermidade médica, como devido a agdo persistente de substancias quimicas (por exemplo,
abuso de drogas [4lcool, sedativos, hipnoticos, ansioliticos], mediacdo ou exposi¢do a toxinas),
chamado de transtorno amnésico persistente induzido por substancia. Estes transtornos
comportam um quadro clinico caracterizado pela deterioracdo da memoria e se diferenciam
segundo a sua etiologia. Ademais, também inclui-se o transtorno amnésico ndo especificado, para
os quadros em que ndo se determina a causa da deterioragdo da memoria.
Apo6s um evento que desencadeia uma amnésia, esta pode apresentar-se de duas formas:
(a) amnésia retrograda: caracterizada pela perda de memoria de eventos
anteriores ao trauma. Ha um gradiente temporal de perda de memorias
explicitas, uma vez que somente memorias mais recentes estdo mais
vulnerdveis a perda e, por outro lado, memorias antigas sdo mais fortes e
dificeis de serem perdidas (Bear, 2002; Clark ef al., 2002);
(b) amnésia anterograda: ¢ a dificuldade de adquirir e consolidar novas
informagdes apds o trauma. Nos casos mais graves hd uma incapacidade de

aprender qualquer coisa nova (Bear, 2002).

Outras formas clinicas de alteragdes da memoria sao:

(a) Amnésia global transitoria: esta forma de amnésia ¢ bem mais curta, na qual um
acesso repentino de amnésia anterograda, normalmente acompanhada de sintomas de enxaqueca,
como dores de cabega, tontura ou nduseas, dura por apenas um periodo de minutos a dias, seguida

por amnésia retrograda para eventos recentes que precederam o ataque. Uma revisdo feita por
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Quinette et al. (2006) mostrou que, em mulheres, episddios de amnésia global transitoria estdo
associados com eventos precipitadores emocionais, histéria de ansiedade e personalidade
patologica; em homens, por outro lado, tais eventos ocorrem mais freqiientemente depois de
eventos precipitadores fisicos. Em jovens, a historia de cefaléia constitui um importante fator de
risco. Andlises por hemodinamica demonstraram que, na fase aguda do ataque de amnésia, ha
uma disfun¢do transiente do lobo temporal medial (Quinette et al., 2006), como uma breve
isquemia cerebral, explicando alguns ataques que foram causados por estresse fisico, abuso de
drogas ou até mesmo atividade sexual, pois todos esses fatores alteram o fluxo de sangue
encefalico (Bear, 2002).

(b) Hipermnésia: os quadros clinicos de memoria normalmente referem-se a perda desta
(amnésia retrograda) ou a incapacidade ou dificuldade de formar novas memorias (amnésia
anterdgrada). Ha, todavia, uma forma alterada da memoria que, a principio, seria o desejo de
qualquer ser humano: uma memoria perfeita ou a capacidade de formar e evocar memorias
complexas com precisdo, chamada de hipermnésia. O estudo de um caso clinico demonstra que
esse quadro ndo ¢ tao desejavel quanto parece. Em 1920, o psicologo russo Aleksandr R. Luria
realizou uma série de estudos a respeito de um paciente, chamado de Sherashevsky (referido
como S.), que possuia uma memoria extraordinaria. S. era capaz de ler uma seqiiéncia de 70
palavras e repeti-las em ordem, na ordem inversa ou em qualquer outro padrdo. Em testes de
retengdo, S. era capaz de evocar listas que havia visto ha 15 anos. O método mnemonico para esta
memoria talvez fosse um conjunto de fatores, como a retengdo de imagens vividas de coisas que
ele havia visto e uma resposta sensorial na forma de sinestesia, ou seja, ao ouvir um som, ele via
pontos coloridos de luz e sentia um sabor na sua boca. Embora a idéia de memoria perfeita como

a de S. seja atraente, se considerarmos que ela também era perfeita (quem sabe em maior grau
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inclusive) para situagdes humilhantes, embaragosas, constrangedoras ou tristes, pensamentos
intrusivos dessas situagdes poderiam desencadear graves quadros depressivos e estressantes,

como ocorre no transtorno de estresse pos-traumatico (Bear, 2002; I1zquierdo, 2002).

1.4.1 Variedades de Sindromes Amnésicas

A sindrome amnésica pode ser definida como um estado mental anormal no qual a
memoria ¢ o aprendizado estdo afetados numa proporcao significativa em relacdo a outras
fungdes cognitivas num paciente responsivo € em alerta. Diversas desordens podem disparar uma
sindrome amnésica, chamada (visto acima) de transtorno amnésico devido a enfermidade médica.
Podem-se listar (Izquierdo, 2002; Kopelman, 2002) :

e Encefalite por Herpes;

e Hipoxia Severa;

e [esoes Vasculares;

e Trauma Craniano;

e Lesoes do Prosencéfalo Basal;

e Doengas que sdo em si mesmas deméncias, como o Mal de Alzheimer, a doenga
de Pick e a de Creutzfeld-Jackob, e doengas que podem levar a um quadro de
deméncia, como a doenga de Parkinson ou a sindrome de imunodeficiéncia
adquirida;

e Tumor na Linha Média Profunda;

e Sindrome de Korsakoff;

e Amnésia Global Transiente;

e Amnésia Epiléptica Transiente;
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e Esquizofrenia.

O transtorno amnésico pode ser transitorio, com durag¢do de dias até um més, como ocorre
com o a amnésia transitéria global, ou cronico, quando prolonga-se mais de um més. O
procedimento de diagnostico, como consta no DSM-1V, segue-se com os seguintes critérios:

A. A deterioragdo da memoria se manifesta por um déficit da capacidade para aprender
informagdes novas ou pela incapacidade de recordar informagdes aprendidas previamente.

B. A alteragcdo da memoria provoca uma deterioracgao significativa da atividade laboral ou
social e representa uma diminui¢do do nivel prévio de atividade.

C. A alteragdo da memoria nao aparece exclusivamente no transcurso de um delirio ou de
uma demeéncia.

D. Demonstragdo, através da historia, da exploracdo fisica ou das provas de laboratorio,
de que a alterag¢do ¢ um efeito direto da enfermidade médica (incluindo um traumatismo fisico).

Ha a necessidade de especificar se € transitorio (deterioragdo dura menos de um més) ou

cronico (deterioracao dura mais de um mes).

1.4.2 Diagnostico diferencial

O DSM-IV argumenta que o transtorno amnésico deve distinguir-se da amnésia
dissociativa e da amnésia que se apresenta no contexto de outros transtornos dissociativos, como
o transtorno dissociativo de identidade e a fuga dissociativa. Isto baseado na defini¢do de que o
transtorno amnésico se deve a efeitos fisiologicos diretos de uma enfermidade médica ou ao
consumo de substancias, e a amnésia destes transtornos ndo implica déficit de aprendizado ou de

recordagdo de novas informagdes.
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Para alteracdes de memoria presentes somente durante a fase de intoxicacdo ou
abstinéncia de drogas de abuso os diagndsticos apropriados seriam “intoxicacao por substancia” e
“abstinéncia de substancia”, ndo devendo-se realizar um diagnéstico separado de transtorno
amnésico. Também deve-se tomar cautela ao diagnosticar transtorno amnésico em quadros que

sugerem simulagdo ou transtorno facticio.

1.5 ESTRUTURAS ENCEFALICAS RELACIONADAS A MEMORIA

A formagdo da memoria no encéfalo dos mamiferos envolve principalmente o lobo
temporal medial. Embora o encéfalo de roedores ndo o tenha especificamente, contém as
estruturas conservadas que contribuem para as memorias episodicas. Tais estruturas sdo
coletivamente designadas como sistema hipocampal e incluem a formacdo hipocampal (giro
denteado, areas CA1l, CA2 e CA3 e o subiculum), extremamente interconectada e contendo 3
camadas celulares, e a regido parahipocampal (cortex entorhinal, areas perirhinal 35 e 36, cortex
postrhinal, presubiculum e o parasubiculum; Figura 3), os quais contém seis camadas celulares
(Witter, 2000; Furtak et al., 2007; Kerr et al., 2007). A posicdo neuroanatomica do cortex
entorhinal ¢ bem designada como um portdo para a formagao hipocampal, agindo como um pré-
processador de informagdo direcionada para o hipocampo, incluindo informagdo espacial pela
area entorhinal medial, a qual estd conectada as areas perirhinais e postrhinais, e informagao nao-
espacial pela area entorhinal lateral, conectada principalmente a area perirhinal, um local de
convergéncia de informacao perceptual envolvida em processamento sensorial polimodal (Furtak,
2007; Kerr, 2007). Estas estruturas, uma vez trabalhando em conjunto, podem gerar memorias do
tipo “item no contexto” e “localizacdo de item” através de informagdo de entrada convergente

espacial e ndo-espacial (Manns & Eichenbaum, 2006).
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Figura 3. Arquitetura funcional do hipocampo. A. Representacdo do hipocampo feita por Ramoén
Y Cajal por coloragdo de Golgi. B. Principais conexdes do sistema hipocampal. Note que em
CA3 ha as recorrentes excitatorias e, em CAl, ha uma recorrente inibitoria. Retirando de

Draguhn et al. (2000).

Scoville e Milner (1957) escreveram que o hipocampo tem um papel temporal limitado no
processamento de memoria, principalmente envolvido na formagdo de memorias conscientes
(Clark & Squire, 1998) e persisténcia de memorias recentes. Estas memorias, referidas como
hipocampo-dependentes, tornam-se gradualmente independentes do lobo temporal medial a
medida que sdo consolidadas em circuitos neocorticais. Uma vez que se tornam hipocampo-
independentes, sao referidas como memorias remotas (Scoville and Milner, 1957; Debiec ef al.

2002; Nader, 2003; Wiltgen ef al., 2004).

Durante a consolidagdo neocortical, as principais estruturas ativadas sdao o cortex
prefrontal (cingulado anterior) e os cortices temporal e frontal (Bontempi et al., 1999; Wiltgen et
al., 2004). A area CA1 hipocampal providencia uma rota fugal principal de saida no hipocampo

dorsal para areas relacionadas (Remondes, 2002), como o cortex entorhinal e o neocortex. Esta
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caracteristica pode estar por tras dos resultados obtidos com sono € memoria por Ribeiro (1999,
2002, 2004a, 2004b). Além do mais, o hipocampo apdia uma dissociacdo dupla na
ortogonaliza¢do da informacao sensorial de entrada tanto pelo giro denteado, responsavel pela
separacao de padrdao espacial, ou por CAl, que suporta uma separagdo de padrao temporal

(Gilbert et al., 2001).

Areas ndo menos importantes, mas que ndo sdo o foco deste estudo, incluem a amidala, o
cortex parietal e cortex pré-frontal. A amidala, também chamada de complexo amigdaloide, ¢
uma estrutura complexa do sistema limbico, consistindo de 12 regides, cada uma subdividida em
diferentes subregioes. Um dos esquemas mais usados para explicd-la consiste em dividi-la nas
areas de maior relevancia para o condicionamento ao medo, a area lateral (LA), basal (B), basal
acessoria (AB) e nucelo central (CE). Em outros esquemas, B ¢ conhecido como ntcelo
basolateral e AB como nucelo basomedial. O termo complexo basolateral ¢ também usado para
se referir a LA e B juntos (LeDoux, 2000). Embora seja aceito que a amidala ¢ parte central da
circuitaria do medo, permanece em debate se as memorias associadas a0 medo ou emocionais sao
codificadas na propria amidala (sendo que esta também ¢ capaz de modular outros tipos de
memdrias) ou se a sua fun¢do ¢ modulatoria sobre a formacao da memoria de medo que se dad em
outras estruturas, como o hipocampo. Seja qual for a hipdtese correta, os processamentos
mnemonicos do hipocampo (informacdo espacial e contextual) e da amidala (informacdo
emocional e/ou aversiva) sdo integrados, sendo o cortex entorhinal um forte candidato, e
transmitidos para o cortex parietal (Izquierdo ef al., 1997) como um sitio cortical extratemporal
de consolidacdo e cuja forca e rapidez de transmissdo ¢ modulada pelo sono (Ribeiro & Nicolelis,

2004; Ribeiro et al., 2003, 2004; Stickgold et al. 2001). Esta consolidacdo neocortical ¢ muito
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mais lenta do que a hipocampal ¢ a justificativa de modelos conexionistas € que nova informagao
precisa ser gradualmente armazenada sem interferir com a estrutura do conhecimento ou das
memorias prévias do neocortex, caso contrario, ela poderia ocupar o lugar de memorias antigas e
ir apagando-as a medida que o hipocampo fosse transferindo essas novas informagdes. Neste
estagio, o cortex pré-frontal, que participou inicialmente na formag¢ao da memoria de trabalho,
terd o papel de organizar a evocagdao das memorias que estdo distribuidas pelo neocortex, ja que

elas tornam-se hipocampo-independentes (Wiltgen et al., 2004).

1.6 OS PECADOS DA MEMORIA

E muito vantajoso para um sistema de redes neurais ser capaz de incorporar, reter, acessar
e modificar informacdes sensoriais de tal forma que, a medida que vai acumulando e organizando
informacdes obtidas pela experiéncia, o sistema passe a responder com uma aptidao cada vez
mais refinada. Nao ¢ a toa que a memoria, no seu termo mais geral, ¢ uma capacidade
amplamente difundida no reino Metazoa (para uma revisdo, Nader & Hardt, 2009). Essa
capacidade, todavia, abriga um lado negro que explica porque pessoas esquecem tdo rapido
alguns eventos, distorcem o passado ou até mesmo lembram-se tdo perfeitamente um evento
traumatico que passam a ter as mesmas reacdes somaticas que tiveram durante a experiéncia
original (Diergaarde et al., 2008; Schacter, 1999). Estes eventos sdo tdo fortes que abordagens
terapéuticas para enfraquecer memorias mal adaptativas (incluindo abuso de drogas) foram
propostas com base na extin¢do (Quirk & Mueller, 2008) ou reconsolidagcdo (Alberini, 2006,
2007; Lee et al., 2005; Lee & Everitt, 2007; Milekic et al., 2006; Nader et al. 2000;

Przybyslawski et al., 1999; Robinson & Franklin, 2007).
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Schacter (1999) enumera 7 pecados da memoria em trés grandes grupos. O primeiro
grupo ¢ chamado de Pecados de Omissdo: (1) Transitoriedade, a deterioragdo da capacidade de
acessar informagdes cada vez mais antigas; (2) Distragdo, processamento em que a desatencao
durante a codificagdo da memoria ¢ o principal causador da incapacidade de recordar de fatos; e
(3) Bloqueio, a incapacidade temporaria de acessar a memoria porque ha uma outra memoria
interferindo. O segundo grupo ¢ chamado de Pecados de Intromissao: (4) Atribuicdo Enviesada, a
recordacdo da informacdo ¢ atribuida a uma fonte errada; (5) Sugestibilidade, tendéncia a
incorporar informagdes fornecida por terceiros as proprias memorias durante tentativas de
recordé-las; (6) Distor¢do, reflete a capacidade do estado interno da consciéncia, ou seja, suas
crengas, conhecimento e sentimentos, a distorcer memorias de experiéncias prévias e afetar
julgamentos atuais e futuros. Por ultimo, embora esteja na mesma categoria das memorias que
estdo presentes, mas de alguma forma foram modificadas (intromissdo), a (7) Persisténcia ¢ um
pouco mais particular, pois ndo ¢ uma distor¢do, mas sim uma intrusdo insistente de memorias
traumadticas ou lembrangas patologicas que ndo conseguem ser esquecidas, por maior que seja o

esfor¢o e desejo consciente.

De especial interesse para este trabalho estdo os pecados de sugestibilidade e persisténcia,
pois, ao passo que aquela pode ser explicada pela teoria da reconsolidacdo, esta pode ser tratada.
O caso da sugestibilidade tem como conseqiiéncia direta a possibilidade do surgimento de falsas
memdrias, o que possui ampla aplicacdo clinica e legal, pois inimeros casos de alegacdes de
abuso sexual na infincia ou préatica de rituais satanicos sdo “descobertos” apods sessdes de
psicoterapia que visam recuperar informagdes emocionais que supostamente foram ativamente

reprimidas pelo encéfalo (um possivel mecanismo pelas regides prefrontais € proposto por Depue
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et al. (2007)); as evidéncias, todavia, demonstram que a repressao de memorias traumaticas ¢ um
caso raro (mas veja Kopelman, 2002; Penfold, 1996; Schacter, 1999) e que a explicagao
alternativa a estes casos de alegagdes de abuso sdo falsas memorias implantadas durante as
sessOes de psicoterapia, decorrente do “aproveitamento indevido” do pecado da sugestibilidade,

explicada agora pela teoria da reconsolidacdo (Loftus, 1993, 2005; Loftus & Davis, 2006).

Loftus (1993) relata casos em que pacientes procuram terapias por outros motivos e, logo
no primeiro dia de terapia, saem da sess@o com o “diagndstico” de abuso e que, a partir daquele
momento, devera realizar novas sessdes para acessar a suposta memoria reprimida. As sessoes de
terapia e recomendacdes que o terapeuta faz ao seu paciente sdo altamente sugestivas. Como o
paciente nao lembra destas memorias, o terapeuta passa a fazer um interrogatério intenso visando
pegar pequenos detalhes que teriam passado despercebido pelo paciente, de modo que ele tome
i1sto como prova da ocorréncia e passe a fazer esfor¢o ativo para recupera-la (como, por exemplo,
desordens de sono, sonhos sugestivos, memoria corporal, sensagdo de que algo aconteceu, etc). O
paciente ¢ encorajado a fazer muitas suposicdes sobre pequenos eventos, como alguma vez em
que esteve no colo do pai, passa por sessoes de hipnose, andlises de sonhos, sessdes de reativacao
da memoria com fotografias, desenhos da infancia e ajuda em grupos de apoio. Em cada uma
destas sessoes, a simples, pequena e antiga memoria de um colo do pai vai tornando-se cada vez
maior, com mais informacgdes sendo adicionadas discretamente a cada sessdao de reativagao de tal
forma que, cedo ou tarde, o paciente convence-se de que houve abuso sexual. O oposto também
pode ocorrer, como o caso da confissdo de um assassinato descrito em Kopelman (2002) que,
descobriu-se depois, era uma falsa memoria de um jovem que surgiu da somatoria: estado

emocional abalado (baixa auto-estima e depressdo), estar sob efeito de pentobarbital durante
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interrogatorio, coercdo externa dos policiais e, subseqiientemente, internalizagdo mais concreta
do fato apos a “confissdo”. Em ambos os casos, a reconsolidag¢do ¢ capaz de explicar a geragao
das falsas memorias. Apds uma determinada memoria ser intensamente reativada, ela torna-se
novamente labil e vulneravel no sentido que ela tanto pode perder como ganhar informacgdes,
numa espécie de atualizagcdo (Debiec et al., 2002). Cada sessdo de psicoterapia (ou até mesmo a
obsessdao ou motivacao do paciente fora das sessdes) seria, na verdade, uma sessdo de reativacao
em que pouco a pouco novas informacdes fossem sendo adicionadas a memoria antiga,

resultando numa memoria quase que completamente falsa e implantada.

Por outro lado, a demonstracao de que as memorias passam por um periodo labil apos
serem reativadas abre caminho para uma aplicacdo clinica das amnésias induzidas durante a
reconsolidagdo para tratar memorias patologica, como o Transtorno por Estresse Pos-Traumatico
(TEPT). E considerado um Transtorno de Ansiedade e é caracteristico apds a exposi¢io a uma
situacdo extremamente estressante e traumatica em que o individuo se vé rodeado por situagdes
que implicam riscos a vida ou ameagas a sua integridade fisica, como acontecem em guerras,
roubos, reféns de assaltos, pessoas que sofrem agressao fisica e/ou sexual. Os individuos afetados
pelo TEPT reexperimentam a situag@o traumatica de varias formas, como recordagdes recorrentes
e intrusivas, pesadelos e at¢ mesmo estados dissociativos de tal forma que se o individuo revive
os aspectos fisiologicos do trauma como se ele estivesse novamente no ocorrido. Apds o
acontecimento, o individuo apresenta sintomas dissociativos, como embotamento afetivo,
desligamento da realidade, despersonalizagdo, amnésia dissociativa e pouco conhecimento do seu
entorno (aturdido). Uma hipotese para este transtorno de ansiedade diz respeito @ memoria que

foi formada, num estado discutido anteriormente de hipermnésia, e envolve principalmente uma
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ativacdo noradrenérgica excessiva de tal modo que o estado neurofisioldgico interno durante a

formacao original da memoria € subseqiientemente recriado (Przybyslawski et al., 1999).

Schacter (1999) usou os pecados biblicos, ou seja, exageragdes de alguns tracos humanos
que sdo necessarios e até mesmo indispensaveis para a sobrevivéncia, como uma metafora para
os tracos que aparentemente seriam os pontos fracos da memoria humana. Esses pecados da
memoria, todavia, ndo devem ser vistas como erros ou imperfei¢cdes evolutivas, mas sim como
efeitos colaterais ou custos de um sistema adaptativo e desejavel. No caso da sugestibilidade,
uma distor¢do de experiéncias prévias, sua origem encontra-se numa fonte pobre de memoria
para um evento que, ndo tendo grande importancia adaptativa naquele contexto ambiental, muitos
detalhes essenciais sdo simplesmente degradados ao longo do tempo. A capacidade humana de
generalizagdo também contribui para a sugestibilidade, pois ela justamente ¢ capaz de agrupar em
categorias a relevancia das experiéncias prévias, sem ater-se a detalhes desnecessarios, para

comprar com qualquer situagao futura que assemelha-se em algum grau com a prévia.

Ja o pecado a persisténcia talvez seja o mais facil em ver o seu lado positivo e adaptativo.
Embora lembrangas intrusivas de experiéncias negativas e traumdticas do passado sejam
atormentadoras, ¢ extremamente importante para a nossa espécie que experiéncias emocionais
estimulantes, que podem ocorrer por situacdes que coloquem risco a vida, persistam ao longo do
tempo. Os casos de TEPT, por este angulo, sdo custos da capacidade que a memoria tem em reter

este tipo de informacao e que, sem a qual, dificilmente a vida humana teria como continuar.
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JUSTIFICATIVA

A presente proposta de pesquisa € justificada pelo fato de que, apesar de haver uma
extensa base de dados sobre memoria, sempre novas descobertas, sejam modelos
comportamentais que revelam novidades cognitivas, sejam novas ferramentas farmacologicas,
como drogas cada vez mais seletivas, que revelam a dependéncia da expressao de uma memoria
com bases moleculares, abrem caminhos ainda mais interessantes de serem percorridos. Com a
adog¢do da visdo da reconsolidagdo de memoria, por exemplo, uma dessas novidades, foi possivel
dar uma explicagdo alternativa (e, na visdo do proponente deste projeto) mais razodvel sobre a
realidade das memorias reprimidas, de ampla importancia no direito penal (Loftus, 1993; Loftus
& Daves, 2006). Como nem todas as memorias podem passar pelo processo de reconsolidagdo,
isto ¢, tornarem-se novamente labeis, a possibilidade de interferir com memorias ja consolidadas,
ou até mesmo memorias remotas, através da reconsolidagcdo, embora possivel, ainda requer
estudos e modelos mais aprofundados. Tal interesse € justificado pelo potencial terapéutico da
técnica, como tratamentos de desordens psicologicas (estresse pos-traumatico e vicios) (Nader,
2003; LeDoux, 2007; Lee, 2007) ou até mesmo a criagdo de uma “pilula de recuperagdo de
memoria”, visto que os casos de amnésia podem ser problemas tanto na consolidacdo da memoria

(neste caso a memoria ndo existe, pois ndo foi consolidada) quanto na evocagdo de memorias
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guardadas (neste caso memorias existem dentro do encéfalo, mas ndo conseguem ser acessadas

para evocacao) (Nader, 20006).
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OBJETIVOS
3.1 GERAL
Validar em ratos uma nova metodologia para tornar uma memoria consolidada de longa
duracdo novamente labil e vulneravel a tratamentos farmacologicos de diferentes naturezas, seja
por inibicdo de sintese protéica generalizada, seja por inibi¢do da neurotransmissao

noradrenérgica e GABAérgica.

3.2 ESPECIFICOS

3.2.1 Estudar o efeito da infusdo de DRB ap6s uma sessao de reativagdo contexto-choque,
realizada com apresentagdo do contexto e de um choque com metade da intensidade do treino, na
tarefa de esquiva inibitéria (Figura 4, item (a));

3.2.2 Estudar o efeito da infusdo de DRB ap6s uma sessdo de reativacdo somente choque,
realizada com a apresentacdo direta de um choque com metade da intensidade do treino, na tarefa
de esquiva inibitdria (Figura 4, item (b));

3.2.3 Estudar o efeito da infusdo de DRB apds uma sessdo de reativagdo somente
contexto, realizada com apresentacdo do contexto e auséncia de choque, na tarefa de esquiva

inibitdria (Figura 4, item (c));
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3.2.4 Estudar o efeito da infusdo de DRB na auséncia de uma sessdo de reativacao na
tarefa de esquiva inibitéria (Figura 4, item (d));

3.2.5 Estudar o efeito da injecdo de propranolol imediatamente apd6s uma sessdo de
reativagdo contexto-choque na tarefa de esquiva inibitoria (Figura 5, item (a));

3.2.6 Estudar o efeito da injecao de propranolol 30 minutos ap6s uma sessao de reativagao
contexto-choque na tarefa de esquiva inibitdria (Figura 5, item (b));

3.2.7 Estudar o efeito da injecdo de propranolol 1 hora apdés uma sessdo de reativacao
contexto-choque na tarefa de esquiva inibitoria (Figura 5, item (c));

3.2.8 Estudar o efeito da injecdo de propranolol 2 horas ap6s uma sessdo de reativagao
contexto-choque na tarefa de esquiva inibitdria (Figura 5, item (d));

3.2.9 Estudar o efeito da injecdo de propranolol 3 horas ap6s uma sessdo de reativagao
contexto-choque na tarefa de esquiva inibitoria (Figura 5, item (e));

3.2.10 Estudar o efeito da injecdo de midazolam imediatamente apds uma sessdo de

reativagdo contexto-choque na tarefa de esquiva inibitéria (Figura 5, item (a)).
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MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Ratos Wistar machos (idade de 2 a 3 meses — peso 250 a 300 g) foram usados. Os animais
sao criados em gaiolas plasticas, 4-5 por caixa, em ciclos de 12h de luz / escuro (luzes se ligam as
7:00), numa temperatura constante de 24+1 °C e 4gua e comida ad [libitum. Todos os
procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as recomendagdes da Sociedade
Brasileira de Neurociéncias (SBNeC), Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e
a Organizagdo Internacional de Pesquisa do Cérebro (IBRO), sendo previamente aprovada pelo
Comité de Etica em Revisdo de Pesquisa da nossa institui¢do, UFRGS. Isso significa que estdo de
acordo com o Guia de Saude para Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio do Instituto
Nacional dos Estados Unidos (publicag¢do n°® 85-23, revisado em 1985), a Diretriz do Conselho da
Comunidade Européia de 24 de novembro de 1986 (86/609/EEC), e a Lei Brasileira (Lei
n°6.638/1979). Todo esforgo para minimizar o nimero de animais e o seu sofrimento foi

empregado.
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4.2 CIRURGIA

Todos os animais foram anestesiados por uma mistura de cetamina (anestésico geral
“Dopalen”, obtido da Agribands) e xilazina (sedativo/miorelaxante/analgésico “Anasedan”,
obtido da Agribands) (intraperitoneal, 75 e 19 mg/Kg, respectivamente) e bilateramente
implantados com canulas guia de ago inoxidavel de calibre 27 por cirurgia estereotaxica (David
Kofp, 1404) dirigido em AP -4,2mm (do Bregma), LL +3,0 mm, DV 1,5 mm, ficando 1 mm
acima da area CA1 do hipocampo dorsal (ajustado de Paxinos e Watson, 1998). Um parafuso de
aco inoxidavel pequeno sera implantado acima do osso occipital para ancorar o acrilico dental
usado para fixas as canulas. Apos a cirurgia, os animais sdo mantidos aquecidos por 2 horas por
uma lampada vermelha de 40W acima de uma gaiola para prevenir hipotermia causada pela
administracdo de anestésicos. Apds a recuperagao da cirurgia (1 semana), os animais sao

submetidos aos procedimentos experimentais.

4.3 APARATO COMPORTAMENTAL E PROCEDIMENTOS

Ratos foram treinados na Esquiva Inibitoria de Descida da Plataforma (EI) de tentativa
unica (one-trial). Esta tarefa serd realizada em uma caixa automaticamente operada e iluminada,
na qual o extremo esquerdo da grade (42,0 x 25,0 cm de grade de barras de aco inoxidavel com
0,1 cm de calibre e paralelamente arranjados com espagamento de 1,0 cm) foi coberto com uma
plataforma coberta de Formica com 7,0 cm de largura e 5,0 de altura (Figura 6).

Procedimento comportamental utilizado com o inibidor de sintese protéica (DRB):

Habituagdo: um dia antes do procedimento de treinamento, todos os animais sao
colocados na plataforma para explorar livremente todo o aparato de EI durante 180 segundos

(nosso teto). Considerando que a contribuigdo primaria do hipocampo seja armazenar uma
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representacao conjunta do contexto (Biedenkapp et al., 2004), usamos este procedimento como
um paradigma adaptado do efeito de facilitagdo por pré-exposi¢do ao contexto (EFPC),
inicialmente descrito em um estudo de Fanselow (1990), em que colocando ratos em um contexto
e dando-lhes imediatamente um choque nao produziu quase nenhum medo aquele contexto; se o
rato, todavia, € pré-exposto alguns minutos antes aquele contexto no dia anterior, ele demonstra
medo significativo (Fanselow, 1990; Rudy et al., 2005). Para sobrepor o problema de
aprendizado causado pela répida exposicao ao contexto da EI, no6s adaptamos o EFPC para a EI
expondo os ratos um dia anterior da sessao de treino durante 3 minutos, o que causou melhora no
aprendizado em comparacao com grupos nao habituados (dados nao mostrados).

Sessao de Treinamento: os animais serdo colocados gentilmente na plataforma e a sua
laténcia para descé-la, colocando as quatro patas na grade, serd medida. Na sessdo de treino,
imediatamente apos a descida, os animais receberdao um choque de 0,8 mA durante 3,0 segundos.

Sessao de Reativagdo: fizemos quatro diferentes protocolos de reativacdo (para cada
sessdo serd usado um grupo diferente de ratos de modo que cada rato passard somente por um
tipo de sessdo de reativacdo) que serdo realizadas um dia apés a sessd@o de treinamento para
explorar a natureza da desestabilizagdo da memoria na EI. Na primeira sessdo, os animais serao
colocados novamente na plataforma e, apos descé-la, levardo um choque de 0,4 mA por 3,0
segundos (Sessdo de Reativacdo Contexto-Choque Figura 4, Item (a)). Na segunda sessdo, os
animais serdo colocados em contato direto com a grade metalica e receberdo um choque de
lembranga de 0,4 mA por 3,0 segundos (Sessao de Reativagdo Somente Choque, Figura 4, Item
(b)). Na terceira sessdo, tentaremos reativar a memoria colocando os animais na plataforma até
que desgam dela, sem aplicar-lhes choque (Sessdo de Reativagdo Somente Contexto, Figura 4,

Item (c)). Para explorar além, um grupo controle de animais ndo sofrerda nenhum tipo de
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reativacdo (Sem Reativacdo, Figura 4, Item (d)). Todos os animais que atingirem o tempo de 3
minutos sem descer da plataforma serao eliminados do experimento, pois ndo poderemos dar-lhes

o choque,

(7

(a) Habituacao 24h Treino 24 h Reativagao 24 h Teste S d Reteste
: W

(b) Habituacao 24h Treino 24h Reativagao 24h Teste 5d Reteste

(c) [Habituagéo 24h Treino 24h Reativagéo- 24h Teste 5d Reteste

(d) |Habituagdo 24h Treino Teste 5d Reteste

Figura 4. Esquema do protocolo experimental utilizado na infusdo do DRB (seta) pos-reativacao.

Raio: choque 0,4 mA por 3 segundos. Caixa: contexto da caixa de esquiva inibitoria.

Sessao de Teste e Reteste: na sessdo de teste nenhum choque ¢ dado e um tempo de 3
minutos ¢ definido como o teto para a descida da plataforma. A laténcia de teste menos a do
treino ¢ usada como uma medida de reten¢do, como descrito em outra publicacdo (Bernabeu et
al., 1997). Se algum efeito for detectado, os animais serdo retestados de modo idéntico 5 dias

depois, de modo a verificar recuperagdo espontinea.

Procedimento comportamental utilizado com Propranolol e Midazolam:

O protocolo experimental utilizado neste estudo ¢ idéntico ao utilizado no estudo com
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infusdo de DRB nas sessdes de habituagao, treino e reteste. Para a reativagao, todavia, uma vez
validado o modelo com DRB, apenas a sessdo de reativacdo Contexto-Choque (Figura 4, item
(a)), foi usada. Propranolol foi injetado intraperitonealmente em diferentes tempos apds a sessao
de reativagdo (Figura 5, itens (a-¢)), produzindo uma curva tempo-resposta. Ja o midazolam foi

injetado intraperitonealmente apenas imediatamente apds a sessdo de reativacao (Figura 5, item

(2)).

b

(@) [Habituagao 24h Treino 24N | Reativagao |24 Teste 5d Reteste
3\7 Imediatamente

(b) |Habituagao 24h Treino 24h Reativagéo- 24h Teste od Reteste
3( 30 minutos

(c) |Habituagio 24h Treino 24h |Reativagao | -241 Teste 5d Reteste
3( T1 hora

(d) |Habituagio 24h Treino 24h Reativagéo- 24h Teste od Reteste
3( TZ horas

(e) [Habituacéo 24h Treino 24h | Reativagao | -24h Teste 5d Reteste

T3 horas

Figura 5. Esquema do protocolo experimental utilizado na injecdo de propranolol em diferentes
tempos apds a sessdo de reativacdo e midazolam (neste caso, idéntico ao primeiro protocolo
usado para o propranolol). Setas: injecdo de propranolol (e midazolam, no experimento
imediatamente pos-reativacao). Raio: choque 0,4 mA por 3 segundos. Caixa: contexto da caixa

de esquiva inibitoria.



43

4.4 DROGAS

No momento da infusdo pos-treino ou poés-reativagdo, canulas de calibre 30 serdo
posicionadas na canula-guia; o topo da canula de infusdo protrai 1,0 mm além da canula-guia e,
portanto, ¢ posicionada na camada celular da area CA1 do hipocampo dorsal. Por ela, um volume
de 0,5 pl serd administrado numa taxa de 20 ul/h por uma bomba de infusdo Hamilton. Através
desta bomba os animais serdo infundidos com, 6-dicloro-1-b-d-ribofuranosilbenzimidazole
(DRB), um inibidor de sintese protéica (Calbiochem, 10 ng por lado/hemiestrutura) cuja dose foi
previamente demonstrada ser capaz de bloquear consolidag¢ao e reconsolidacao de memoria (Igaz
et al., 2002; de Oliveira Alvares et al., 2008). Por estudos in vitro, 0 consenso é que DRB age
inibindo a hiperfosforilagao da Polimerase II CTD, a qual ¢ crucial para que a Pol II avance até o
complexo de elongacgdo, ativamente engajado na sintese de ARN. Tal mecanismo ¢ capaz de

causar terminagdo prematura da transcricdo geral (Clement, 2000).

Propranolol, um antagonista beta-adrenérgico, obtido da Pharmashop (Porto Alegre, RS)
foi preparado em salina isotonica estéril (SAL)(0,9 % w/v) na concentragdo de 10 mg/ml e serd
injetado intraperitonealmente num volume de 1 ml/kg. O propranolol tem um metabolismo de
primeira passagem rapido (Robinson & Franklin, 2007) e sua meia-vida ¢ de menos de 1,5 h no
rato, ou seja, estd completamente ausente no teste realizado 24 horas apds a inje¢do (Kim et al.,

2001).

Também foi usado Midazolam, um benzodiazepinico de curta acdo que atua modulando
positivamente o receptor GABA A (Bustos ef al., 2009). A droga sera diluida em salina isotonica

estéril (SAL) (0,9% w/v) a uma concentracdo de 1 mg/ml e administrado intraperitonealmente
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numa dose de 1 mg/kg.

4.5 HISTOLOGIA

Todos os animais implantado com canulas-guia serdo decapitados e imediatamente
corados com 0,5 pl de Azul de Metileno 2% em salina (infundido através das mesmas canulas),
fixados em Formol 10% e cortados por vibratomo para visualizar microscopicamente a extensao
da area atingida pelo topo da canula de infusdo por onde as drogas foram administradas no

hipocampo do rato (Figura 7).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados referentes as laténcias da esquiva inibitéria necessitam passar por um teste de
“normalidade” (teste de Kolmorgorov-Smirnov com corre¢do de Lilliefor). Constatando a
existéncia de dados nao-paramétricos, as diferencas entre os grupos serdo avaliadas pelo teste
ANOVA Kruskal-Wallis com teste “post hoc” de Dunn. A comparacdo entre treino e teste dentro
de um mesmo grupo sera feita com o teste Wilcoxon, caso sejam 2 grupos, ou teste ndo-
paramétrico de Friedman com post hoc de Dunn, para k>2 grupos. Definido a priori, um P <0,05

sera considerado como sendo significativo.



Figura 6. Vista geral do aparelho de Esquiva Inibitéria de descida da plataforma.

Figura 7 — Posicao da marca do corante injetado. Retirado de Paxinos & Watson (1997)
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RESULTADOS

A estatistica usada em todos os testes ¢ do tipo ndo-paramétrica, pois os dados nao se
distribuem normalmente. Em todos os graficos o eixo y representa a laténcia de descida da
plataforma, isto €, o tempo que os animais permanecem em cima da plataforma; o eixo x, por sua
vez, sdo os grupos. Os dados sdo representados com a mediana e os intervalos interquartis

(explicando o fato das barras serem normalmente assimétricas).

Constatando a existéncia de dados ndo-paramétricos, as diferencas entre os grupos serdo
avaliadas pelo teste ANOVA Kruskal-Wallis com teste post hoc de Dunn, para k>2 grupos, ou
teste de Mann-Whitney, caso k=2 grupos. A comparagao entre treino e teste dentro de um mesmo
grupo sera feita com o teste Wilcoxon, caso sejam 2 grupos, ou teste ndo-paramétrico de
Friedman com post hoc de Dunn, para k>2 grupos. Definido a priori, um P <0,05 sera

considerado como sendo significativo.

As Figuras 8, 9, 10 e 11 apresentam os resultados obtidos com infusio de DRB

imediatamente ap0s a reativacdo usando protocolos de reativacdo distintos.
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Figura 8. Infusdo de DRB pos-reativacdo Somente Contexto. (a) Diferenga significativa entre as

sessoes de treino e teste (P<0,05; Teste de Wilcoxon).

Na Figura 8 houve diferenca significativa entre o treino e teste dos grupos controle e

droga (P<0,05; Teste de Wilcoxon). Nao houve diferenca significativa entre as sessoes de teste

entre os grupos (P>0,05; Teste de Mann-Whitney).



48

Protocolo "Somente Choque"

a a
200 -
180 - T T
160 -
140 -
120 -
100 -
80 O Teste
60 -
40 A
20 +
0 - L I —

DMSO (8%) N=11 DRB (10 ng/ul) N=8

O Treino

Laténcia (s)

Figura 9. Infusdo de DRB pos-reativagdo Somente Choque. (a) Diferenga significativa entre as

sessoes de treino e teste (P<0,05; Teste de Wilcoxon).

Na Figura 9 houve diferenca significativa entre o treino e teste dos grupos controle e
droga (P<0,05; Teste de Wilcoxon). Nao houve diferenca significativa entre as sessdes de teste

entre os grupos (P>0,05; Teste de Mann-Whitney).

A Figura 10 apresenta os resultados obtidos com infusdo de DRB imediatamente apos a

reativagdo usando o mesmo protocolo do grupo “Habituados — 0,8-0,4".
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Protocolo de "Reativagao Fraca"

200 +
180 -
160 -
140 -
120 4 0O Treino
100 + O Teste

80 A b b @ Reteste
60 -

40 +
0

DMSO (8%) N DRB (10 ng/ul) N DRB (50 ng/ul) N=10

Laténcia (s)

Figura 10. Infusdo de DRB pds-reativagdo Contexto-Choque. (a) Diferenga significativa entre as
sessoes de treino e teste (P<0,05; Teste de Friedmann com post hoc de Dunn). (b) Diferenga
significativa entre as sessoes de teste e reteste entre grupos (P<0,05; Teste de Kruskal-Wallis

com post hoc de Dunn).

Houve diferenga significativa entre o treino, teste e reteste dos animais do grupo controle
(P<0,05; Teste de Friedmann com post hoc de Dunn), mas ndo dos grupos droga (P>0,05; Teste
de Friedmann com post hoc de Dunn). (b) diferenca significativa entre as sessdes de teste e

reteste (P<0,05; Teste de Kruskal-Wallis com post hoc de Dunn).
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Protocolo "Sem Reativagao"
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Figura 11. Infusdo de DRB na auséncia de reativacdo. (a) Diferenga significativa entre as sessoes

de treino e teste (P<0,05; Teste de Wilcoxon).

Na Figura 11 houve diferenca significativa entre o treino e teste dos grupos controle e
droga (P<0,05; Teste de Wilcoxon). Nao houve diferenca significativa entre as sessoes de teste

entre os grupos (P>0,05; Teste de Mann-Whitney).

As Figuras 12, 13, 14, 15 e 16 apresentam os resultados obtidos com a inje¢do de
propranolol pos-reativacdo durante diferentes tempos, respectivamente: imediatamente, 30

minutos, 1 hora, 2 horas ¢ 3 horas.
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Figura 12. Inje¢do de propranolol imediatamente pos-reativacdo. (a) Diferenca significativa entre

as sessoes de treino e teste (P<0,05; teste de Friedman com post hoc de Dunn). (b) Diferenca

significativa entre as sessdes de teste e reteste entre grupos (P<0,05; Teste de Kruskal-Wallis

com post hoc de Dunn).

Na Figura 12 houve diferenca significativa entre o treino e teste ou reteste dos grupos

controle e droga (P<0,05; teste de Friedman com post hoc de Dunn). Houve diferenca

significativa entre as sessdes de teste entre os grupos, mas ndo entre as sessdes de reteste

(P<0,05; Teste de Kruskal-Wallis com post hoc de Dunn).
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Propranolol 30 min pés-reativagao
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Figura 13. Injecdo de propranolol 30 minutos pos-reativacao. (a) Diferenga significativa entre as

sessoes de treino e teste (P<0,05; Teste de Wilcoxon).

Na Figura 13 houve diferenca significativa entre o treino e teste dos grupos controle e
droga (P<0,05; Teste de Wilcoxon). Nao houve diferenca significativa entre as sessoes de teste

entre os grupos (P>0,05; Teste de Mann-Whitney).
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Figura 14. Injecao de propranolol 1 hora pos-reativagdo. (a) Diferenca significativa entre as

sessoes de treino e teste (P<0,05; teste de Friedman com post hoc de Dunn). (b) Diferenga

significativa entre as sessoes de teste e reteste entre grupos (P<0,05; Teste de Kruskal-Wallis

com post hoc de Dunn).

Na Figura 14 houve diferenca significativa entre o treino e teste ou reteste dos grupos

controle (P<0,05; teste de Friedman com post hoc de Dunn). Houve diferenca significativa entre

as sessoes de teste e reteste entre os grupos (P<0,05; Teste de Kruskal-Wallis com post hoc de

Dunn).
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Propranolol 2h pés-reativagao
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Figura 15. Injecdo de propranolol 2 horas pds-reativagdo. (a) Diferenca significativa entre as
sessoes de treino e teste (P<0,05; teste de Friedman com post hoc de Dunn). (b) Diferenga
significativa entre as sessoes de teste e reteste entre grupos (P<0,05; Teste de Kruskal-Wallis

com post hoc de Dunn).

Na Figura 15 houve diferenca significativa entre o treino e teste ou reteste dos grupos
controle e droga (P<0,05; teste de Friedman com post hoc de Dunn). Houve diferenca
significativa entre as sessOes de teste entre os grupos, mas nao entre as sessdes de reteste

(P<0,05; Teste de Kruskal-Wallis com post hoc de Dunn).
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Figura 16. Injecdo de propranolol 3 horas pds-reativagdo. (a) Diferenca significativa entre as

sessoes de treino e teste (P<0,05; Teste de Wilcoxon).

Na Figura 16 houve diferenca significativa entre o treino e teste dos grupos controle e

droga (P<0,05; Teste de Wilcoxon). Nao houve diferenca significativa entre as sessoes de teste

entre os grupos (P>0,05; Teste de Mann-Whitney).
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Figura 17. Injecdao de midazolam imediatamente pos-reativacao. (a) Diferenca significativa entre

as sessoes de treino e teste (P<0,05; Teste de Friedman com post hoc de Dunn). (b) Diferenca

significativa entre as sessoes de teste e reteste entre grupos (P<0,05; Teste de Kruskal-Wallis

com post hoc de Dunn).

Na Figura 17 houve diferenca significativa entre o treino e teste dos grupos controle e

droga (P<0,05; Teste de Friedman com post hoc de Dunn). Houve diferenca significativa entre as

sessoes de teste e reteste entre os grupos (P<0,05; Teste de Kruskal-Wallis com post hoc de

Dunn).
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DISCUSSAO

Os experimentos do presente projeto foram divididos em 3 grupos.

1) Experimentos de valida¢do: Os resultados demonstram que a inibi¢do de sintese
protéica pela infusdo de DRB realizada no periodo pds-reativagdo foi capaz de inibir a
reconsolidagdo de uma memoria aversiva na area CA1 do hipocampo dorsal somente
em uma das condigdes experimentais. O primeiro experimento desse grupo objetivou
inibir a reconsolidagdo da memoria apresentando somente o contexto na sessao de
reativagdo (Figura 8). O segundo experimento desse grupo objetivou inibir a
reconsolidagdo da memdria apresentando somente o choque na sessdo de reativagdo
(Figura 9). Ambos os experimentos, todavia, ndo foram capazes de relabilizar a
memoria, uma vez que o DRB ndo teve efeito em ambos os protocolos. O terceiro
experimento deste grupo objetivou inibir a reconsolidagdo da memoria apresentando-
se simultaneamente o contexto e o choque (uma sessdo de retreino, mas com choque
fraco, de 0,4 mA, Figura 10). Somente neste protocolo o DRB foi capaz de inibir a
reconsolidagdo da memoria. Ademais, realizou-se um experimento-controle
infundindo-se DRB na auséncia de qualquer sessdo de reativagdo (Figura 11). Este

experimento em conjunto com os demais demonstra que a relabilizagdo da memoria so6
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foi possivel quando a memoria foi reativada na presenca simultdnea do estimulo
condicionado (contexto) e do estimulo incondicionado (choque), porém este em

menor intensidade;

Experimentos de dinamica temporal: Partindo do principio de que somente haja
reativacdo da memoria (e ulterior reconsolida¢do) quando a sessdo de reativagao
contenha ambos componentes, condicionado e incondicionado, a série de
experimentos seguintes foi realizada somente para este protocolo de reconsolidacdo
(Figura 4, item (a)). Os experimentos com propranolol visaram determinar a janela
temporal em que a neurotransmissdo [-noradrenérgica ¢ capaz de afetar a
reconsolidagdo de maneira duradoura. Assim, quando injetado intraperitonealmente 1
hora apds a reativacao, produziu um efeito amnésico duradouro, ao passo que em
periodos anteriores — imediatamente € 30 minutos — ou posteriores — 2 e 3 horas — ndo
houve qualquer efeito (Figuras 12 e 15) ou o efeito amnésico apresentava recuperagao

espontanea (Figuras 13 e 16);

Experimento de confirmagdo: Por fim, realizou-se um experimento com a modulagdo
benzodiazepinérgica do sistema GABAérgico a fim de confirmar os achados com o
DRB e propranolol. O midazolam apresentou um efeito amnésico quando injetado
imediatamente ap6s a reativagdo (Figura 17) usando-se o mesmo protocolo do
primeiro experimento do propranolol (Figura 5, item (a)). Deste modo, o midazolam

foi capaz de bloquear a reconsolidagao favorecendo a ativagao do receptor GABA A.
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A aquisi¢ao e manutengao de informagdes sensoriais novas obtidas através da experiéncia
para seu uso posterior requerem um processo dependente de tempo e, fundamentalmente, de
sintese protéica em estruturas encefalicas relacionadas, como hipocampo e/ou amidala. Esse
processo de estabilizacdo pds-aquisitiva de memorias € chamado de consolidacdo e as teorias
classicas de consolidagdo propdem que, uma vez armazenadas, as memorias permanecem
estaveis. Estudos paralelos, todavia, indicam que, dependendo do tipo de memoria e da sessdao de
evocagao, esta pode constituir-se numa reativacao do traco de memoria capaz de desestabiliza-la’
e disparar um novo processo de estabilizacdo desta nova fase labil. A esse processo ativo de
reestabilizacdo do trago mnemonico, também fundamentalmente dependente de sintese protéica,
se denominou de reconsolidagdo, hipotetiza-se ser um componente importante no processamento
de memorias de longa duragdo e estd amplamente distribuido entre os animais, como o
gastropoda Lymnaea stagnalis (Kemenes et al., 2006), o crusticeo Chasmagnathus granulata
(Pedreira et al., 2002; Tano et al., 2009) em roedores (Debiec et al., 2002; Nader et al., 2000;
Nader & Hardt, 2009; Suzuki et al., 2004; Tronson & Taylor, 2007) e em seres humanos (Forcato

et al., 2007).

Utilizando o mesmo protocolo, trabalhos anteriores ndo foram capazes de relabilizar a
memoria da tarefa de esquiva inibitoria de descida da plataforma (Cammarota et al., 2004;

Vianna et al., 2001); utilizando a esquiva inibitoria passiva (step-through), todavia, a

! Antes de passar por um processo de reconsolidagao, a reativagdo deve ser capaz de disparar rapidamente
processos de desestabilizagdo da memoria. Além da necessidade da atividade normal do receptor NMDA (Mamou et
al., 20006), Lee et al. (2008) demonstrou que a desestabilizacdo de memorias inativas também envolve a degradacgio
protéica sindptica. A reativagdo da memoria de medo condicionado ao contexto na area CAl do hipocampo de ratos
dispara a marcagdo de proteinas por poliubiquitinacdo. Essas proteinas tornam-se alvo para entrar na via da
ubiquitina-proteassoma, resultando na protedlise pelo complexo do proteassoma 26S. Caso este complexo de
degradag@o seja inibido, o efeito amnésico resultante de anisomicina é revertido, demonstrando que a remogdo de
proteinas pré-existentes para a fabricagdo de proteinas novas é um pré-requisito para a remodelagem sinaptica que
codificara a memoria atualizada (ou modificada), estabilizando-a pelo processo de reconsolidacao.
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manipulagdo colinérgica foi capaz de inibir a reconsolidagcdo (Boccia ef al., 2004), embora nao
foi possivel com inibi¢ao de sintese protéica ou de C/EBPJ (Taubenfeld et al., 2001). As linhas
de evidéncia sugerem que os trabalhos que tentaram relabilizar a memoria em esquiva inibitoria
ndo foram bem sucedidos pelos seguintes motivos: (a) a natureza da sessdao de reativagdo, (b) a

dose de anisomicina usada e (¢) o momento da infusdo de anisomicina.

A primeira linha de contra-argumentacgdo (a) refere-se a diferenga entre as sessdes de
reativacdo empregadas. Os estudos de reconsolidacdo normalmente abordam a questdo de como
reestabilizar uma memoria que se torna labil apos a sua reativagao, cuja sessdo envolve somente a
apresentacdo do estimulo condicionado; um passo anterior e importante, todavia, normalmente é
esquecido: a desestabilizacdo. O processo de desestabilizagdo de memorias previamente
consolidadas ¢ um passo limitante nos estudos de reconsolidacdo. Trabalhos realizados que ndo
reportaram nenhum efeito sobre a reconsolidacdo podem, alternativamente, estar baseados em
falso-negativos, simplesmente porque a sessdo de reativacdo daquela memoria ndo foi
qualitativamente adequada (como, por exemplo, a apresentagdo do estimulo incondicionado) ou
quantitativamente suficiente (tempo maior ou menor de exposicao ao estimulo condicionado).
Trabalhos com condicionamento de preferéncia de lugar com cocaina demonstram que a
apresentacao do contexto na sessdo de reativagdo, desde que este retenha propriedades afetivas ou
motivacionais, ¢ suficiente para relabilizar a memoria da procura pela droga e, com um
tratamento amnésico (nos trabalhos citados foi usado propranolol, antagonista 3-noradrenérgico),
a memoria do local de administragdo da droga era apagada ou enfraquecida (Milton et al., 2008).
Fricks-Gleason & Marshall (2008), utilizando procedimentos similares, demonstraram ainda que

a atuagdo do antagonismo em receptores B-noradrenérgicos se deu inibindo o processo de
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reconsolidagdo, e ndo uma possivel aceleragdo do processo de extingdo. A relabilizacdo da
memoria contextual associada a cocaina também foi possivel somente com a apresentagao do
contexto nos trabalhos de Lee et al. (2005), inibindo Zif268 na amigdala, e Miller & Marshall
(2005), inibindo a via da MEK no nutcleo accumbens. Milekic et al. (2006) e Robinson &
Franklin (2007) encontraram resultados consistentes com os nossos: utilizando condicionamento
de preferéncia de lugar por morfina ndo foram capazes de reativar a memoria (reativagao
definida como a relabilizagdo da memoria, e ndo sua simples evocacdo) usando somente o
contexto de aprendizado (estimulo condicionado) ou uma dose de morfina (estimulo
incondicionado), mas sim foi necessaria a presenga dos dois componentes numa sé sessao de

recondicionamento (o aprendizado envolve 4 dias de sessoes de condicionamento).

A contribuigdo primaria do hipocampo ¢ armazenar uma representacdo conjunta do
contexto (Biedenkapp & Rudy, 2004) e ser capaz de associar eventos a ele, sugerida pela
anatomia hipocampal. Neste mesmo estudo, Biedenkapp & Rudy (2004) ndo encontraram
evidéncias de que a reativagdo de uma memoria puramente contextual requer uma nova onda de
sintese protéica para a reestabiliza¢do. Uma diferenca entre este tipo de memoria e as associagdes
classicas da literatura ddo margem a uma interpretagdo nova: a hipdtese de evento significativo.
Se considerarmos que eventos biologicamente importantes (a0 menos em laboratério), como
choques, venenos, recompensas (comida, agua, drogas) ou sabores amargos, sdo sempre
codificados em um contexto experimental e que o hipocampo atua como um coadjuvante
essencial, ancorando os eventos tanto num contexto espacial como temporal (Gilbert et al., 2001;
Manns & Eichenbaum, 2006), uma possibilidade ¢ que somente memorias que contenham esses

elementos tornam-se labeis quando sdo reativadas. Isto sugere que uma memoria puramente
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contextual possui um padrao de efeitos moleculares diferentes do que memorias associativas com
eventos significativos presentes. Além disso, nosso trabalho mostrou que, da mesma forma que o
tempo de reexposicdo ao contexto ¢ uma variavel importante para disparar o processo de
reconsolidagdo (Suzuki et al., 2004), a presenca em menor escala desse evento significativo
(choque) no momento da reativacdo também ¢ necessaria para que o hipocampo desestabilize-a,

necessitando de um processo subseqiiente de reconsolidagao.

Essa sessdao de reativacdo fraca nos da o beneficio de descartar a ocorréncia de dois
problemas comuns durante protocolos de reativagdo: (a.1) novo aprendizado, como pode ocorrer
durante o retreino (experimento também realizado por Cammarota et al.(2004), mas também sem
qualquer efeito), e (a.2) extingdo, quando ha a auséncia do estimulo incondicionado. Nossos
resultados demonstram, todavia, que da mesma forma que um choque fraco ndo foi capaz de
disparar um processo de aprendizado (dados ndo mostrados), também consegue prevenir o efeito

amnésico aparente (a nova associacao “contexto - sem choque”) que ocorre durante extingao.

A segunda linha de contra-argumentacdo (b) refere-se a dose de anisomicina utilizada
pelos estudos. Os estudos de Vianna et al. (2001) utilizaram doses de 80ug, 0,5 pl/lado;
Taubenfeld et al., (2001) usaram doses de 125 pg, 1pl/lado; e Cammarota et al. (2004) usaram
80pg, 0,8 ul/lado. Em todos os casos, a reconsolidagcdo ndo foi bloqueada. Debiec et al. (2002),
todavia, somente obteve sucesso em bloqued-la ao usar mais que o dobro da dose destes estudos,
250 pg, 2pl/lado. O mesmo estudo argumenta que uma dose maior de anisomicina ¢ necessaria
para afetar a reconsolidacdo por 3 motivos: (b.1) com o tempo, a memoria contextual pode

tornar-se mais dispersa, necessitando de uma dose maior para afetar toda a regido; (b.2) a
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anisomicina pode agir no nucleo celular para bloquear a traducdo de proteinas envolvidas na
consolidagdo e nos dendritos, para bloquear a tradugdo de proteinas envolvidas na
reconsolidagdo; doses maiores, portanto, podem ser necessdrias para bloquear ambos os
compartimentos; (b.3) durante a consolidacdo, ha a necessidade da ativagdo de uma vasta
maquinaria de sintese protéica que levard ao crescimento e modificagdo de especializagdes
sindpticas; apos a reativacao de uma memoria, essas sinapses precisarao de novas proteinas para a
reestabilizacdo, s6 que em nimero menor. Deste modo, para que a anisomicina bloqueie a
reconsolidagdo, uma dose maior € necessaria para desligar toda a maquinaria de sintese protéica,
impossibilitando-a de produzir mesmo uma pequena quantidade de proteinas que seriam

suficientes para a reconsolidagao.

Ja a terceira linha de contra-argumentagdo (c) diz respeito a dindmica temporal da
reconsolidagdo. A infusdao de anisomicina seguiu dois padrdes basicos estudados na consolidagao,
a saber, infusdo pré-treino e 3 horas pos-treino; na reativacdo hé processos semelhantes, mas
distintos: da mesma forma que a infusdo pré-reativacdo pode ter um efeito poluido (Alberini,
2008; Rudy et al., 2006) e estar inibindo a relabilizacdo da memoria, como ocorre com o
bloqueio do receptor NMDA (Mamou et al., 2006) ou a degradagdo protéica (Lee et al., 2008), a
sua infusdo 3 horas apoés a reativacao pode ter deixado escapar uma janela temporal de efeito da
anisomicina sobre a reconsolidacdo, ja que tratamentos amnésicos bem sucedidos com
anisomicina sdo realizados imediatamente pos-reativacdo (Mamou et al., 2006; Nader et al.,
2000) e a reconsolidacdo ¢ completada mais rapidamente do que a consolidagdo, sendo suas

curvas dose-resposta diferentes (Nader & Hardt, 2009).
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Baseada nesta terceira linha, realizamos uma curva tempo-resposta com o propranolol, um
antagonista beta-adrenérgico, na concentracdo de 10 mg/ml, injetado intraperitonealmente num
volume de 1 ml/kg. O propranolol tem um metabolismo de primeira passagem rapido (Robinson
& Franklin, 2007) e sua meia-vida ¢ de menos de 1,5 h no rato, ou seja, estd completamente
ausente no teste realizado 24 horas apos a inje¢do (Kim ef al., 2001). Uma dose tnica de 10
mg/kg foi usada por causa de experimentos anteriores que indicaram que, uma vez injetado no
peritonio do rato, possui efeito amnésico na consolidacao e reconsolidacdo (Przybyslawski et al.,
1999; Robinson & Franklin, 2007). Abrari et al. ( 2008) usou 5 mg/Kg, mas produziu um déficit
modesto. A mesma dose usada no presente estudo ndo possui efeito na atividade locomotora
espontanea ou no comportamento exploratorio (Sara et al., 1995) e ¢ efetiva em bloquear
aumentos na excitabilidade de neurdnios hipocampais induzidos por transmissdo noradrenérgica

(Harley & Sara, 1992).

Os trabalhos de Izquierdo (2006) apresentados na Figura 1.a demonstram que, no periodo
pos-treino, durante a consolidacdo, hd um aumento seletivo no tempo dos niveis de PKA e cAMP
cerca de 30 minutos e 3 horas ap6s. Motivado por essa resposta dindmica ao longo do tempo e
pela interagdo entre essa via bioquimica e a sintese de proteinas, a inje¢do de propranolol em
diferentes tempos pos-reativagdo produziu um padrdo comportamental similar, porém reduzido
no tempo. Somente achou-se um efeito amnésico permanente quando injetado 1 hora pos-
reativacdo. Este trabalho estd de acordo com resultados da literatura mostrando um
processamento P-noradrenérgico na fase tardia da reconsolidagdo (os trabalhos encontraram
efeitos desde 5 minutos até 2 horas poés-reativagdo), tanto pra memorias emocionais

(Przybyslawski et al. 1999) como ndo-emocionais/espaciais (Przybyslawski et al. 1999; Roullet
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et al.,1998; Sara et al., 1999). Sugere-se que, como pode ser visto na Figura 2, o propranolol age
inibindo a via B-noradrenérgico que ¢ responsavel por manter as modificagdes sindpticas que
ocorreram logo apods a reativagcdo, disparadas pelo receptor NMDA, como uma forma de
recapitulacdo do que ocorre no periodo de consolidacao. O uso do propranolol abre uma nova
dimensao clinica, pois a possibilidade de relabilizar uma memoria apods esta entrar no seu estado
ativo, cria também uma nova maneira de tratamento do TEPT e de abuso de drogas:
enfraquecimento de memorias patologicas, seja durante o seu reprocessamento consciente
(Diergaarde et al., 2006; Dudai, 2006; Milton ef al., 2008; Nader et al. 2000; Przybyslawski et

al., 1999; Quervain & Margraf, 2008), seja durante o sono (Stickgold, 2007).

Por 1ultimo, utilizou-se o Midazolam, um modulador benzodiazepinico positivo de
receptores do subtipo GABA A, na concentracdo de 1 mg/ml e administrado intraperitonealmente
numa dose de 1 mg/kg. A dose usada induz amnésia num paradigma de esquiva inibitoria
(Amaral et al., 2007; Barros et al., 1998) e induz déficits na reconsolida¢do no paradigma de
condicionamento ao medo contextual (Bustos, 2006). Amaral et al. (2007) realizaram uma série
de experimentos semelhantes aos de Cammarota ef al. (2004), mas enquanto que neste os animais
ndo desciam da plataforma, naquele argumentou-se que a descida da plataforma seria uma forma
de disparar um processo de reconsolidagcdo por atualizar a memoria entre o que ¢ esperado
(choque) e o que de fato ocorre (auséncia de choque). A inativagdo do hipocampo com muscimol,
um agonista GABA A, pds-reativacdo foi capaz de induzir uma amnésia transiente, pois houve
ulterior recuperacdo espontanea. O presente protocolo, por outro lado, foi capaz de bloquear a
reconsolidagdo ao injetar midazolam no periodo pds-reativagdo. O caminho tragado, portanto,

indica que o processo de desestabilizagdo e reconsolidagdo ocorrem quando, além do animal ser
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exposto ao contexto, este precisa descer espontaneamente da plataforma e receber um choque

fraco, ja que o retreino também nao foi capaz de relabilizar a memoria (Cammarota et al., 2004).
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CONCLUSOES

Gerais

7.1.1 A memoria da tarefa de esquiva inibitoria pode ser reativada e, ulteriormente,
reconsolidada;

7.1.2 A re-estabilizacao ¢ dependente de sintese protéica;

7.1.3 H4 o envolvimento de cascatas bioquimicas, como a via AMPc/PKA, disparadas
pelo receptor B-noradrenérgico, na fase tardia da reconsolidagdo, semelhante ao que ocorre
durante a consolidacao;

7.1.4 O aumento excessivo do tonus GABAérgico ¢ capaz de inibir a reconsolidagdo.

Especificas
7.2.1 A infusdo intrahipocampal de DRB apds uma sessdo de reativagao contexto-choque,
realizada com apresentacdo do contexto e de um choque com metade da intensidade do treino

(Figura 4, item (a)), produziu um efeito amnésico permanente na tarefa de esquiva inibitoria;

7.2.2 A infusdo intrahipocampal de DRB apds uma sessao de reativagdo somente choque,
realizada com a apresentacdo direta de um choque com metade da intensidade do treino, nado

produziu qualquer efeito na tarefa de esquiva inibitoria (Figura 4, item (b));
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7.2.3 A infusdo intrahipocampal de DRB ap6s uma sessdo de reativagdo somente
contexto, realizada com apresentacdo do contexto e auséncia de choque, nao produziu qualquer

efeito na tarefa de esquiva inibitéria (Figura 4, item (c));

7.2.4 A infusdo intrahipocampal de DRB na auséncia de uma sessdo de reativacdo nao

produziu qualquer efeito na tarefa de esquiva inibitoria (Figura 4, item (d));

7.2.5 A injecdo intraperitoneal de propranolol imediatamente ap6s uma sessdo de
reativacdo contexto-choque na tarefa de esquiva inibitoria (Figura 5, item (a)) produziu um efeito

amnésico no teste, mas houve recuperacao espontanea no reteste;

7.2.6 A injecdo intraperitoneal de propranolol 30 minutos apds uma sessao de reativagao

contexto-choque ndo produziu qualquer efeito na tarefa de esquiva inibitoria (Figura 5, item (b));

7.2.7 A injecdo intraperitoneal de propranolol 1 hora apdés uma sessdo de reativagdo
contexto-choque produziu um efeito amnésico permanente na tarefa de esquiva inibitoria (Figura

5, item (c)), indicando tratar-se de uma janela temporal da via da PKA;

7.2.8 A injecdo intraperitoneal de propranolol 2 horas apds uma sessdo de reativagao
contexto-choque na tarefa de esquiva inibitoria (Figura 5, item (d)) produziu um efeito amnésico

no teste, mas houve recuperagdo espontanea no reteste;
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7.2.9 A injecdo intraperitoneal de propranolol 3 horas apds uma sessdo de reativagao

contexto-choque nao produziu qualquer efeito na tarefa de esquiva inibitoria (Figura 5, item (e));

7.2.10 A injecdo intraperitoneal de midazolam imediatamente apds uma sessdo de
reativacdo contexto-choque produziu um efeito amnésico permanente na tarefa de esquiva

inibitoria (Figura 5, item (a)).
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APENDICE

Este apéndice faz parte de um projeto de eletrofisiologia desenvolvido no Instituto
Internacional de Neurociéncias de Natal - Edmond & Lily Safra, sob coordenacao do Prof. Dr.
Sidarta Ribeiro, e posterior processamento e analise de dados com orientagdo do Prof. Dr.

Adriano Tort.

INTRODUCAO

8.1 VISAO ELETROFISIOLOGICA

Um outro universo quase que paralelo, mas intimamente ligado e a esséncia deste
trabalho, estd na eletrofisiologia das memorias. Para entender o encéfalo, tem-se que entender
como bilhdes de neuronios de fato codificam e transmitem informacao de um modo eficiente. As
oscilagdes encefélicas aparecem como candidatos primarios para facilitar a transmissdo através
de filtragem de entradas, coordenagdo temporal dos disparos, codificacdo de fase de oscilagdes e
ligacdo de informagdes para executar processos como percepcdo e formacdo de memoria (para
mais detalhes, ver a secdo ‘Sobre a natureza dos dados coletados’ na parte de metodologia).
Entretanto, ¢ extremamente dificil demonstrar uma relagao causal entre atividades oscilatorias do

encéfalo e o comportamento manifestado. Isto leva a muitos acreditarem que as oscilagdes
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registradas no encéfalo sdo meramente epifenomenos (Koch, 1993; Pareti & De Palma, 2004) e

talvez um produto de uma conducao de volume de areas distantes (Young & Eggermont, 2009).

8.2 0 ENCEFALO COMO UM OSCILADOR

O encéfalo estd perpetuamente ativo, mesmo na auséncia de estimulos ambientais ou
estimulos derivados do corpo. A maior parte da atividade encefalica ¢ gerada internamente e esse
padrao espontaneo ¢ perturbado por entradas externas, causando pequenas influéncias no seu
controle robusto. Isso significa que o encéfalo ndo somente processa informagdes externas, mas
também ¢ capaz de gerar informagdo. Como resultado, o mundo externo ndo ¢ somente
codificado por taxas de disparos neuronais, mas esta embebido num contexto, sendo o fempo uma

parte importante dele. A representacdo da realidade externa ¢, portanto, um ajuste continuo

desses padroes cerebrais auto-gerados e perturbados pelas entradas sensoriais.

A atividade encefalica aqui definida envolve balancos energéticos positivos e negativos,
como ocorre em um oscilador: forgas positivas tiram o sistema do equilibrio e forcas negativas
puxam-no de volta. Os osciladores sdo sistemas capazes de vibrar em torno de um ponto de
referéncia (valor médio). Caso a variagdo possua uma freqiiéncia caracteristica, ¢ chamado de
oscilador harmonico; se a velocidade de oscilagdo ndo ¢ constante dentro de um ciclo, ¢ chamado
de ndo-harmoénico. Os osciladores ndao-harmonicos também sdo chamados de osciladores de
relaxagdo ou pulsateis (pois a saida ¢ uma mudanca brusca seguida de uma acumulagdo lenta de
energia). Esta ¢ uma boa defini¢do para a atividade encontrada no encéfalo, caso este fosse um
sistema ideal. O que ocorre normalmente ¢ que, uma vez que o encéfalo estd recheado de

osciladores com forcas opostas, inicia-se uma oscilacdo transiente com constante perda de
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energia, amplitude decrescente e parada de oscilagdo, fenomeno que ocorre por ressonancia. O
unico modo de corrigir ¢ fabricar o sistema com algas de retroalimentagdo positiva. Os
osciladores neuronais pertencem a familia dos osciladores caoticos fracos (sistema sensivel as
condigdes iniciais) ou de ciclo limite. Dois osciladores bem definidos, harmdnicos e de relaxagao,
tém varios exemplos no encéfalo: os osciladores harmonicos sdo bons como preditores de longo
prazo, ja que sua fase ¢ constante; os de relaxacdo, por outro lado, podem sincronizar rapida e
eficientemente. O encéfalo explora todos os tipos, combinando essas propriedades (Buzsaki,

2006).

Em termos praticos, uma oscilagdo neural ¢ analisada como deflexdes periddicas em torno
de um valor médio (que normalizado em 0) de uma série temporal (naturalmente discreta, pois
envolve uma amostragem da voltagem do espago neural de tempo em tempo). As oscilagdes
encefalicas sdo classificadas em duas classes:

(1) Oscilagdes de neurdnio Uinico, como oscilagdes de potencial de membrana e

trens de disparo;

(2) Oscilagdes de potencial de campo, registrados como a soma de correntes

excitatorias e inibitdrias no espago cerebral.

As oscilacdes de potencial de membrana também s3o chamadas de oscilagoes
microscopicas, as oscilagdes de potencial de campo local sdo consideradas como oscilagoes
mesoscopicas € as registradas no escalpo ou epidurais (eletroencefalograma, eletrocorticograma)
sdo as oscilagoes macroscopicas (Young & Eggermont, 2009). As oscilagdes mesoscopicas ou

potencial de campo local (PCL) representam as flutuagdes de correntes, tanto correntes inibitorias
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pos-sinaticas (CIPS) como correntes excitatdrias pos-sinapticas (CEPS), relativamente lentas na
matriz extracelular, e ndo potenciais de agdo. Estas correntes lentas incluem correntes sinapticas,
oscilagdes de membrana voltagem-dependentes, disparos de calcio, disparos pds-potencial e
correntes associadas a retropropagacao de disparos (Buzsaki, 2002). O PCL ¢, portanto, uma
média ponderada dos sinais de entrada nos dendritos € no soma dos neuronios vizinhos aos
eletrodos e constitui uma ferramenta interessante que reflete a probabilidade de disparos da area
imediata, através da decodificagdo correta, e pode ser usado para prever comportamentos
motores, necessarios para a tecnologia de interface cérebro-maquina (Stark & Abeles, 2007,
embora este trabalho dé énfase a atividade multiunitaria, ou seja, a atividade de multiplos
neurdnios sobreposta num sé eletrodo; Yun et al, 2007), caracterizar o estado sono-vigilia
(Gervasoni et al., 2004) e processamento cognitivo (Buzsaki, 1998; Tort ef al., 2008). Além do
seu uso como ferramenta, também ha proposta de um papel fisiologico no aumento do poder
computacional de neurdnios unitarios (Henrie & Shapley, 2005), convertendo a taxa de disparos
em um cddigo temporal (Jensen & Lisman, 1996).

A andlise das oscilacdes mesoscopicas (PCL) e macroscopicas (EEG) demonstram que
possuem um comportamento estatistico do tipo 1/f“, também chamado de ruido de Flicker, visto
em muitos outros sistemas fisicos e bioldgicos (Bak, 1987). O espectro de poténcia em baixas
freqiiéncias desses sistemas, mesmo considerando enormes escalas de tempo, produz esse tipo de
comportamento. Se representarmos graficamente o logaritmo da densidade da poténcia pelo
logaritmo das freqiiéncias em que esse sinal foi decomposto, veremos que a amplitude aumenta a
medida que a freqliéncia diminui. Esse tipo de comportamento ¢ visto, por um fisico,
simplesmente como ruido interno gerado por componentes passivos € ativos, que nao ¢ capaz de

realizar nenhuma previsdo. Todavia, o ruido encefalico possui a=I, um ruido especial
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denominado de ruido rosa ou complexo. Caso seja representado num grafico log/log,
anteriormente citado, o comportamento geral serda um decréscimo linear da amplitude a medida
que aumenta a freqiiéncia; na banda de 0,5 — 100 Hz, entretanto, havera um pico de amplitude

caracteristico desse tipo de ruido (Figura 18).
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Figura 18. Espectro de poténcia de EEG do lobo temporal direito durante o sono. H4 um
decréscimo quase linear do log de poténcia, com um aumento local entre 0,5 — 100 Hz,

caracteristico do ruido rosa. Retirado de Buzsaki (2006).

Acoplamento de freqiiéncias cruzadas: As atividades oscilatérias convencionalmente
assinadas a diferentes bandas de freqiiéncia (como teta, 4 — 12 Hz e gama, 30 — 100 Hz) ndo sdo
completamente independentes. De fato, interacdes de freqiiéncias cruzadas normalmente ocorrem

de diversas formas (Figura 19). Em (a) temos um sinal oscilatorio teta cuja freqiiéncia ndo muda,
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apenas a sua amplitude. Os diferentes modos com que uma oscilacdo gama pode interagir com
teta sdo: (b) as mudancas na poténcia de gama sdo correlacionadas com mudangas na poténcia de
teta (correlagdo poténcia para poténcia); (c¢) fechamento de fase, em que oscilagcdes de
freqiiéncias diferentes mantém constantes os seus ciclos um em relacdo ao outro como, por
exemplo, 1 ciclo de teta abrigar 4 ciclos de gama; (d) a freqliéncia das oscilagdes rapidas €
modulada pela fase das mais lentas; e () o poder da oscilagao de gama ¢ modulado pela fase da

oscilagao teta.

Neste ultimo tipo de interacdo, a fase de ritmos de baixa freqiiéncia modula a amplitude
das oscilagdes de alta freqiiéncia (Jensen & Colgin, 2007; Tort ef al. 2008). No caso de interesse,
a fase de teta ¢ capaz de modular a poténcia de gama (medida relacionada a “quantidade” de uma

freqiiéncia presente em um registro) no hipocampo de roedores.
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Figura 19. Interagdes entre freqliéncias cruzadas (Jensen & Colgin, 2007).
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8.3 CODIGO NEURAL

O modo como o encéfalo representa a realidade e realiza operagdes, como fabricar uma
memoria, ativar musculos esqueléticos voluntariamente, amar ou odiar alguém, sonhar, planejar o
futuro e milhares de outras func¢des estdo todas ancoradas conjuntamente numa mindscula
atividade elétrica que se espalha por todo o nosso encéfalo. De alguma forma, essa atividade
elétrica guarda, processa e evoca informagodes secretamente em codigos. Quebrar esse codigo e
abrir as portas para descobrirmos quem realmente somos e qual nossa esséncia € motivo

suficiente para justificar essa busca.

Os codigos neurais atualmente estudados sdo cada vez mais diversos, possibilitados pelo
advento de tecnologias mais sofisticadas. O pensamento inicial de que a transmissdo de
informacdes era linear, ocorrendo ao longo de rotas neurais discretas entre os receptores de
estimulos e as areas superiores de processamento foi fortemente abalado. A monitoracdo de
multiplas areas encefalicas e grandes populagdes de neurénios enquanto os animais experimentais
realizam as mais variadas tarefas abriu as portas para o que se chama de codigo neural
populacional espacgo-temporal. O poder desta interpretagcdo de cddigo € enorme, pois ela
considera os neurdnios individualmente, como um todo e sua resposta ndao somente
imediatamente apos o estimulo, mas padrdes emergentes no tempo apds a entrada sensorial
(Figura 20). Somente com uma andlise deste tipo podemos dizer se o codigo neural que estd
sendo usado baseia-se na taxa de disparos (neurénio em vermelho), num padrdo temporal de
disparo proprio (neurdénio em verde), no disparo sincronizado entre dois neurdnios (neurdnios

azul e cinza) ou até mesmo uma combinacdo entre eles (Nicolelis & Ribeiro, 2006; Quiroga &
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Panzeri, 2009). Além dos disparos, o potencial de campo local pode ser usado tanto
individualmente (se ocorre aumento de poténcia, surgimento de uma freqiiéncia dominante,
acoplamento) como para correlacionar com os disparos neuronais, como acontece na precessao
de fase no hipocampo (Ahmed & Mehta, 2009; Jensen & Lisman, 1996), que pode ser explicada

pelo acoplamento entre as freqiiéncias de teta-gama (Jensen & Colgin, 2007).
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Figura 20. Variedades de codigo neural para o mesmo registro (Quiroga & Panzeri, 2009).

8.4 OSCILACOES DO LBO TEMPORAL E CORRELATOS ELETROFISIOLOGICOS
DA MEMORIA

A organizacdo anatdmica do hipocampo, ja vista anteriormente (1.4), tem como
conseqiiéncia a origem de alguns ritmos oscilatérios. Vejamos:

1. Atividade irregular e lenta: ¢ uma expressao pra atividade ndo-teta vista no hipocampo
quando no sono de ondas lentas e comportamento consumatério. Nesta atividade é que se
encontram as ondas agudas (Sharp Waves - SPW);

2. Ondas agudas: sao ondas grandes e provém da ativa¢do massiva (duragao de 50 — 100

ms) dos neurdnios piramidais da regido CA3 pelas suas recorrentes e que € propagada para o giro
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denteado e regido CAl. Elas sdo observadas quando o animal estd acordado, mas imovel, ou
dormindo em sono de ondas lentas. Sobrepostas a estas ondas estdo as ondulacdes de alta

freqliéncia, chamadas de ripples. (Buzsaki, 1986);
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Figura 21. A. Atividade irregular associada com as ripples na area CAl do hipocampo. B.
Filtragens sucessivas mostrando (a) registro de toda a banda, (b) isolamento da atividade de
unidades de disparo, (c) filtragem para ripples e (d) filtragem para sharp-wave. Retirado de
Buzséki (2002).

3. Ondulagoes de alta freqiiéncia: conhecidas como ripples (que nao devem ser

confundidas com as oscilagoes de alta freqiiéncia (HFO), pois estas s6 ocorrem em associacio a
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teta). Possuem freqiiéncia de 100 — 250 Hz, duram aproximadamente 50 ms, ocorrem na camada
piramidal em CA1 e estdo associadas a inibigdo sinaptica decorrente da excitagdo proveniente de
CA3 (Figura 21);

4. Disparos denteados (dentate spikes): sao gerados pela excitagdao de células granulares e
interneurdnios hilares no cortex entorhinal. Ao contrario das SPW, ela inibe as células piramidais
de CAl, silenciando a saida hipocampal;

5. Ritmo 0 (teta): sdo ondas de 4-12 Hz encontradas durante vigilia exploratéria e durante
sono REM. Sua geracao ¢ complexa e envolvem circuitos intrahipocampais, corticohipocampais
e septohipocampais. Sobrepostas a estas ondas estdo as oscilacdes gama e oscilacdes de alta
freqliéncia (HFO);

6. Oscilagoes y (gama).: sdo oscilagdes rapidas divididas em gama baixa (30-60 Hz) e
gama alta (60 — 100 Hz). Sua geragdo se da por inibi¢do fasica e sincronica por células principais
em redes de interneurdnios (Traub et al., 1998);

7. Oscilagoes de alta freqiiéncia (HFO): sdo oscilagdes hipocampais relacionadas a
presenca de teta recentemente descritas por Tort ef al. (2008) e possivelmente sdo geradas pela

entrada sindptica do cortex entorhinal diretamente em CA1 (Figura 3).

Nas teorias de memoria do ponto de vista eletrofisiologico, hd dois modelos principais:

Celular: A potenciacdo de longa duracdo (PLD) ¢ um refinamento das idéias de Hebb e
Konorski, em que neuronios atuam como detectores de coincidéncia, aumentando a eficiéncia (ou
forga) sinaptica entre eles caso dispararem ao mesmo tempo. Isto ocorre porque a membrana pos-
sindptica contém receptores glutamatérgicos ionotropicos AMPA e NMDA e metabotropicos

mGIluRS. Uma forte despolarizacdo da célula pds-sinaptica e liberagdo de glutamato pela célula
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pré-sinaptica na fenda ocasiona a abertura do canal NMDA e liberagio do Mg*" que bloqueava o
canal. Com a abertura do canal NMDA, hd um aumento do Ca™ intracelular, o que dispara
processos que suprarregulam os canais de AMPA, seja por fosforilagdo de canais pré-existentes,
seja por adicao de novos canais a membrana (Bliss & Collingridge, 1993; Lisman, 2001; Lisman
& Raghavachari, 2006). Além disso, sdo capazes de provocar uma distribui¢ao especializada de
reticulo endoplasmatico nas sinapses potenciadas (Holbro et al., 2009). As SPW sdo vistas como
os correlatos populacionais do evento celular de PLD hipocampal, pois trata-se de um evento
forte, sincronico e que necessita da ativacdo de muitas aferéncias convergentes (Buzsaki, 1986).
Mais recentemente as ondas teta também foram vistas como um mecanismo de sincronizagao
temporal de despolarizacdes em dendritos de células piramidais induzidas por aferéncias e
invasao dendritica de disparos rapidos, mecanismos necessarios para a plasticidade sinaptica que
ocorre na PLD (Buzsaki, 2002). Embora exista uma vasta aceitacio da PLD como um modelo
celular e eletrofisiologico de memoria, alguns autores ainda criticam duramente o fato de que
poucos dos artigos publicados que tratam do assunto tenham propostas de manipulacdes
comportamentais visando uma compreensao mais fundamental entre a relagdo PLD e memoria e
que, até o presente momento, a potenciagdo de longa duragdo ainda ¢ tratada como um dogma,
apesar de apenas representar um evento de ativacao sinaptica distante do aprendizado e memoria
(Bruer, 2006; Shors & Matzel, 1997).

Populacional: o modelo mais aceito foi proposto pelo Dr. Buzsaki, da Universidade de
Rutgers, chamado de “modelo de dois estagios para a formag¢ao de tragos mnemonicos” (Buzséki,
1986, 1989). Estudando intensamente a regido hipocampal do encéfalo de roedores, padrdes
neuronais tipicos de situagdes que envolvem o periodo de aprendizado e o periodo pOs-

aprendizado foram caracterizados. Durante comportamentos ativos exploratorios de ratos quando
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sdao apresentados a ambientes novos, ha uma atividade hipocampal ritmica lenta, vista acima
como teta, cuja banda de freqiiéncia estd entre 4 — 12 Hz e sua ocorréncia em outras regides
corticais e subcorticais ndo sao conhecidas. Conjuntamente com teta, ocorrem oscilagdes na faixa
de gama (30 — 100 Hz), cujo papel esta associado a ligagcdo sensorial, atencao seletiva e formacao
de assembléias neuronais transientes, € armazenamento e transmissao de informagdes (Buzsaki et
al., 2003). A aparigdo destas ondas hipocampais durante a exploragdo ativa ¢ o primeiro estagio
de formacao, a chamada forma labil do trago de memoria. A existéncia de oscilagdes neocorticais
fisiologicamente significativas a freqliéncias maiores que gama também foi reportada. Em
roedores, por exemplo, oscilagdes rapidas (120-200 Hz) associadas a ondas agudas e lentas na
faixa de delta (0,5 — 4 H), denominadas em inglés como complexos Sharp wave — ripples (SPW-
R), aparecem no hipocampo durante o sono de ondas lentas (SWS) e imobilidade (Csicsvari et
al., 2000). A aparigdo, por sua vez, destas ondas hipocampais ¢ responsavel pela transferéncia das
memorias para areas neocorticais e, portanto, ¢ chamada de forma duradoura do trago de

memoria, o segundo estagio de formagao.

8.5 0 SONO E A MEMORIA

Embora seja dificil de estabelecer a origem do pensamento do possivel papel do sono
sobre a memoria, o trabalho mais antigo ¢ de Jenkins & Dallenbach (1924), reportando que a
recordagdo em humanos ¢ melhorada ap6s um periodo de sono. Entre os anos 60 e 80, houve uma
ascensao dos trabalhos tentando mostrar uma possivel relagdo causal entre sono e memoria tanto
em seres humanos como modelos animais. Sem grandes sucessos, todavia, o tema foi

abandonado até a publicacdo de Wilson e McNaughton (1994), quando ressurgiu com forga. Os
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autores deste estudo, monitorando células de lugar (neurénios hipocampais que disparam
preferencialmente em certos pontos de um campo aberto), demonstraram que havia uma
reativacdo preferencial durante o sono de ondas lentas entre células que tinham seus campos de

lugar parcialmente sobrepostos e correlacionados.

As correntes que debatem sobre o papel do sono na memodria dividem-se em quatro,
seguindo a classificagdo de Ellenbogen et al. (2006):

(1) nenhum: o sono ndo oferece nenhum beneficio. Esta hipotese baseia em estudos feitos
com privagao total de sono (Campbell et al., 2002), privacao seletiva de sono REM (Davis ef al.,
2003; McDermott et al., 2006), de sono SWS (Ferrara et al., 1999) ou fragmentacao de sono
(Tartar et al., 2006), tanto com agentes farmacoldgicos (como os antidepressivos inibidores da
monoamina oxidase, triciclicos ou inibidores seletivos da recaptagdo da serotonina) ou
comportamentais, como a esteira ou a técnica do tanque de agua. De fato, sdo técnicas
extremamente estressantes e normalmente quando os animais sdo testados sob efeito de privacao,
ha efeito amnésico; caso passem por uma recuperagao desse sono, a memoria retorna, mostrando
que a privagado teve efeito sobre a evocagdo e nao sobre a consolidagao (Siegel, 2001; Vertes &
Eastman, 2000). Um exemplo da inconsisténcia de estudos com privacdes desta natureza vem de
Tian et al. (2009). A privagdo de sono REM de ratos apds a reativagdo de memoria emocional
ndo produziu qualquer efeito; outros estudos, todavia, demonstram que administragdo de
corticosterona pos-reativacdo ¢ capaz de inibir a reconsolidacdo (Abrari et al., 2008; Diergaarde
et al. 2008). Por ilagdo, a privagdo de sono REM ou qualquer outro “efeito colateral” da
metodologia estaria, portanto, revertendo o efeito amnésico do estresse de privacdo, ao invés de

potencializa-lo, como ocorre na consolidacdo.
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(2) passivo: o sono protege temporariamente a memoria de interferéncias externas. Essa
foi a hipotese dos trabalhos pioneiros de Jenkins & Dallenbach (1924). Por este angulo, qualquer
demonstragdo de evocacao superior apos um periodo de sono nao demonstra que o sono tem um
papel ativo na consolidagcdo, mas sim que a experiéncia em vigilia ¢ capaz de interferir com a
memoria;

(3) permissivo: além do sono oferecer protecdo para a memoria, como a hipdtese passiva,
a consolidagdo que ocorre durante o sono € mais eficiente do que durante a vigilia. Esta énfase no
contexto mental de baixa interferéncia que o sono cria provém de estudos demonstrando o
bombardeio sensorial que o encéfalo em vigilia recebe € capaz de causar interferéncias na
consolidagdo da memoria. Assim, o sono ainda nao tem um papel Gnico e ativo, mas além de
protecao, ele confere um contexto para a maquinaria de consolidagdo que ja existe operar em
eficiéncia maxima (Wixted, 2004);

(4) ativo: o sono oferece participagdo ativa na consolidacdo por existir propriedades
bioldgicas Unicas durante o sono (Ellenbogen et al., 2006). Apoiando esta hipotese estdo os
achados de reativacdo ou repeticdo de padrdes neuronais vistos durante o periodo de vigilia
exploratéria durante estagios de sono (Wilson & McNaughton, 1994). Ademais, ocorre uma
orquestragdo entre os ciclos ultradianos do sono (Figura 22), cada qual com um papel importante.
Tanto REM (Davis et al., 2003; McDermott ef al., 2006) quanto SWS (Eschenko & Sara, 2008)
sdo necessarios para a consolidagdo de memorias, mas cada um tendo um papel distinto e
complementar: enquanto que a reverberagdo neuronal pods-aquisitiva ocorre principalmente
durante o sono de ondas lentas (Ribeiro et al., 2004), os eventos transcricionais capazes de

promover o armazenamento permanente da memoria ocorrem durante o sono REM (Ribeiro et
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al., 1999, 2002). Ambos os eventos em comunhdo sdo capazes de reverberar, armazenar e

propagar a memoria para sitios neocorticais permanentes (Ribeiro & Nicolelis, 2004).
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Figura 22. (a) Formas de memoria e (b) estdgios do sono. Retirado de Stickgold (2005).

A parte eletrofisiologica do presente projeto de pesquisa visa estudar mais a fundo o
potencial papel funcional dos acoplamentos entre os ritmos hipocampais. Através de uma
ferramenta matematica recente elaborada pelo co-orientador do preponente deste projeto (o
comodulograma, ver Metodologia), serao estudados padrdes de acoplamentos entre freqiiéncias
no hipocampo durante trés principais estagios comportamentais (a saber, vigilia, sono de ondas
lentas, ¢ sono REM) antes e ap6s aprendizado de um novo traco de memoria. Tal projeto visa
entdo uma maior compreensao dos mecanismos envolvidos na formagdo de memorias — com
particular énfase ao papel do sono — a partir de uma caracterizacao eletrofisioldgica na escala

mesoscopica (isto é, de populagdo de neurdnios, ver Young & Eggermont, 2009).
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JUSTIFICATIVA

Estudos eletrofisiologicos in vivo tém sido extremamente importantes em prover uma
maior compreensdo sobre como exatamente o cérebro exerce suas funcdes. De fato, estamos
vivendo um periodo no qual muitos pesquisadores das areas exatas tém migrado para o estudo
das Neurociéncias e, contrariamente, pesquisadores com formagdo bioldgica tém buscado em
ferramentas matematicas e computacionais a resposta para muitos dos achados eletrofisiologicos.
O presente projeto também possui um carater interdisciplinar, uma vez que essas ferramentas
matematicas serdo empregadas — através de programacdo em MATLAB — para a analise dos
tracados eletroencefalograficos hipocampais obtidos antes e apds o aprendizado de um novo trago
de memoria. Se examinard em particular a intensidade do acoplamento entre diferentes ritmos
cerebrais durante o aprendizado, visto que resultados preliminares recentes vém sugerindo que as
interagdes entre as ondas cerebrais constituiriam correlatos neurofisioldégicos de uma maior
atividade cognitiva. Se analisard ainda potenciais diferengas entre os acoplamentos dos ritmos
cerebrais em diferentes estagios do ciclo sono-vigilia, antes e apds aprendizado. Cabe citar que,
embora a pesquisa proposta no presente projeto constitua um primeiro passo visando um maior
entendimento da fisiologia (paleo)cortical normal, um maior entendimento dos processos

eletrofisiologicos normais pode vir a gerar insights importantes sobre a patofisiologia de
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desordens corticais (e.g., esquizofrenia, autismo), uma vez que, no futuro, podera ser feita a
comparacdo dos padrdes de acoplamentos entre os ritmos cerebrais presentes nestas desordens

com os padroes higidos pretendidos aqui.

A presente proposta de pesquisa ¢ justificada pelo fato de que (a) resultados recentes t€m
mostrado que oscilagdes de diferentes freqiiéncias podem ocorrer simultanecamente e também
interagir entre si, € que (b) tal acoplamento entre freqiiéncias tem sido preliminarmente associado
a aprendizado e memoria, e que (c) a atividade cerebral elétrica durante o sono também vem
sendo implicada na consolidacao de memorias. Desta forma, o que € proposto € o estudo de uma

possivel relagdo entre estes achados.
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OBJETIVOS
Estudar em ratos os fenomenos de acoplamentos entre oscilagdes hipocampais, com
particular foco no estudo de potencial diferencas nos padroes de acoplamentos existentes antes e
ap6s aprendizado de uma nova memoria, e durante diferentes estagios cognitivo-

comportamentais do ciclo sono-vigilia.
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MATERIAL E METODOS

Metodologia utilizada para estudar os dados eletrofisioldgicos em plataforma Matlab

Andlise de dados

A anélise dos registros hipocampais e dos dados comportamentais sera feita através do
programa MATLAB (http://www.mathworks.com/). Sera efetuada a programagdo de scripts
novos para as particularidades deste projeto bem como a adaptacdo de scripts prévios quando

conveniente.

Medidas de acoplamento entre freqiiéncias:

Serd empregada um indice de modulacdo (IM) descrito em Tort et al. (2008) para se
mensurar o nivel de acoplamento amplitude-fase. Esta medida depende basicamente na
constru¢do de uma distribuicdo de valores de amplitude de uma determinada freqiiéncia de
interesse (ex., gama) como uma fun¢do da fase de uma segunda freqiiéncia sob estudo (ex., teta).
A existéncia de acoplamento amplitude-fase ¢ caracterizada por um desvio da distribui¢do
uniforme por parte da distribui¢do de amplitude. Tal divergéncia da distribuicdo uniforme ¢

medida através da pré-métrica definida pela distancia de Kullback- Leibler (KL). O IM ¢ obtido
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ap6s uma normalizacao da distancia KL, que a faz assumir valores em [0,1]. O comodulograma
de acoplamentos ¢ obtido ao se aplicar o IM a multiplos pares de freqiiéncias; o resultado ¢
expresso através de um mapa bidimensional (uma dimensdo para amplitude e outra para fase)

cuja escala de cor representa os valores do IMs (ver Tort et al. 2008 e Figura 23).

Caracterizacdo dos estagios do ciclo sono-vigilia

Os periodos de vigilia, sono de ondas lentas, € sono REM serdo definidos como descrito
em Gervasoni et al. (2004). Basicamente, sdo criadas duas razdes entre niveis de poder espectral
de bandas de freqiiéncias, calculadas em diferentes janelas de tempo. A seguir, uma andlise de
componente principal (PCA) ¢ efetuada, e a projecdo das séries temporais das razdes espectrais
no seu respectivo primeiro auto-vetor gera um espacgo de estados (state space) bidimensional a
partir do qual se pode identificar clusters caracteristicos dos diferentes estados do ciclo sono-

vigilia (ver Gervasoni et al. 2004).
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Figura 23. Passos da computacdo do indice de modulagdo do comodulograma. O processamento
do sinal até a obten¢do das multiplas possibilidades de modulacdo do tipo fase-amplitude ¢
realizado como se segue. (a-c) O sinal cru (a) ¢ filtrado nas freqiiéncias de fase (b) e amplitude
(c) de interesse. As séries temporais da fase (d) e a amplitude (e) sdo calculadas do sinal filtrado
usando a transformada de Hilbert. Uma série temporal composta (f) ¢ construida e usada para
obter valores de amplitude média de cada pacote de 20° de fase (g). (h) O indice de comodulacao

¢ obtido aplicando-se uma medida de entropia normalizada ao vetor de amplitude média. (i) O
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comodulograma ¢ construido pela representacdo em escala de cores dos valores do indice de

multiplos pares de freqii€ncias de modulagao fase-amplitude. Retirado de Tort ez al. (2008).

Metodologia utilizada no Instituto de Neurociéncias de Natal — Edmond e Lily Safra (IINN-ELS)
Matrizes de multieletrodos

Nossas matrizes de eletrodos implantdveis sdo manufaturados em nosso proprio
laboratodrio. Os eletrodos sdo implantados em matrizes de 16 microfios isolados, espacados por
intervalos de 250-500 um. Esses microfios sdo conectados, junto com fios terras, a conectores
Omnetics (18 contatos cada). Os conectores sdo cimentados juntos para formar um "chapéu".
Geralmente, entre um e oito conectores podem ser cimentados em uma cabeca de rato numa
unica cirurgia. Esses chapéus podem ser implantados bilateralmente ao longo de multiplas areas
corticais e subcorticais. Nossos experimentos anteriores tém revelado que quando 64 microfios
sdo estereotaxicamente implantados em nucleos-alvo apropriados em ratos, unidades neuronais
discrimindveis sdo tipicamente obtidas a partir de 70-80% dos microfios implantados. Dado que
2-4 unidades neuronais podem ser isoladas de cada um desses microfios, somos capazes de
rotineiramente registrar até mais de 60 neurdnios bem discriminados a partir de 32 microfios.
Implante cirtirgico de matrizes de multiplos eletrodos e canulas

Os procedimentos de implantes de matrizes de eletrodos ja foram descritos em detalhes
em outros trabalhos (Kralik, 2001; Nicolelis, 1999). De forma resumida, os ratos serdo
anestesiados com ketamina e xilazina, recebendo dois implantes bilaterais de matrizes com 32
(2x16) eletrodos feitos de microfilamentos de tungsténio cobertos por teflon (35 mm, 1,0-1,2
MOhm @ 1KHz; California Fire Wire Company, Grover Beach, EUA) e espacados a intervalos

de 250 pm. A estrutura alvo para o implante serd o HPC dorsal, cuja localizagao sao dadas pelo
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Atlas para cirurgia estereotdxica (Paxinos, 1997). Os implantes serdo fixados no cranio
utilizando-se parafusos de ago inoxidavel e acrilico. Um parafuso adicional, soldado a um frio de
prata, servira como eletrodo de referéncia (terra). O posicionamento cirurgico preciso dos
eletrodos sera garantido pelo posicionamento estereotaxico dos microfios e pelo registro continuo
da atividade neural durante a cirurgia. Para HPC, o posicionamento dos eletrodos ¢ guiado pelo
perfil caracteristico de profundidade para a atividade neural espontanea, e pela presencga de ritmo
teta nos potenciais de campo registrados durante o experimento. A reconstrugdo histoldgica para
a determinag¢do do sitio de eletrodos especificos ¢ conduzida apds o término de todos os
experimentos de registro pela inspecao de sessdes coronais do encéfalo corados com cresil com
referéncia aos planos anatomicos (Paxinos, 1997). Tipicamente, os microfios causam danos
minimos ao tecido. As seguintes coordenadas em mm a partir do Bregma serdo usadas para
centrar as matrizes com 16 eletrodos microfios em relacdo aos eixos antero-posterior (AP),
médio-lateral (ML) e dorso-ventral (DV) no hemisfério esquerdo: HPC (- 2,8 AP, + 1,5 ML, - 3,3
DV). Medidas de DV serdo sempre feitas em relagdo a superficie pial. Apds a conclusdo dos
experimentos, a confirmagdo dos implantes em HPC das matrizes sera feita por procedimento

histologico padrao (coloragao de Nissl; ver abaixo).

Cuidados cirargicos e pos-cirirgicos

Os experimentos de registro neurofisiologico e de implantes cirargicos foram realizados
em ratos completamente anestesiados com halotano, pentobarbital ou cetamina. Antibidticos
topicos sdo aplicados ao redor do implante no final da cirurgia. A analgesia pos-cirirgica foi
obtida pelo uso de buprenorfina (0.5-2.5mg/Kg, SC), dada imediatamente apos a cirurgia e a

intervalos de 8 horas apds isso. Logo ap0s as cirurgias individuais, os animais retornaram para as
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suas gaiolas (posicionadas parcialmente sob uma placa de aquecimento que mantera a
temperatura corpérea dos animais) e foram monitorados freqiientemente pelas proéximas 6-8
horas. Os animais tiveram acesso a adgua tao logo acordaram da anestesia, mas nao a comida
solida até que estivessem completamente recuperados da anestesia. Nos dias seguintes a cirurgia,
os animais foram inspecionados regularmente para verificar sinais de dor, sofrimento ou
infec¢do. De acordo com nossa experiéncia, esses ratos geralmente recuperam o comportamento
normal 24 horas ap0s a cirurgia. A cicatrizagdo completa do ferimento na cabega costuma levar
mais tempo. Foi permitido que os animais se recuperassem no poOs-cirdrgico por uma
semana. Apos esse periodo, eles foram colocados individualmente na caixa de registro vazia por
cinco dias consecutivos, para habituagdo, recebendo, nesse periodo, agua e ragdo ad libitum (ciclo
claro-escuro 12:12 hs, luzes apagadas as 19:00 h). Infeccdo sistémica pos-cirtrgica ¢
extremamente rara nesse tipo de cirurgia em roedores. Se sinais de problemas aparecessem, como
perda de peso, aparéncia "abatida" ou sinais de inchaco ou de infec¢do, os animais seriam
tratados tanto quanto possivel com cuidados veterindrios e uso de antibidticos (penicilina). Caso
os animais ndo apresentassem melhoras dentro de um periodo razodvel de tempo (2-3 dias),
seriam eutanaziados. Os microfios cronicamente implantados ndo parecem causar dor ou
desconforto aos ratos, assim como implantes semelhantes em humanos sdo relatados como

indolores. Toda a manipulagdo dos animais ¢ feita de modo responsavel

Tarefa de Medo Condicionado ao Contexto
A camara de condicionamento consistiu em uma caixa composta em laterais de aluminio,
pintada com tinta eletrostatica epoxi, teto e frente confeccionado em acrilico transparente, com

barras de ago inox separadas por 1,0 cm. Os animais eram anestesiados com isoflurano,
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conectados no aparelho de aquisicdo de dados neuronais multiplos da Plexon e, apds 1 hora de
recuperagdo da anestesia, passavam por 3 horas de registro. No primeiro dia, apenas a atividade
espontanea durante 3 horas foi registrada, sem qualquer condicionamento. No segundo dia os
animais passaram por uma sessdo de condicionamento. Foram gentilmente colocados na caixa de
condicionamento e, apos 3 minutos, receberam 1 choque de 0,7 mA por 2 segundos e, apds 30
segundos, receberam os choques novamente. Os animais permaneceram por 1 minuto adicional
na caixa de condicionamento apos receberem os choques. Apos a sessdo de condicionamento, a
atividade espontanea dos animais foi registrada por 3 horas (a semelhanga do registro basal, mas

neste caso o periodo de consolidagdo foi o alvo).

Registros eletrofisioldgicos em tempo real

Tipicamente, ha uma pronunciada melhora da qualidade geral dos registros de neurdnios
unitarios alguns dias apds a cirurgia. Os experimentos com registro de grupos neuronais
comecam 7-10 dias apds a cirurgia. Atualmente, nosso arranjo permite que até quatro potenciais
de agdo sejam discriminados de cada um dos 32 canais do processador de aquisicdo de multiplos-
neurdénios (MNAP, Plexon Inc, Dallas, TX). A rotina de discriminagdo em tempo real de
potenciais de acdo utiliza processadores de sinal digital Motorola 56000, os quais implementam
janelas temporais e de voltagem para a detec¢do de potenciais de acdo. Para uma segunda
verificacdo de que os potenciais de a¢do de um Unico neurdnio estdo sendo detectados, um
algoritmo de analise do componente principal (ACP) para o reconhecimento em tempo real de
formas de onda ¢ usado para isolar os potenciais de agdo derivados de cada microfio. Cada forma
de onda ¢ plotada como um aglomerado no espago definido pelos trés primeiros vetores proprios

obtidos naquele canal durante o periodo de "aprendizado". Um pacote de programas para a
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selecdo supervisionada de potenciais de acdo, trabalhando sob a plataforma Windows XP,
permite a amostragem continua de todas as formas de onda (SortClient 2002, Plexon Inc, Dallas,
TX) para validacdo offline (Offline Sorter 2.3, Plexon Inc, Dallas, TX) de acordo com os
seguintes critérios cumulativos: a) limiares de voltagem > 2 desvios padrdes da distribuicao das
amplitudes, b) razdo sinal-ruido > 2,5, ¢) menos de 1% dos intervalos inter-potenciais de acao
menores do que 1,2 ms, correspondendo aos periodos refratarios, d) esteredtipo do formato do
potencial de agdo, determinado pela ACP. De modo a registrar continuamente neurdnios
individuais por varias horas, utilizaremos um algoritmo adaptativo que ajusta modelos da forma
de onda baseado na média dos formatos recém acumulados. Isso permite que 0 mesmo neurénio
seja rastreado ao longo de dias consecutivos, conforme verificado pela superposicao das formas
de onda adquiridas no decorrer do experimento (Wavetracker, Plexon Inc, Dallas, TX). Para a
obtenc¢do dos potenciais de campo locais (PCL), os sinais obtidos dos mesmos eletrodos serdo
filtrados na banda de 0,3 a 400 Hz e digitalizados a 1 KHz por uma conversor analdgico digital

(National Instruments, Austin, TX).

Aquisi¢do computadorizada de dados de multiplos neurdnios

O SSCP (Plexon Inc, Dallas, TX), um programa rodado em um microcomputador dual
Pentium 400 MHz, ¢ utilizado para adquirir e armazenar dados de tempos de ocorréncia de
potenciais de acdo completos de todos os neurdnios simultaneamente registrados. O SSCP tem
uma resolugdo de 0,2 ms. Amostras continuas de potenciais de acdo sdo obtidas para validagdo
offline da discriminacdo dos neuronios unitarios. Analise offline de autocorrelagdes e
histogramas dos intervalos inter-potenciais de a¢do sdo entdo empregados para demonstrar que

um mesmo conjunto de unidades neurais foi registrado durante a duracdo de cada experimento.



96

Portanto, ambos os conjuntos de dados, unitarios e multi-unitarios, serdo investigados nesse
projeto. O NEX (Plexon Inc, Dallas, TX) e outros pacotes projetados no laboratério do
investigador principal serdo empregados para a analise conjunta dos dados neurofisioldgicos e
comportamentais, usando principalmente o programa MATLAB, baseado na transformagao dos

dados neuronais em matrizes vetoriais.

Técnicas para o registro do comportamento

Em nossos experimentos, os comportamentos observados sdo constantemente registrados
em fita de video por duas cameras CCD sensiveis ao infra-vermelho colocadas diametricamente
opostas, enquanto que a iluminagdo infra-vermelha ¢ usada para monitorar o comportamento
quando as luzes visiveis estao desligadas (ciclo claro/escuro de 12:12, luzes acesas as 06:00 h).
Um temporizador com precisdo de milisegundos (modelo VTG-55, For-A, Toquio, Japao) ¢
usado para sincronizar a aquisi¢do dos registros de potenciais de acdo, potenciais de campo e de
video. Os estados de comportamento sdo classificados como VIG, SOL ou REM baseados numa
analise espectral dos potenciais de campo (ver abaixo), e se necessario comparados com a

classificagdo obtida pela inspecao visual dos videos de comportamento.

Manejo dos roedores

Ratos Wistar foram usados para esses estudos. O uso de roedores ¢ apropriado a esse
estudo devido a clara organizagdo do cortex somatosensorial e do hipocampo. As homologias
dessas estruturas encefalicas de ratos com as de humanos sdo razoavelmente bem estabelecidas.
Os roedores sdao abrigados em Biotérios de Pesquisa do IINN-ELS separados para ratos e

camundongos, sob a direcdo em tempo integral de uma equipe especializada formada por
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bioteristas e veterindria. Os biotérios de ratos estdo equipados respectivamente com estantes e

racks ventiladas, que possibilitam o alojamento seguro e garantem a saude dos animais.

Histologia

Ao término dos registros de grupos neuronais ¢ da PCL, os animais foram eutanaziados e
seus cérebros removidos para processamento histoldgico. Para realizar esse procedimento, os
roedores sdo primeiramente anestesiados com pentobarbital sodico (I.P., 100 mg/Kg) e entdao
perfundidos através do coragdo, primeiro com salina 0,9%, seguida de paraformaldeido 4% em
tampao fosfato 0,1M (pH=7,4). Os cérebros sdo removidos do cranio e mantidos por 24 horas na
mesma solugdo fixadora. Em seguida, sdo lavados por 12 horas em sucrose 20% em tampao
fostato 0,1M (pH=7,4). Em seguida os cérebros serdo rapidamente congelados em uma mistura
de gelo seco e etanol 100%. Subseqiientemente, sessoes encefalicas seriais de 20 um de espessura

sdo cortadas usando um criostato € montadas em laminas de vidro.
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RESULTADOS
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Figura 24. Espectro de poténcia do periodo basal representativo de um dos animais. Média e

desvio padrdo calculados para 16 canais de registro realizados durante 3 horas.
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Figura 25. Espectro de poténcia do periodo de consolidagdo representativo de um dos animais.

Me¢édia e desvio padrao calculados para 16 canais de registro realizados durante 3 horas.
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Figura 26. Espectro de poténcia filtrado para faixa de ripple durante a primeira hora basal (preto)
e pos-aprendizado (azul). Média e desvio padrao calculados para 16 eletrodos de registro e 3

animais experimentais.
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Figura 27. Espectro de poténcia filtrado para faixa de ripple durante a segunda hora basal (preto)
e pos-aprendizado (azul). Média e desvio padrdao calculados para 16 eletrodos de registro e 3

animais experimentais.
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Figura 28. Espectro de poténcia filtrado para faixa de ripple durante a terceira hora basal (preto) e
pos-aprendizado (azul). Média e desvio padrdo calculados para 16 eletrodos de registro e 3

animais experimentais.
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Figura 35. Modulagdo diferencial das amplitudes das ondas de alta freqiiéncia pela fase de teta
(acima, sono REM; abaixo, vigilia). A esquerda estdo representados os comodulogramas obtidos

durante a exploragio do campo aberto (basal). A direita esta a modulagdo diferencial da
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amplitude das duas ilhas de modulacdao vistas nos comodulogramas pelas fases de teta (dois

ciclos de 360°).
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Figura 36. Modulagao diferencial das amplitudes das ondas de alta freqiiéncia pela fase de teta

(acima, sono REM; abaixo, vigilia). A esquerda estdo representados os comodulogramas obtidos
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durante o periodo de consolida¢io. A direita estd a modulagdo diferencial da amplitude das duas

ilhas de modulagao vistas nos comodulogramas pelas fases de teta (dois ciclos de 360°).
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DISCUSSAO

Nossos achados na area de eletrofisiologia incluem dois momentos no processamento
cognitivo, a exploracdo e habituagdo de um campo aberto por 3 horas (periodo basal) e a
consolidagdo de uma memoria emocional aversiva (periodo de consolidagao) e trabalham com
dois tipos de eventos eletrofisiologicos:

1) Ondulagdes de alta freqiiéncia associadas as ondas agudas (complexo Sharp

wave — ripple);

2) Acoplamentos modulatérios de freqiiéncias cruzadas: possibilidade de

modulacdo diferencial da fase das ondas lentas (como delta e teta) pelas ondas

rapidas (ripples, gama baixa, gama alta e HFO).
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Figura 37. Tlustracdo do processamento de sinal usado para deteccdo de ripples. A. Sinal cru de
PCL na 4rea CA1 do hipocampo. B. Filtragem do sinal cru entre 100-250 Hz para detectar ondas
rapidas. C. Ondas agudas (Sharp waves) retiradas do sinal cru. D. Envelope de amplitude do sinal
filtrado para ripple (E). Estimativas de freqiiéncia instantanea (F) e de modulagdes (G). Retirado

de Nguyen et al. (2009).

Nossos resultados, com base em caracteristicas eletrofisiologicas de CA1l, demonstram
que (1) existem acoplamentos entre ondas cerebrais na area CAl do hipocampo, seja na
exploragdo de um campo aberto, seja no poOs-processamento mnemonico de uma memoria
aversiva/emocional (Figuras 29 — 34); (2) estes acoplamentos tém caracteristicas e/ou
intensidades diferentes nos diferentes estagios do ciclo sono-vigilia; (3) além da cléassica
modulagdo da onda gama, a onda teta modula também outras freqiiéncias mais rapidas (as
chamadas HFO), somente descritas em Tort et al. (2008); (4) as amplitudes das ondas HFO e
gama sao moduladas por diferentes fases da onda teta (Figuras 35 e 36); (5) a fase da onda delta
também modula a amplitude das ondas ripples durante o sono de ondas lentas; (6) ha um

aumento durante o periodo de consolidagdo da poténcia das ondas delta e ripples (Figura 26 - 28).
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As oscilagdes neurais, traduzidas como mudangas na voltagem ao nivel mesoscopico, sao
um fendomeno generalizado no encéfalo (Young & Eggermont, 2009). Durante comportamentos
ativos exploratorios € o sono REM ha uma atividade hipocampal ritmica lenta muito proeminente
e caracteristica chamada de ritmo teta, cuja banda de freqiiéncia esta entre 4 — 12 Hz (Buzsaki et
al., 2003; Buzséaki, 1989, 1998), e se propaga ao longo do eixo septotemporal do hipocampo
(Lubenov & Siapas, 2009). A apari¢ao de teta no hipocampo estd associada a eventos de
navegagao espacial, explicada pela precessao de fase (Buzsaki, 2001) e repeti¢do de padrdes de
memoria remota durante a vigilia (Karlsson & Frank, 2009), bem como a memoria (Jensen &
Lisman, 1996) e ao sono (Fogel et al., 2009), evidenciado pelos estudos de repeticdes durante o
sono REM de padrdes neuronais codificados durante a vigilia (Hasselmo, 2008). Além disso, as
ondas teta (neste caso sao as ondas do stratum lacunosum-moleculare da drea CAl) sdo capazes
de separar de maneira fasica eventos de codificagdo (no vale) e evocacao (no pico) de memorias
(Figura 38; Hasselmo et al., 2002a, 2002b; Hasselmo, 2005). Juntamente com teta aparecem as
oscilagdes gama (30 — 100 Hz), modulaveis por teta e coerentes ao longo do eixo longitudial do
hipocampo (Bragin et al., 2005). Tais ondas ocorrem apds a ativagdo sincronizada de células
piramidais que, por entrada convergente, ativara redes inibitdrias de retroalimentagdo negativa.
Isso assegura que os disparos das células piramidais limitem-se a uma pequena janela temporal
(Bartos et al., 2002). O papel das ondas gama esta associado a ligagdo sensorial através de
tamponamento da memoria de trabalho que, subseqiientemente, serd codificada em memoria de
longa duracdo (Jensen & Lisman, 1996), atencdo seletiva, formacdo de assembléias neuronais
transientes, armazenamento e transmissao de informagdes (Buzsédki et al., 2003), eficacia na
completacdo de padrdes nos ciclos recorrentes da area CA3 (Almeida et al., 2007) e coordenagao

por acoplamento entre a atividade de CA3 e CAl durante a evocagdo (Montgomery & Buzsaki,
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2007). Uma das possiveis interagdes entre as duas oscilacdes (teta-gama) ¢ explicada pelo
modelo Cddigo de Fase Discreta Teta-Gama (Figuras 38 e 39), o qual baseia-se num codigo de
populagdes de neurdnios, leva em consideracdo tanto as oscilagdes mesoscopicas como 0s
disparos neuronais e ¢ util para descrever a representacao e evocagao de memorias de seqiiéncias
de itens (Lisman & Buzsaki, 2008). Note que, na assembléia de 12 neurdnios exemplificada, se a
relagdo fosse linear, um neurdnio para uma memoria, haveria uma limitacao de 12 padrdes; como
trata-se de um codigo populacional, a combinacdo de atividade entre esses 12 neurdnios € capaz
de gerar um cddigo mais robusto e com intimeras possibilidades, incapaz de saturar a rede com

acumulo de informagoes.
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Figura 38. Separagdao de mecanismos de armazenamento e evocacao durante o ciclo do ritmo teta.

Retirado de Hasselmo (2005).

As SPW estdo correlacionadas com um aumento na taxa de disparos de todos os tipos de
neurdnios. Hipotetiza-se que as SPW sdo um reflexo dos potenciais extracelulares somados como
resultado da intensa ativagdo de células piramidais e conseqiiente aumento dos disparos dos
interneurdnios e células granulares. Sua geragdo € interna e se da por uma rajada da populagdo da
area CA3a-b, a qual age como um marcapasso, produzindo as SPW, atinge quase que
unilateralmente a area CA3c e espalha a atividade para CA1 (Csicsvari ef al., 2000). A geragao se
da por enfraquecimento ou inibicdo da atividade aferente extrahipocampal, normalmente
ocorrendo em imobilidade, comportamento consumatorio e sono de ondas lentas (Buzsaki, 1986).
Essa descarga pré-sinaptica coerente dentro de uma janela temporal de cerca de 5 ms ¢ um evento
significante no encéfalo capaz de induzir modificagdes plasticas pds-sinapticas do tipo hebbiana
(PDL, King et al., 1999). Protocolos de estimulagdo tetdnica de alta freqiiéncia que levam a
producdo de PDL também sdo capazes de gerar SPW-R (Behrens ef al., 2005). Em conjunto com
esse evento de descarga em massa em CA3, a area CAl responde com uma oscilacdo de alta
freqiiéncia, chamada de ripples ou ondulagdes rapidas (Buzséki et al., 1992; Nakashiba et al.,
2009). Os resultados do projeto demonstram que, na segunda hora pos-aprendizado, ha um
aumento no poténcia da faixa de ripples (100 — 200 Hz), com dois picos principais: 120,5 Hz e
177 Hz, o que esta de acordo com resultados da literatura. Memorias associativas sdo capazes de
induzir, durante a consolidagdo, um aumento na ocorréncia de complexos SPW-R na primeira

hora poés-aprendizado, aumentos na dura¢do e magnitude de eventos de ripples até 2 horas pos-
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aprendizado, aumento na densidade (ocorréncias) de ripples por um periodo mais curto, de 30
minutos (Eschenko et al., 2008) e mudangas de freqiiéncias dominantes dentro do espectro das
ripples (Ponomarenko et al., 2008). A supressdo seletiva da ocorréncia das ondulagdes de alta
freqliéncia no hipocampo leva a déficit de memoria espacial (Girardeau et al., 2009). Registros de
correntes de membrana das células piramidais de CA1 ndo explicam o evento por inteiro, sendo
necessarios eventos de rede de interneuronios inibitorios. A somacao das PIPSs desencadeadas
pelos disparos de alta freqiiéncia dos interneurdnios sera capaz de introduzir uma janela temporal
na fase de decaimento das PIPS nos neurdnios de CAl. Aqueles neurénios que conseguirem
sincronizar seus disparos numa janela temporal precisa, poderdo exercer uma forte influéncia nos
seus alvos retrohipocampais (Ylinen et al, 1995). Uma visao alternativa ¢ que a inibi¢do, ao
invés de sincronizar positivamente os neurdnios da rede, seria capaz de suprimir a atividade
daqueles neurdnios que nao participam dela, aumentando a razdo sinal/ruido (Nimmrich et al.,
2005); as duas hipdteses, sinteticamente, podem atuar em conjunto sinérgico (Maier ef al., 2003).
O chamado complexo SPW-R (Sharp wave — ripple), por esse modus operandi, também ¢ capaz
de induzir as ondulagdes de alta freqiiéncia no cortex entorhinal de modo que todo o eixo CA3-
CAl-retrohipocampal fica conectado e sincronizado, ou seja, esses neurdnios esparsamente
distribuidos no espago anatomico se integram temporalmente (Chrobak & Buzsédki, 1996). Deste
modo, esse eixo sera capaz de induzir modificagdes plésticas extrahipocampais, uma hipotese de
como ocorre a transmissdo das memorias durante a consolidagdo para regides neocorticais
permanentes. Dado a alta taxa de SPW-R durante o sono de ondas lentas, a ocorréncia de
repeti¢des de padroes de disparo comprimidas temporalmente durante esses eventos de SPW-R

(Nadasdy et al, 1999) e a indugdo de estados ativados neocorticais (up-states) pelos complexos
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SPW-R (Battaglia et al., 2004), deduz-se que o sono também tem um papel importante para a

consolidagdo sistémica de memorias.

Neural code for Memory A Meural code for Memory B

A memory is
represented by

a subset of
pyramidal neurons
finng in synchrony

Active memories are
repeated each theta cycle

b i theta 4-10 Hz
— gamma 20-80 Hz
b——— deadtime=d

Figura 39. Codigo de Fase Discreta Teta-Gama. Cada ciclo Teta contém 7 ciclos de Gama, cada
qual representado por um padrdo de atividade sincronica de alguns neurdnios dentro de uma

assembléia neuronal. Note a modulacdo da fase de teta/ amplitude de gama. Retirado de Lisman

& Buzséki (2008).
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Os resultados do presente projeto estdao de acordo com o modelo de dois estadgios (tanto
para vigilia como para o sono) e propde que a consolidagdo de memoria envolva dois passos
importantes:

1) Forma labil do traco de memoria: exploracao ativa (aquisi¢do ou armazenamento, periodo
de aprendizado). Neste periodo, as células piramidais da regido CA3 do hipocampo
(regido que € o centro de processamento do hipocampo) recebem convergéncia excitatoria
de células granulares quando héd o comportamento associado ao complexo teta — gama,
levando a uma fraca e transiente potenciagdo heterosindptica das células de CA3. E um
estado sujeito a influéncias subcorticais.

2) Forma duradoura do traco de memoria: modificagdo de longa duracdo da eficacia
sindptica ¢ feita pelo complexo de ondas agudas geradas pelo disparo conjunto e

coordenado de populagdes de neuronios de CA3 e as oscilagdes rapidas associadas

(ripples).

O sono tem papel importante também. Como visto, durante o sono de ondas lentas ha
maior ocorréncia do complexo ondas agudas — oscilagdes rapidas apds o aprendizado, envolvido
no didlogo hipocampo/neocoértex; no sono de movimentos rapidos dos olhos (REM), por outro
lado, ocorre o complexo teta-gama, usado como uma forma de reativar padrdes estabelecidos
durante a vigilia. H4 a ocorréncia também de uma modulagdo diferencial das fases de teta para
gama alta e HFO durante o sono REM, mas nao durante a vigilia durante a exploragdo do campo
aberto. Durante o periodo de consolidagdo, a ilha de modulagdo de HFO durante o sono REM
desaparece, apenas permanecendo na vigilia. Ademais, durante o sono REM ha um didlogo

intenso e inverso, neocortical’hipocampo, o que pode rearranjar a circuitaria da area CA3
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reativando memorias neocorticais (remotas) € colocando-as num contexto mais recente. Esses
novos pesos sindpticos sobre as colaterais recorrentes de CA3 que o sono REM ¢ capaz de
estabelecer serdo determinantes no ciclo subseqiiente, o sono de ondas lentas. Deste modo o sono
REM age atualizando a conectividade de CA3, carregando-a de informacdes associativas, as
quais serdo novamente consolidadas durante o ciclo vindouro de sono de ondas lentas (Buzsaki,
1998). Os achados de acoplamento de freqiiéncia cruzada, respeitando a hierarquia de fases de
ondas lentas (teta e delta) modulando amplitudes de ondas rapidas (gama baixa, gama alta, HFO e
ripple), podem ser vistos como um mecanismo de potencializacdo deste fendomeno. Tort et al.
(2008) demonstram que em tarefas de memoria seqiiencial, a organizagdo e manutencao da
memoria de trabalho (memoria no seu estado ativo e vivo, como esfor¢o para manter itens ou
nimeros no pensamento por um tempo curto) sdo feitas em boa parte pelo acoplamento teta-
gama. Ademais, a for¢a desses acoplamentos de freqiiéncia cruzada muda dinamicamente e
diferencialmente durante diferentes momentos da performance comportamental, como quando o
animal precisa decidir ou agir. Assim, maiores demandas de processamento
cognitivo/mnemonico podem requerer um sistema mais eficiente de transferéncia de informagoes,
estruturando padrdes de atividade temporal de modo a otimizar os estagios de “carregamento”
(REM) e “consolidacdo” (sono de ondas lentas), do mesmo modo que se operam no
processamento sensorial (Lakatos et al., 2005). No ambito celular, o mecanismo subjacente
poderia ser um refor¢o da precisdo da coordenagdo temporal dentro um ciclo teta lento por um

ciclo mais rapido, sincronizado com hiperpolarizagdes do potencial de membrana (Schaefer et al.

2006).
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Oscilagdes de redes e sincronia neural criam um mecanismo plausivel para o armazenamento,
leitura e transferéncia de informacgdes entre estruturas. Oscilagdes impdem uma estrutura espago-
temporal na atividade de assembléias neuronais de diferentes estruturas. Ativagao sincronica de
neurdnios por oscilagdes rapidas e locais pode facilitar a ativagdo de assembléias de neuronios e
plasticidade sinéptica, enquanto que a somacao temporal de eventos locais pode ser coordenada
pelas oscilagdes mais lentas. Os fatores chave neste processo sdo as velocidades limitadas de
conducdo pelos axonios € atrasos na transmissdao de disparos (ou seja, o tempo necessario para
que a chegada da descarga pré-sinaptica ative a célula pos-sindptica). O recrutamento de
neurdnios ¢ geralmente limitado a um unico ciclo porque a distribuicdo de atividade ¢ tanto
terminada ou restringida pela inibigcdo. Portanto, durante um ciclo de oscilagdao rapida, apenas
poucos neurdnios sdo recrutados; o ciclo de oscilagdo lenta, por outro lado, permite o
recrutamento de neurénios em um espaco neuronal maior e, portanto, organiza temporalmente os
eventos ao longo das estruturas. Pelo mesmo motivo, também sdo as oscilagdes lentas que

modulam a poténcia dos eventos oscilatorios rapidos.
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