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RESUMO

Baseado na hipotese da marcacéo e captura sinaptica (STC, do inglés para synaptic tagging
and capture), recentemente foi proposto que um aprendizado fraco, que induz apenas
memoria de curta duragdo (STM, na sigla inglesa), pode capturar proteinas relacionadas a
plasticidade (PRPs) de uma experiéncia forte associada, e dessa forma estabelecer uma
memoria de longa duracdo (LTM, na sigla inglesa). Aqui mostramos que a reconsolidacédo da
memoria do Condicionamento Aversivo ao Contexto (CAC) pode propiciar a formagéo de
LTM de um aprendizado fraco de Reconhecimento Espacial de Objetos (REO). Este efeito foi
observado apenas durante uma janela de tempo restrita e foi dependente da sintese proteica
pelo CAC e do estabelecimento de um tag sindptico pelo REO. A evocacgdo por si s6 (sem
reconsolidagdo) ndo foi capaz de exercer o mesmo efeito promotor. Adicionalmente, a
reconsolidacdo do Labirinto Aquético e a extingdo do CAC também foram capazes de
propiciar a formacdo de LTM do REO. Estes resultados mostram pela primeira vez que a
reconsolidacdo de uma memodria pode promover a consolidacdo de um aprendizado fraco

concomitante através de um provavel mecanismo de STC.



ABSTRACT

Based on the synaptic tagging and capture (STC) hypothesis, it was recently proposed that a
weak learning, only able to produce short-term memory (STM), can capture plasticity related
proteins (PRPs) provided by a strong experience, and also succeed in establishing long-term
memory (LTM). Here we found that reconsolidation of a Contextual Fear Conditioning (CFC)
memory allowed LTM formation of a weak Spatial Object Recognition (WSOR) training
applied closely in time. This effect was observed only during a critical time window and was
dependent on CFC’s protein synthesis and on wSOR’s tagging process. CFC retrieval by itself
(without reconsolidation) did not have the same promoting effect. In addition, Water Maze
reconsolidation, and even CFC extinction, allowed the formation of wSOR-LTM. These
results show for the first time that memory reconsolidation can promote the consolidation of
concomitant weak learning through probable STC mechanisms and trigger new insights

related to memory acquisition during daily life situations.
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1 INTRODUCAO

A presente dissertacdo de mestrado tem como foco de estudo as implicacdes e
aplicacdes da hipdtese de captura e marcacdo sindptica (STC, do inglés para synaptic tagging
and capture) nos processos de aprendizado e memdria. Vejamos, a seguir, 0s principais

fundamentos deste estudo.

1.1 Memébria

“Lembrar é facil para quem tem memoria. Esquecer é dificil para
quem tem coragdo. Esquecer... Esquecer... Esquecer serd sempre a
melhor op¢do?”’

William Shakespeare.

Podemos definir memodria como o armazenamento de informagdes representativas
adquiridas através da experiéncia. Tal armazenamento pode ser de menor ou maior duracao
conforme o tipo de memoria: de Trabalho (segundos), de Curta Duracdo (minutos/horas), de
Longa Duracédo (dias/semanas) e Remota (meses/anos) (Akers e Frankland, 2009; Izquierdo,
2002). Ver Figura 1.1

o

200
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B —
Memériade Memériade | Memoériade Meméria
Trabalho CurtaDuragao LongaDuragao Remota

Figura 1.1- Tipos de memoria quanto a duracdo. Descri¢do no texto. Elaborada pela autora.



O estabelecimento de uma memoria é um processo que envolve trés fases principais:
aquisicdo, consolidacdo e evocacgdo (ver Figura 1.2). Durante a aquisicdo de uma memoria, hé
a inducdo de um determinado padrdo de atividade neural que codifica essa informacéo
aprendida, e representa o que chamamos de engrama. Através da modificacdo da forca das
conexdes sinapticas nessa rede neural, temos a formacdo da memoria de Curta Duracdo
(STM). Essas modificagOes sdo entdo sustentadas e estabilizadas pelo processo conhecido
como consolidacdo sinaptica. A consolidacédo leva a formacao da memoria de Longa Duracgéo
(LTM) e depende da sintese de proteinas relacionadas a plasticidade (PRPs). Finalmente,
essas memorias poderdo entdo ser expressas através da evocacdo (Redondo e Morris, 2011;
Izquierdo, 2002).

AQUISICAO CONSOLIDAGAO EVOCAGAO
)
o ™.
1
- [ B ] o0

Plasticidade STM LTM

Figura 1.2 - Principais fases da memdria representadas em uma rede neural esquematica. Descrigdo no texto.
Elaborada pela autora.

No entanto, se o aprendizado nao for forte o suficiente para induzir sintese proteica,
ou, se for administrado um inibidor de transcri¢do/traducao e outras interferéncias, o traco ndo
podera ser sustentado e ndo teremos a formacdo de LTM (Barco et al., 2008). Ja se essa
experiéncia for muito fraca até para induzir plasticidade, ndo teremos nem a expressdo de
STM. Adicionalmente, o trago mnemonico, mesmo apoés estabilizado, ndo é imutavel e pode
sofrer alteragOes futuras através da reconsolidagéo, ou ser suprimido pela extin¢do (Costanzi
et al., 2011; Dudai, 2012). E por meio da consolidagdo sisttémica essa memoria lentamente
passard a ser armazenada em estruturas corticais, permitindo sua evocacdo meses ou anos
mais tarde (memoria remota) (Akers e Frankland, 2009).

Nesse trabalho concentrar-nos-emos nos mecanismos e caracteristicas das memorias
de curta e de longa duragdo, bem como nos processos de consolidacdo sindptica e de

reconsolidagdo da memdria.



1.2 Potenciagéo de Longa Duracéao (LTP)

Como vimos, o estabelecimento de uma memoria envolve modificagdes plasticas na
forca das conexdes sinapticas. Um fenémeno conhecido, capaz de aumentar a eficiéncia
sinaptica, em resposta a atividade, é a Potenciacdo de Longa Duracgdo (LTP, sigla em inglés).
A LTP é um fenbmeno observado em experimentos eletrofisiolégicos geralmente realizados
em fatias de hipocampo (mas também pode ser observado in vivo ou em outras estruturas). O
hipocampo é uma estrutura que, em mamiferos, esta localizada no lobo temporal medial e é
extremamente importante para o processamento de memorias explicitas (de fatos e eventos).
Nesses experimentos, uma determinada via pré-sinaptica é estimulada eletricamente através
de um eletrodo inserido, por exemplo, nas colaterais de Schaeffer, grupo de axdnios que
fazem conexdo com células da regido CA1, regido na qual € inserido entdo um eletrodo para
registro da resposta pds-sinaptica (Bear et al., 2008). Ver Figura 1.3A.

Com um estimulo simples ¢é avaliada a resposta basal dessa via, 0 potencial excitatério
pos-sinaptico (PEPS). Apds a aplicacdo de um estimulo tetanico (estimulo de alta frequéncia),
observa-se que a resposta pds-sinaptica é potenciada, ou seja, 0 mesmo estimulo simples que
antes gerava uma resposta basal, passa a gerar uma resposta maior. Esta potenciacdo €
chamada de LTP precoce e dura cerca de uma a poucas horas. Ver Figura 1.3B. Entretanto, se
for aplicada uma estimulacdo mais forte, com repetidos estimulos tetanicos em sequéncia,
essa potenciacdo inicial pode ser estabilizada e sustentada por pelo menos 24h. Esta
potenciacdo duradoura é chamada de LTP tardia (Redondo e Morris, 2011). Ver Figura 1.3C.
A LTP tardia pode durar de dias a semanas, dependendo da capacidade de registro do
experimento (Barnes 2003). No entanto, se a transcricdo ou traducdo de proteinas for
bloqueada farmacologicamente, esse estado potenciado ndo consegue ser sustentado e a
resposta gradualmente decai e volta aos niveis basais (Barco et al., 2008). Ver Figura 1.3D.

A LTP compartilha muitas propriedades com os processos de aprendizado e memoria
(Bliss e Collingridge, 1993; Lamprecht e LeDoux, 2004), e pode, inclusive, ser induzida pelo
préprio aprendizado (ver Clarke et al., 2010; Gruart et al., 2006; Whitlock et al., 2006). Além
do mais, na LTP, assim como na memoria, podemos distinguir, pelo menos, duas fases de
armazenamento: um estagio inicial, independente de sintese proteica, e, de curta duragédo
(LTP precoce e STM), e um estagio mais tardio, dependente de expressao génica e de sintese
proteica, e, de longa duragdo (LTP tardia e LTM). E, atualmente, um fendmeno amplamente

aceito como modelo celular da memoria (Barco et al., 2008; Martin et al., 2000).



10

>
(o)

2504

PEPS de Campo (mV ms™) %

50— . T T s . ——
-60 60 180 300 420 540 680
Tempo (min)
3001 3001
fa R
o —
v 2s0- " 250
E £
>
£ E a0
o
=4 o
£ £
© £ 1501
o o
4 o
g g 100 Y ¥ |r|;]
& a —
o
50— ’w T Y T T ' e 50 *ﬁ T T T T +
-60 60 180 300 420 540 660 -60 60 180 300 420 540 660
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 1.3 - Potenciacdo de Longa Duracédo (LTP).

A. Experimento eletrofisioldgico representativo em uma fatia de hipocampo. Descri¢do no texto. Adaptado de
<http://www.icbh.ufmg.br/big/neuronet/grupoc/gd4grupo3_arquivos/image015.jpg>. B. Inducdo de LTP Precoce,
apos aplicagdo de um Unico estimulo tetnico (seta). C. Inducdo de LTP Tardia apés aplicacdo de repetidos
estimulos tetdnicos. D. Inducdo apenas de LTP precoce apds aplicacdo de repetidos estimulos tetdnicos sob
efeito de um inibidor de sintese proteica (barra). Adaptado e traduzido de Frey e Morris (1997).
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1.3 Marcacéo e Captura Sinéptica (STC)

Uma caracteristica importante da LTP é a sua especificidade, ou seja, apenas as
sinapses que foram estimuladas serdo potenciadas, e ndo todas as presentes no neurénio de
forma indiscriminada. A LTP é entdo sinapse-especifica (Bliss e Collingridge, 1993). Como
vimos anteriormente, a LTP tardia requer expressdo génica, a qual ocorre no corpo ou soma
neuronal. Como, entdo, as proteinas e outros produtos provindos do soma agem
especificamente nas sinapses que foram estimuladas, considerando-se que um neurénio pode
possuir milhares de conexdes sinapticas?

Para elucidar essa questdo, entre outras, Frey e Morris formularam em 1997 a hipétese
da marcacdo e captura sindptica ou STC (sigla em inglés para synaptic tagging and capture).
A hipotese STC propde que quando uma determinada via sinaptica é estimulada, dois eventos
dissociaveis ocorrem: primeiro ha a expressao da LTP precoce e a marcacdo dessa sinapse por
um tag, o qual sinaliza essa atividade sinéptica de forma especifica. Paralelamente, se o
estimulo for forte o suficiente, haverd a sintese das proteinas relacionadas a plasticidade,
chamados coletivamente de PRPs. Essas PRPs sdo entdo capturadas apenas pelas sinapses
marcadas pelo tag, e ndo atuardo nas demais que ndo foram marcadas e, portando, ndo foram
estimuladas. A acdo das PRPs propicia a sustentacdo desse estado potenciado e a formacao da
LTP tardia. Sem a disponibilidade das PRPs, a sinapse gradualmente retorna ao seu estado
basal, ndo potenciado e ndo-marcado. Ver Figura 1.4.

Ao longo desses 15 anos, desde sua formulacdo original, a hipotese STC foi sendo
reformulada a medida que seus mecanismos moleculares e celulares vao sendo cada vez mais
estudados e desvendados. Anos de literatura cientifica nos permitem hoje responder mais
precisamente, mas ndo de forma definitiva, algumas questdes que antes permaneciam
inacessiveis, como: O que é o tag sinaptico? Quais 0S mecanismos responsaveis pela
expressao da LTP precoce e da LTP tardia? Serdo os mesmos? Qual a identidade molecular
das PRPs?

Veremos entdo a seguir 0s principais mecanismos por trds do processo de marcagao e
captura sinéptica, que nos permitird dessa forma analisar na se¢do conseguinte as questes

fundamentais apontadas acima.
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Figura 1.4 - Desenho esquematico do processo de marcagéo e captura sinaptica.
Descricdo no texto. Adaptado e traduzido de Redondo e Morris (2011).
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1.4 Bases celulares e moleculares da marcacéo e captura sinaptica (STC)

A hipotese STC a nivel celular e molecular envolve uma série de eventos descritos de

forma esquematica a seguir (Redondo e Morris, 2011):

Em uma sinapse excitatdria no seu estado basal, observamos vesiculas pré-sinpticas
justapostas a sitios de encaixe da densidade pos-sindptica (PSD Slots): um grupo de proteinas
capazes de se ligar a receptores. Esses sitios contém receptores AMPA (canais de sddio
ativados por glutamato) que estdo ligados ao citoesqueleto através das proteinas de
ancoramento. O citoesqueleto de actina é dindmico, mas nesse caso, estavel. H& uma continua
renovacgdo (turnover) desses receptores e uma taxa constante de inser¢do e remogdo dos
mesmos a partir de um estoque (pool) perissinaptico. Dessa forma, € mantido o mesmo

namero de receptores AMPA por sitio e um nivel basal de excitacdo sinaptica. Ver Figura 1.5.

R Sitio de
Receptor ENCo]
ncaixe

AMPA

Renovagao
Proteina de
Ancoramento

Citoesqueleto
dindmico, mas, Estoque
estdvel. Perissinaptico

Figura 1.5 - Desenho esquematico de uma sinapse excitatéria em seu estado basal.
Descricdo no texto. Adaptado de Redondo e Morris (2011).
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Quando essa sinapse recebe um estimulo de alta frequéncia, ha uma rapida
incorporacdo de receptores AMPA provenientes do estoque perissinaptico nos sitios ja
existentes da sinapse. Com 0 aumento no numero de receptores, ha uma maior entrada de
sodio e maior € a resposta pos-sindptica frente a um estimulo. Tal estado potenciado
caracteriza assim a expressdo da LTP precoce. Paralelamente hd a desestabilizacdo e a
expansdo do citoesqueleto pela acdo do proteassoma (complexo proteolitico) e também de
cinases (enzimas que fosforilam seus substratos). Esse estado instavel e maleavel torna a
sinapse acessivel e suscetivel a modificacOes, diferentemente das demais que ndo foram

estimuladas. Tal situacdo caracteriza a marcagdo ou tagging sinaptico. Ver Figura 1.6.

I por sitio
Citoesqueleto

I Taxa de g Desestabilizado
Insercdo Expandido

Figura 1.6 - Desenho esquemaético de uma sinapse excitatdria durante o processo de marcagdo sinaptica em um
estado potenciado temporario. Descri¢do no texto. Adaptado de Redondo e Morris (2011).

No entanto, se o estimulo ndo foi forte o suficiente para induzir sintese proteica, esse
estado potenciado gradativamente decai a medida que a taxa de insercdo/remocdo de
receptores restabelece o nimero basal de AMPAs em cada sitio da densidade pds-sinaptica.
Adicionalmente, conforme a atividade das cinases decai, a sinapse em cerca de 90min retorna
ao seu estado estdvel e menos acessivel e, portanto, ndo-marcado. Esses processos sdo

ilustrados no Video 1 da revista Nature (ver Referéncias).


http://www.nature.com/nrn/journal/v12/n1/extref/nrn2963-s1.swf
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J& se o estimulo foi forte o suficiente, havera a sintese de PRPs e a agdo dessas
proteinas nas sinapses que estdo acessiveis e suscetiveis a modificacdes. Novos sitios de
encaixe serdo inseridos nesse botdo sinaptico que estd se expandido, bem como novas
proteinas de ancoramento, e 0 estoque perissinaptico de receptores também sera restabelecido.
A taxa de insercdo/remocdo e a estrutura sindptica também vao gradativamente se
reestabilizando e voltando ao estado basal. Mas nesse caso, como existem mais sitios na
densidade pos-sinaptica, 0 numero total de receptores se mantera maior. Essa sinapse
expandida e potenciada é agora estavel e permanecera nesse novo estado estacionario que
permite a expressdo da LTP tardia de forma duradoura e sustentavel. Ver Figura 1.7. Esses
mecanismos também estéo ilustrados no Video 2 da revista Nature (ver Referéncias).

AMPA o

no total

Renovacdo ' . ) 4 W
Taxa normal Sitios

de encaixe

Citoesqueleto
dindmico, mas,
estdvel

Figura 1.7 - Desenho esquematico de uma sinapse excitatéria em um estado potenciado duradouro.
Descricdo no texto. Adaptado de Redondo e Morris (2011).


http://www.nature.com/nrn/journal/v12/n1/extref/nrn2963-s2.swf
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1.5 Conceitos importantes

O que é uma sinapse marcada (“tag”)?

Uma sinapse marcada é um estado de toda a sinapse, ndo € uma Unica molécula ou a
fosforilagdo desta, nem a captura das PRPs € a interacdo de apenas uma proteina com outra.
Uma sinapse marcada é um estado permissivo, temporario, no qual a mesma esta acessivel a
acao das PRPs e, assim, suscetivel a modificacdes duradouras (Barco et al., 2008; Redondo e
Morris, 2011).

Esse estado envolve um grande numero de proteinas e interacfes moleculares. Entre
elas esta a ativacdo do receptor NMDA, um canal de célcio simultaneamente dependente de
voltagem e ativado por glutamato. O receptor NMDA, quando estimulado, interage com a
proteina autofosforilante CaMKII. Esta, enquanto permanecer no estado fosforilado, ira agir
(dentre diversos outros alvos) sobre o citoesqueleto de actina e, assim, mediar a expansao
dendridica (Okamoto et al., 2013; Moncada et al., 2011; Zhou et al., 2007).

E possivel, entdo, modular o processo de marcacao (tagging) através de antagonistas e
agonistas do receptor NMDA, por exemplo, como o AP5 e a D-cicloserina (Moncada et al.,
2011). Ou ainda, de forma mais especifica, com baixas doses de KN-93, um inibidor da
CaMKIl, ou de Latrunculina, um inibidor da polimerizacdo da actina (Okamoto et al., 2009).

Outros processos importantes para a marcacdo sinaptica sdo a degradacdo de
proteinas, a atividade de certas moléculas de ancoramento, certos processos pré-sinapticos,
extracelulares e gliais, e a traducéo restrita de RNA mensageiro (Dong et al., 2008; Ehlers,
2002; Nagy et al., 2006; Ishikawa et al., 2008; Wang et al., 2010).

Quais 0s mecanismos responsaveis pela expressdo da LTP precoce e da LTP tardia? S&o os

mesmos?

Como vimos anteriormente, apesar de funcionalmente similares, pois ambas levam a
uma potenciacdo, os mecanismos celulares e moleculares responsaveis pela expresséo da LTP
precoce e da LTP tardia ndo sdo os mesmos e estdo resumidos no Quadro 1.1 (Redondo e
Morris, 2011; Barco et al., 2008).
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Receptores AMPA
Sitios de Encaixe
Taxainser¢io/remogio de AMPA

Receptores por Sitio

= =) || =

Expressao Rapida Lenta
Duradoura Nao Sim
Sintese Protéica Independente Dependente
Marcagdo sinaptica Independente Dependente

Quadro 1.1 - Resumo dos principais mecanismos da LTP precoce e da LTP tardia.
Descrigéo no texto. Elaborado pela autora e baseado na revisdo de Redondo e Morris (2011).

Qual a identidade molecular das PRPs?

A identidade molecular de muitas PRPs é desconhecida, mas inclui, por exemplo,
GluR1, PKM({ e BDNF. GIuR1 é uma subunidade do receptor AMPA que desempenha um
papel proeminente no trafego dependente de atividade do receptor e é necessaria para permitir
um aumento estavel no tamanho do espinho dendritico (Hayashi, 2000; Kopec et al., 2007). A
PKMC( é uma proteina cinase necessaria para a manutencdo da LTP e da memoria. Sua
atividade relaciona-se com a sustentacdo do nivel elevado de receptores AMPA em sinapses
potenciadas (Pastalkova et al., 2006; Yao et al., 2008). O BDNF é uma neurotrofina que
possui uma dupla fungdo muito interessante: atua tanto como uma PRP quanto como uma
proteina necessaria para estabelecimento de uma sinapse marcada. Lu e colaboradores
mostraram que a interacdo do BDNF j& existente nas sinapses com o seu receptor TrkB faz
parte do processo inicial de marcacao. Paralelamente, a expressdo de BDNF € necesséria para
0 estabelecimento da LTP tardia e da memoria de longo prazo (Lu et al., 2011; Lu, 2003; Lee
etal., 2004).
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1.6 Fendbmeno de associagao tardia

A hipotese STC, de acordo com suas premissas, traz uma nova forma de enxergar a
plasticidade sindptica e uma importante implicacdo pratica no que diz respeito a inducdo da
LTP: a possibilidade de associacdo entre diferentes estimulos. Suponhamos que uma
determinada via receba um estimulo teténico fraco, suficiente para estabelecer uma sinapse
marcada, mas ndo para induzir a sintese de PRPs, e adicionalmente, um estimulo tetanico
forte seja aplicado em outra via independente, porém convergente (uma via que faca conexdo
com a mesma populacdo neuronal da primeira via estimulada, mas que o faca em sinapses

diferentes e ndo relacionadas). Ver Figura 1.8.

- | Estimulo
. Forte

Figura 1.8 - Esquema de um experimento eletrofisiol6gico de duas vias em hipocampo de roedor.
Descrigéo no texto. Adaptado de Barco et al. (2008).

O estimulo forte ira induzir além da marcacao sinaptica, a sintese de PRPs, as quais
estardo entdo disponiveis e livres para atuar no neurdnio. Se esse estimulo for aplicado
enquanto ainda estiver presente a marcacdo das sinapses que foram fracamente estimuladas
(durante cerca de 2h), as PRPs recém-produzidas poderdo entdo atuar em ambas as sinapses
marcadas, tanto a fraca quanto a forte! Nessa situacdo, o estimulo tetdnico fraco podera
estabelecer efetivamente uma LTP tardia, que de outra forma ndo seria possivel. Ver Figura
1.9.
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Forte Fraca
estimulacao estimulacao

YA ¥
Marcacao Marcacao

® o
Captura P / Captura
PRP L~ - \ IQ'

LTP LTP
Tardia Tardia

Figura 1.9 - Desenho esquematico do fendmeno de associagdo postulado pela hipotese STC.
Descricdo no texto. Adaptado e traduzido de Redondo e Morris (2011).

Frey e Morris foram os primeiros em 1997 a testar e observar esse fendmeno que veio
a ser chamado de associacdo tardia da LTP, ou captura heterossinaptica. Ver Figura 1.10A.
Desde entdo, esse modelo experimental vem sendo intensivamente explorado, bem como suas
variacbes e diversas manipulacbes metodologicas e farmacoldgicas, resumidas
esquematicamente na Figura 1.10B-F (Barco et al., 2008; Redondo e Morris, 2011). Tal
abordagem experimental tem como objetivo tanto a comprovacdo da hipdtese STC e seus
mecanismos, quanto o estudo da interagdo entre distintos estimulos associados espacial e
temporalmente.

A possibilidade de associacdo postulada pela hipdtese STC implica de forma
surpreendente que a inducdo da LTP tardia ndo depende apenas das caracteristicas do proprio
estimulo (forca, repeticdo, modulacéo, etc.), mas também da atividade neural prévia e futura a

esse evento.
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Figura 1.10 - Fendbmeno de Associagdo Tardia. A. Associacdo entre um estimulo forte (repetidos estimulos
tetanicos) e um estimulo fraco (Unico estimulo tetanico) em vias independentes e convergentes do Hipocampo
(ver Figura 1.8). Adaptado e traduzido de Frey e Morris (1997). B-F. Resumo esquematico dos demais desenhos
experimentais eletrofisiologicos utilizados no estudo da STC, e, seus resultados esperados conforme as premissas
da hipotese. B. Estimulo Fraco + Estimulo Forte = ambos promovem LTP Tardia. C. Estimulo Forte (sob efeito
de um inibidor de sintese proteica) + Estimulo Forte = ambos promovem LTP Tradia. D. Estimulo Fraco +
Estimulo Forte (sob efeito de um inibidor de sintese proteica) = nenhum promove LTP tardia. E. Estimulo Fraco
(sob efeito de um inibidor especifico do processo de marcacdo sinaptica, tagging) + Estimulo Forte = apenas
estimulo forte promove LTP Tardia. F. Estimulo Fraco + Estimulo Forte (sob efeito de um inibidor especifico do
processo de marcagéo sindptica, tagging) = Apenas estimulo fraco promove LTP Tardia. Elaborado pela autora e
baseado nas revisdes de Redondo e Morris (2011) e Barco et al. (2008).
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1.7 Marcacédo e Captura Singptica (STC) & Memdria

A hipétese STC e o estudo do fendmeno de associacdo é particularmente relevante
devido as suas interessantes implicacGes para 0s processos de aprendizagem e memoria. No
entanto, foi apenas recentemente que a hipotese e suas predi¢des foram testadas e estudas a
nivel comportamental.

Moncada e Viola foram os primeiros a avaliar essa questdo em 2007, associando-se
um protocolo fraco da tarefa de Esquiva Inibitoria (EI), capaz de induzir memoria de curta
(STM), mas ndo de longa duracdo (LTM), com a exploracdo de um ambiente novo
(novidade), uma experiéncia forte capaz de induzir sintese proteica. Eles observaram que o
treino fraco da El podia gerar LTM quando 0s animais eram expostos a uma novidade
proxima da sessdo de treinamento (-1h ou +1h). Se a novidade era exposta em outros
momentos (-2h ou +2h), ou se sintese de proteinas fosse inibida pela administracdo de
Anisomicina imediatamente apds a exploracdo, ou ainda, se 0 ambiente ja fosse familiar para
os animais, o efeito de associacdo ndo ocorria. Além do mais, o efeito amnéstico da
Anisomicina sobre um treino forte da El podia ser prevenido se os animais fossem expostos a
uma novidade 1h antes da sessdo de treino.

Em 2009, Ballarini e colaboradores publicaram o primeiro conjunto abrangente de
evidéncias indicando a existéncia de um processo analogo ao STC na formacdo de uma
memoria. Protocolos fracos de tarefas dependentes do hipocampo (reconhecimento espacial
de objetos e condicionamento aversivo ao contexto) e também independentes do hipocampo
(condicionamento aversivo ao gosto) foram associados a uma novidade (exploragdo de um
ambiente ou de um sabor novo, respectivamente). Mais uma vez se observou que a novidade,
durante uma janela de tempo critica e dependente de sintese proteica, podia promover a
formacdo de LTM de um aprendizado que havia sido fraco e insuficiente para tal.
Adicionalmente, se uma tarefa dependente do hipocampo era associada a uma novidade que
ndo ativava tal estrutura e vice-versa, ou, se o0 estimulo ja fosse familiar para o animal, o
efeito de associac¢do ndo ocorria, reforcando a natureza localizada do fendmeno.

Wang, Redondo e Morris em 2010 aplicaram a hipotese STC a um modelo
comportamental de memdrias “ordinarias e quotidianas” (everyday appetitive behavioral
model) as quais geralmente ndo formam lembrangas duradouras, como, por exemplo, o que
comemos no almoco, onde deixamos o carro, etc. Os animais aprendiam a localiza¢do de um
pellet de alimento enterrado em uma arena familiar, e mais tarde deveriam recordar sua

localizagdo. Esse aprendizado era suficiente para formar STM, mas ndo LTM. Em seguida,
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observaram que a exposi¢do a uma novidade 30min ap6s a sessdo de treino era capaz de
promover a formacdo de LTM dessa informagdo. Por outro lado, se a reconpensa original
fosse maior (3 pellets), e, portando, mais relevante, os animais aprendiam tal localizacédo de
forma duradoura. A administracdo de Anisomicina imediatamente antes da experiéncia, no
entanto, inibia esse aprendizado, mas ndo exercia nenhum efeito quando os animais haviam
sido expostos 1h antes do evento a uma novidade.

Em 2011, Moncada e colaboradores estudaram o envolvimento das vias
glutamatérgica, dopaminérgica e noradrenérgica no processo de marcacdo sinaptica e da
sintese de PRPs na El. Atraveés de intervengdes farmacoldgicas sobre a novidade e/ou sobre as
sessdes de treino fraco ou forte da El, demonstraram que os receptores D1/D5 e B-adrenérgico
no hipocampo sdo especificamente necessarios para induzir a sintese de PRPs. Além do mais,
a ativacdo de receptores NMDA é necessaria para criacdo dos tags sinapticos, assim como a
ativacdo da CaMKII e da PKA, mas ndo das ERKs 1 e 2.

O grupo de Lu, em 2011, estudou o papel do receptor TrKB do BDNF na inducgéo da
marcacdo sinaptica. Para tanto, foram utilizados camundongos knock-in da cepa TrkBF®*®4,
nos quais o receptor TrKB devido a uma mutacao passava a ser sensivel a inibicéo, pela droga
INMPP1. Os animais foram treinados em um protocolo fraco da El (verséo step through)
suficiente apenas para formagdo de STM. Novamente, a exposi¢do a uma novidade 1h antes
da sessdo de treino possibilitou o estabelecimento de LTM, mas ndo teve nenhum efeito
guando os animais foram treinados sob efeito do INMPP1. Em conjunto com outros
experimentos, os resultados sugerem gue o receptor TrkKB é um marcador em potencial para a
expressdo sinapse-especifica da L-LTP e da LTM.

Almaguer-Melian e seus colaboradores, em 2012, avaliaram se as PRPs produzidas
pela novidade seriam capazes de impedir a perda de memdria causada por um estresse e se
este interagiria com o processo de marcacdo sinaptica. Os animais foram treinados no
Labirinto Aquatico de Morris (LAM) e 5min apds submetidos a um evento estressante (5
choques de 1mA nas patas). O estresse causou prejuizo sobre a LTM, mas ndo sobre a STM.
No entanto, a exposi¢do a uma novidade 15min antes ou ap6s o LAM impediu a perda de
memoria induzida pelo estresse. No grupo controle que ndo passou pelo estresse, a novidade
ndo teve nenhum efeito sobre a expressdo da memdria no dia seguinte, mas, curiosamente,
facilitou sua persisténcia 4 dias apds. Os autores também demonstraram um aumento da
expressao de BDNF e de Arc no hipocampo de animais expostos a novidade.

No estudo mais recente que temos noticia, Myskiw, Benetti e lzquierdo (2013)

aplicaram a hipdtese STC a um paradigma comportamental ndo avaliado até entdo: a extin¢ao
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da memoria. Os animais foram treinados no Condicionamento Aversivo ao Contexto e 24h
apos, submetidos a uma sessao fraca de extin¢do (10min) insuficiente para inibir a memoria
aversiva de forma duradoura. Porém, nos animais que foram expostos a uma novidade 2h ou
1h antes da sessdo de extincdo, ou 1h apds, a memdria aversiva permaneceu inibida por pelo
menos 24h. Esse efeito associativo ndo foi observado em outros periodos e foi dependente da
ativacdo génica no hipocampo ap6s a novidade, mas ndo apos a fraca sessdo de extingdo. J& a
sintese proteica ribossomal e a dependente do sistema mTOR foi requerida tanto pela
novidade quanto pela extincdo. Nenhuma forma de sintese na amigdala foi necessaria para a
observacao do fen6meno.

Apesar de ainda pouco numerosos, o0s estudos publicados até 0 momento (Tabela 1.1)
indicam que a formacdo de uma memdria também requer o estabelecimento de uma marcacéo
sinaptica e a sintese de novo de PRPs, em um processo analago ao preconizado pela hipotese
STC no contexto da LTP sindptica. A disponibilidade apenas das PRPs, ou da marcacdo
sinaptica, parece ser insuficiente para a estabilizacdo do trago mneménico, sendo necesséria a
ocorréncia de ambas simultaneamente para que uma LTM seja formada. Tal contigéncia pode
ser proporcionada mesmo por eventos distintos, desde que coincidam estrutural e
temporalmente (fend6meno de associacao).

A possibilidade de associagédo postulada e observada experimentalmente implica que a
formacdo de uma memdria ndo depende apenas das caracteristicas da propria experiéncia
(forca, repeticdo, relevancia, etc.), mas também da atividade neural prévia e futura ao evento.
Assim sendo, o estudo da hipotese STC e do fenbmeno de associacdo é de particular
relevancia para compreensao dos processos de aprendizado e memoria na vida real, durante a
qual os eventos e circunstancias se ddao num continuum de experiéncias, e ndo de forma

isolada e restrita como geralmente se estuda em laboratorio.
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Ano

2007

2009

2010

2011

2011

2012

2013

Autor

Moncada &
Viola

Ballarini et al.

Wang et al.

Moncada et
al.

Luetal.

Almaguer-
Melian et al.

Myskiw et al.

Experiéncia “doadora” de PRPs

Experiéncia “receptora” de PRPs

Ferramentas Farmacoldgicas

Tarefa

Campo Aberto

Campo Aberto

Agua c/ Sabor

Campo Aberto

Campo Aberto

Campo Aberto
c/ Objetos

Campo Aberto

Campo Aberto

Variacoes

Ambiente Novo
Ambiente Familiar

Ambiente Novo
Ambiente Familiar

Sabor novo
Sabor Familiar

Ambiente Novo

Ambiente Novo

Ambiente Novo

Ambiente Novo
Ambiente Familiar

Ambiente Novo
Ambiente Familiar

Tarefa Variagoes

Esquiva Inibitdria (step down) -Trizligg ';r;r(;g

Reconhecimento Espacial de Objetos

Condicionamento Aversivo ao Contexto Treino Fraco

Condicionamento Aversivo ao Sabor

Treino Fraco

Modelo de meméria do “dia-a-dia” .
Treino Forte

Treino Fraco

Esquiva Inibitdria (step down) Treino Forte

Esquiva Inibitéria (step through) Treino Fraco

Labirinto Aquético de Morris Treino Forte

Condicionamento Aversivo ao Contexto  Extingdo fraca

Drogas

Anisomicina
SCH23390

Anisomicina

Anisomicina
SCH23390

Anisomicina
Emetina
KN62
u0126
Rp-cAMP
SCH23390
Propranolol
AP5

SKF-38393
Dobutamina

INMPP1

Anisomicina

Anisomicina
Rapamicina
DRB

Infusdo

Hipocampo

Hipocampo
Cortex Insular

Hipocampo

Hipocampo

Intraperitoneal

Intraperitoneal

Hipocampo

Hipocampo
Amigdala

Outras
Ferramentas

Quantificacéo
de pCREB

Eletrofisiologia
Meta-analise

Mutantes ¢/ TrkB
sensivel 8 INMPP1.
Eletrofisiologia

Estresse
Quantificacdo
de Arc e BDNF

Tabela 1.1 — Visdo panoramica dos trabalhos publicados até o momento relacionando STC com Memoria. Explicagdes no texto. Elaborada pela autora.
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1.8 Reconsolidagdo

Como vimos, a novidade foi utilizada como a experiéncia “doadora” de PRPs em
todos os trabalhos publicados até entdo sobre STC & memoria. No entanto, ndo apenas
experiéncias novas sdo capazes de induzir sintese proteica: a reconsolidacdo da memoria
também exibe essa mesma propriedade. Durante a evocagdo de uma memoria, 0 traco
mnemonico pode ser labilizado, isto é, entrar em um estado de instabilidade durante o qual
estd novamente suscetivel a intervencGes e modificacbes. Paralelamente, ha a sintese de
proteinas necessaria para a reestabilizacdo da memdria apds esse periodo labil temporario, em
um processo conhecido como reconsolidagédo (Dudai, 2012; Nadel et al., 2012).

A labilizacdo/desestabilizacdo da memoria, ou reativacdo, € um processo que requer a
degradacdo de proteinas através da via proteolitica ubiquitina-proteassoma (Kaang et al.,
2009). Envolve também a ativacdo de canais de calcio dependentes de voltagem do tipo L
(LVGCC). A administracdo de Nimodipina, um antagonista dos canais LVGCC, é capaz de
impedir que a memoria entre em um estado labil, e que, assim, se torne sensivel a
interferéncias e suscetivel a modificacdes (de Oliveira Alvares et al., 2013; Sierra et al., 2013;
Flavell et al., 2011; Suzuki et al., 2008). Mas, uma vez iniciado o processo de labilizacdo, a
sintese de novo de proteinas é requerida para reestabilizacdo do traco. Se a sintese proteica for
bloqueada farmacologicamente, com Ciclohexamida por exemplo, ou, se houver outros tipos
de interferéncia, o traco ndo mais podera ser reconsolidado e a memoria sera prejudicada
(Tronson e Taylor, 2007).

O processo de labilizagdo/reconsolidagdo da memdria cumpre um importante papel
bioldgico: traz flexibilidade e maleabilidade & memoria. Essa funcdo é de fundamental
importancia adaptativa num ambiente dinamico e em constante mudanca da vida de um
animal. E através desse processo que memorias previamente adquiridas e consolidadas podem
novamente sofrer modificagdes. Essas modificagdes incluem fortalecimento, manutencéo da
precisao e atualizacéo (de Oliveira Alvares et al., 2012, 2013; Lee 2010, 2008).

Mas cabe observar que nem sempre a evocacao induz a reconsolidacdo. Varios fatores
determinam quando e como a evocacao levara a desestabilizagdo da memoria. A forga, idade
e tipo de memoria, bem como a similiraridade do contexto onde foi adquirida e onde é
evocada, e a duracdo dessa experiéncia, sdo todos fatores determinantes (Dudai, 2012; Nadel
et al., 2012). Quanto mais forte e antiga for a memédria, mais dificil serd labiliza-la por
exemplo (Frankland et al., 2006; Wang et al., 2009). Além do mais, uma evocacao breve

provavelmente no afetara a estabilidade da memoria. E necessaria uma duragio minima para
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que o processo de labilizagdo/reconsolidagdo seja desencadeado. Foi observado, por
exemplo, que a reexposi¢cdo de animais ao contexto onde passaram por um condicionamento
aversivo, durante 3min, é capaz de induzir a reativacdo dessa memoria. No entanto, uma
reexposicdo mais curta, de 1min, ndo foi suficiente para desencadear esse processo (Bustos et
al., 2009; Suzuki et al., 2004). Por outro lado, se essa experiéncia se estender por muito
tempo, teremos o inicio de outro processo conhecido como extingdo. A extin¢do é um novo
aprendizado, também dependente de sintese proteica, que suprime e inibe a memoria original
sem, porém, afeta-la de forma permanente (de Oliveira Alvares et al., 2008; Suzuki et al.,
2004). Diversos fatores influenciam, enfim, o caminho que uma memo@ria ird seguir apds sua
evocacao (ver Figura 1.11). Fatores estes, que, sdo entdo passiveis de manipulacBes

farmacoldgicas e comportamentais.

RECONSOLIDAGAO
3 &--8
1
=) -0 &--6
l Modificagdes

Figura 1.11 - Possiveis fases da memdria apés a evocacdo. Descri¢do no texto. Elaborada pela autora.
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1.9 Hipotese de trabalho

Considerando que:

» Um aprendizado fraco pode utilizar as proteinas produzidas por uma experiéncia nova
através de um processo de marcacao e captura sinaptica e assim formar uma memoria
duradoura.

» A reconsolidacdo de uma memaria também induz sintese proteica.
Podemos supor que:
» A reconsolidacdo de uma memoria também poderia propiciar a formacdo de memdria

de longa duracdo de um aprendizado fraco concomitante através de um processo de

marcacao e captura sinaptica.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho é avaliar se a reconsolidagdo da memdria de
Condicionamento Aversivo ao Contexto (CAC) pode propiciar a formagdo de uma memoria
de longa duracdo (LTM) de um aprendizado fraco concomitante de Reconhecimento Espacial
de Objetos (REO), também conhecido como Localizacdo de Objetos, mediante um processo
de marcacdo e captura sinaptica (STC, synaptic tagging and capture). Os objetivos

especificos assim séo:

» Auvaliar se a reconsolidacdo do CAC propicia a formacdo de LTM de um treino fraco

de REO, em uma janela de tempo restrita, e dependente de sintese proteica;

» Auvaliar se a evocacdo do CAC por si s, sem o0 processo de labilizacdo/reconsolidagéo

(isto é, sem reativacao), € suficiente para promover o fendmeno de associacao;

» Avaliar se a ativacdo do receptor NMDA durante o aprendizado fraco do REO ¢

necessaria para o fenémeno de associagao;

» Auvaliar se a reconsolidacdo do CAC pode propiciar a formacdo de LTM de um
aprendizado muito fraco de REO;

» Auvaliar se a facilitacdo farmacoldgica do receptor NMDA durante o treino muito fraco

de REO possibilita o fendmeno de associagéo;

» Auvaliar se a reconsolidacdo de outro paradigma comportamental, o Labirinto Aquético

de Morris, é capaz de promover a formagéo de LTM de um treino fraco do REO;

» Auvaliar se outra experiéncia indutora de sintese proteica, a extingdo do CAC, pode

promover a formacgéo de LTM de um treino fraco do REO.
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Manuscrito “Memory reconsolidation allows the consolidation of a concomitant weak
learning through a synaptic tagging and capture mechanism” submetido a revista
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Abstract

Motivated by the synaptic tagging and capture (STC) hypothesis, it was recently shown that a
weak learning, only able to produce short-term memory (STM), can succeed in establishing
long-term memory (LTM) with a concomitant, stronger experience. This is consistent with the
capture, by the first - tagged event, of the so-called plasticity related proteins (PRPs) provided
by the second one. Here we describe how a concomitant session of reactivation/
reconsolidation of a stronger, Contextual Fear Conditioning (CFC) memory, allowed LTM to
result from a weak Spatial Object Recognition (WSOR) training. This effect was observed
only during a critical time window and was dependent on protein synthesis. Retrieval by itself
(without reconsolidation) did not have the same promoting effect. We also found that the
inactivation of the NMDA receptor by AP5 prevented wSOR training to receive this support
of CFC reconsolidation (supposedly through the production of PRPs), which may be the
equivalent of blocking the setting of a learning tag in the dorsal CAL region for that task.
Furthermore, either a Water Maze reconsolidation, on a CFC extinction session, allowed the
formation of wSOR-LTM. These results suggest for the first time that a reconsolidation
session can promote the consolidation of a concomitant weak learning through a probable
STC mechanism. These findings allow new insights concerning the influence of
reconsolidation in the acquisition of memories of otherwise unrelated events during daily life

situations.
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Introduction

The synaptic tagging and capture (STC) hypothesis proposes that a strong stimulation
of one synaptic pathway leads to two dissociable events: local tag setting and the synthesis of
diffusible plasticity-related proteins (PRPs). The PRPs are then captured by the tagged
synapses, allowing the maintenance of late long-term potentiation (L-LTP). If PRPs are not
available, the receptive state (tagging) of the synapses will fade away and L-LTP will not be
sustained (Frey and Morris, 1997; Barco et al., 2008; Redondo and Morris, 2011). Thus, a
weak stimulation which ordinarily results only in early LTP (E-LTP), but is sufficient for
setting a synaptic tag, can lead to L-LTP through the capture of the PRPs produced by a
different, stronger stimulation applied closely in time (Frey and Morris, 1998a, 1998b; Frey
and Frey, 2008).

Recent behavioral studies indicate that long-term memory (LTM) also requires both
synaptic tagging and PRPs synthesis in order to warrant its maintenance (Moncada and Viola,
2007; Ballarini et al., 2009; Wang et al., 2010; Lu et al., 2011; Moncada et al., 2011;
Almaguer-Melian et al., 2012; Myskiw et al., 2013). These experiments have shown that
weak learning, only able to induce short-term memory (STM), concomitant to a novelty
(Open Field exploration), was able to promote LTM, possibly through the capture of PRPs
supposedly provided by the novel situation. On the other hand, exploration of a familiar Open
Field did not cause such effect since it does not involve novelty, and consequently, there was
no protein synthesis (Moncada and Viola, 2007; Ballarini et al., 2009; Wang et al., 2010;
Almaguer-Melian et al., 2012; Myskiw et al., 2013).

Recently acquired memories are initially sensitive to disruption, but later consolidate
into a stable LTM. The reactivation of an established memory might result in a new labile
state, that needs to be reconsolidated in order to persist. Both processes were shown to require
de novo protein synthesis (Suzuki et al., 2004; Tronson and Taylor, 2007; Dudai, 2012; Nadel
et al., 2012). Our hypothesis is that a concomitant memory reconsolidation session could
provide the PRPs that allow a weak learning (which ordinarily would result only in STM) to
attain a LTM.

Here we evaluate whether memory for a weak training in Spatial Object Recognition,
which would otherwise be rapidly forgotten, can result in a LTM with the assistance of the
concomitant reconsolidation of a Fear Conditioning memory. The STC hypothesis predicts
that, in this situation, the tagged wSOR trace would have the opportunity to capture some

PRPs produced by the reconsolidation of the CFC trace and, thus, produce a LTM.
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Material and Methods

Subjects. Male adult Wistar rats (270-320 g) from our breeding colony were used,
housed in groups of 5 per cage, under a 12 h light/dark cycle and temperature of 24°C, with
water and food ad libitum. All experiments were conducted in accordance to local and
national animal care guidelines and the project was approved by the University’s Ethics
Committee.

Contextual Fear Conditioning (CFC). The conditioning chamber consisted of an
illuminated Plexiglas box, 25x25 cm, with a metallic grid floor. During training, rats were
placed in the chamber for 3 min, received 2 foot shocks (0.7 mA 2 sec) separated by a 30 sec
interval, and 1min after were placed back into their home cages. Three days later, animals
were reexposed to the context for inducing memory Retrieval (90 sec), Reconsolidation (3
min) or Extinction (30 min) (De Oliveira Alvares et al., 2008, 2013; Bustos et al., 2009).

Spatial Object Recognition (SOR - Ballarini et al., 2009). The SOR apparatus was a 50
cm high, 60x40 cm plywood box with a frontal glass wall and a linoleum floor. Lateral walls
had different visual clues. In the weak protocol, animals were pre-habituated to the context for
20 min, once a day, for 2 days; in the very weak protocol, no habituation was performed. On
the training day, two identical objects were put in the arena in two adjacent corners, and
animals were left to explore them for 4 min; in the test session, one of the objects was
switched to a new position and animals were allowed to explore them for 2 min. SOR
memory is expressed when animals spent more time exploring the object in the novel
position. Exploration was defined as sniffing or touching the object with the nose or forepaws.
The time of exploration to each object was recorded and expressed as a percentage of the total
exploration time to both objects (Ballarini et al., 2009).

Morris Water Maze (WM). The apparatus consisted of a circular swimming pool
(diameter of 180 cm, filled with water at 22 °C) located in a room with several visual cues on
the walls. Animals were trained in the WM during 5 days (4 trials per day), in which they
could search (60 sec maximum) for a hidden platform to escape from water. Three days later,
to induce memory reconsolidation, animals were reexposed to the training apparatus for 1 min
without the escape platform (Rossato et al., 2006).

Drugs. Nimodipine, D-cycloserine (DCS), cycloheximide (CHX) and (2R)-amino-5-
phosphonovaleric acid (AP5) were purchased from Sigma. Nimodipine (16mg/kg) and DCS
(15mg/kg) were diluted in saline and injected s.c and i.p (1ml/kg) respectively (Bustos et al.,
2010; Flavell et al., 2011). CHX (20ug/side or 2,2mg/kg) and AP5 (5ug/side) were diluted in
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DMSO 1% and PBS respectively, and infused locally in the CAl region of the dorsal
hippocampus (1pg/side) or i.p (Rossato et al., 2010; Moncada et al., 2011).

Intrahippocampal infusion. At the time of infusion, a 30-gauge infusion needle was
fitted into guide cannulae, with its tip protruding 1.0 mm beyond the guide cannula end and
aimed at the pyramidal cell layer of CAl of the dorsal hippocampus. A volume of 1 ul was
bilaterally infused at a slow rate (40 pl/h) and the needle was removed only after another
additional 30 sec (de Oliveira Alvares et al., 2012).

Stereotaxic surgery. For cannulae implantation animals were anesthetized by a
mixture of ketamine and xylazine (i.p., 75 and 10 mg/kg, respectively) and bilaterally
implanted with a 27-gauge guide cannulae aimed at AP 24.2 mm (from bregma), LL+3.0 mm,
DV 1.8 mm, just 1.0 mm above the target CAl area of the dorsal hippocampus (Paxinos and
Watson, 2007). After a 1-week recovery from surgery, animals were submitted to the
behavioral procedures. Following the behavioral experiments, subjects were sacrificed and
their brains dissected and preserved in 10% formaldehyde to verify for cannulae position.
Only animals with correct cannulae placements were considered in the statistical analyses.

Statistics. Since data was normally distributed (Kolmogorov-Smirnov test with
Lilliefors’ correction), within-group comparisons were performed with paired t-test; for
between-group comparisons either independent t-test, or one or two way ANOVA followed
by Tukey post-hoc test, were used. Significance was set at P < 0.05.
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Results

A concomitant CFC reconsolidation session allows LTM formation of a weak SOR

training.

Rats were trained in a weak protocol of Spatial Object Recognition (WSOR) task,
consisting of a 4 min exploration of two identical objects located in a familiar arena (previous
habituation of 20 min/2 days). Figure 1a shows that time spent exploring both objects in the
training session was similar, with 50% exploration time for each object. In the test session
performed 1 h later, animals showed STM by expressing a preferential exploration of the
object switched to a new location (p < 0.001, paired t-test). However, this weak training was
ineffective in inducing LTM, since another set of rats tested 24 h later did not display a
preferential exploration of the objects (p = 0.280, paired t-test).

Next, we asked whether LTM could be obtained by pairing wSOR with a Contextual
Fear Conditioning (CFC) memory reconsolidation session. We have previously shown that a
3 min session can induce memory reconsolidation of a consolidated trace (De Oliveira
Alvares et al., 2008). Therefore, we reexposed rats to a previously conditioned context at
different times before or after the wSOR training task (Figure 1b). CFC reconsolidation
performed 1 h before or 1 h after wSOR training, allowed the formation of this wWSOR-LTM
(p < 0.001, paired t-test). Control animals that were not exposed to CFC reconsolidation or
those groups exposed 4 h before or after wSOR training, did not express its LTM (p > 0.40,
paired t-test). One-Way ANOVA revealed a significant effect among the groups (F43s = 5.35,
p = 0.002). Tukey’s post-hoc test showed that CFC reconsolidation performed 1 h before or
after wSOR training resulted in higher memory retention compared with the other groups (p <
0.05), as depicted in Figure 1b.

If this memory-assisting effect of a concomitant reconsolidation is mediated by the
STC process, then memory reactivation/reconsolidation should provide the PRPs necessary to
induce LTM of the wSOR training. To address this question, we infused the protein synthesis
inhibitor cycloheximide (CHX; 20pg/side) in the CA1l region of the dorsal hippocampus
(CAl) immediately after reexposition to the CFC context that took place 1 h after wSOR
training (Figure 1c). As seen before, paired t-test shows that vehicle-injected (Veh) animals
exposed to CFC reconsolidation, express significant WSOR-LTM (p < 0.001), different from
those animals that received CHX (p = 0.987). Further analysis with two-way ANOVA
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revealed a significant effect of Group (Control or +Reconsolidation): Fj 40 = 16.55, p < 0.001;
Drug (Veh or CHX): Fy40= 7.52, p = 0.009; and Group x Drug interaction: F1 4 =9.09, p =
0.004. Tukey’s post-hoc test showed that the +Reconsolidation-Veh group differs from all
others (p < 0.001), and the performance of +Reconsolidation-CHX group was similar to that
of Controls (p > 0.79), demonstrating that infusion of CHX completely blocked the assisting
effect of the concomitant CFC context reexposition (Figure 1c).

Taken together, these results show that (i) concomitant CFC memory reconsolidation
allows LTM formation of wSOR; (ii) this effect is only observed during a critical time
window; and (iii) it depends on protein synthesis (provided by CFC reconsolidation). As a

whole this suggests that such process may be mediated by a STC mechanism.

A concomitant CFC retrieval session does not allow, by itself, LTM formation of a weak
SOR training

Once retrieval of emotional memories leads to important physiological and behavioral
alterations, it can be argued that the promoting effect of CFC reactivation could be explained
by such somewhat classical effects, rather than by a STC process. To address this question,
we used the L-type voltage-gated calcium channels (LVGCCs) antagonist nimodipine.
Confirming findings by other authors (Suzuki et al., 2008; Flavell et al., 2011), we have
previously shown - in an experimental design identical to the one here employed - that
nimodipine prevents labilization of CFC memory when infused before reactivation, and yet
do not affect its expression (de Oliveira Alvares et al., 2013). Consequently, nimodipine-
injected animals should be able to normally retrieve a stable memory - including all the
emotional context - without effectively undergoing reconsolidation. Here, animals received a
subcutaneous (s.c) injection of nimodipine (16mg/kg) 30 min before the CFC context
reexposure, performed 1h after wSOR training (Figure 2a). A paired t-test showed that
animals reexposed to CFC context and injected with vehicle expressed significant wSOR-
LTM (p <0.001). However, animals that received nimodipine did not show wSOR-LTM (p =
0.241). Two-way ANOVA revealed a significant effect of Group (Control or
+Reconsolidation): F; 26 =5.52, p = 0.027; Drug (Veh or Nimodipine): F; 26 = 6.99, p = 0.014;
and Group x Drug interaction: Fj = 12.03, p = 0.002. Tukey’s post-hoc test demonstrated
that the +Reconsolidation-Veh group differs from all others (p < 0.01), and the

+Reconsolidation-Nimo group was indistinguishable from controls (p > 0.85). These results
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show that nimodipine completely prevented the assisting effect of the concomitant CFC
context reexposition upon wSOR-LTM (Figure 2a). Since this treatment does not block the
normal memory retrieval of this aversive task, we can also exclude the possibility that the
observed assisting effect may be due to any associative emotional modulatory mechanism.

Besides this pharmacological intervention, it is possible to suppress memory
labilization by shortening the reactivation time (Suzuki et al., 2004; Bustos et al., 2009).
Accordingly, we observed that CHX i.p injection after a 90 sec reactivation session had no
effect upon CFC memory [p = 0.338, Veh (41,46 + 9.48) vs. CHX (51,88 + 4.13), t-test, n =
6], differently of its observed amnesic effect after a 3 min session [p = 0.002, Veh (52,15 £
5.06) vs. CHX (23,54 £ 4.79), t-test, n = 6]. Therefore, one hour after wSOR training, a set of
animals was reexposed to the CFC context either for 90 sec, or for 3 min, (Figure 2b).
Animals reexposed to the CFC context for 3 min (+Reconsolidation group) expressed
significant wSOR-LTM (paired t-test, p = 0.006). However, animals reexposed for 90 sec
(+Retrieval group) or the group with no reactivation (Control group) did not express wSOR-
LTM (p > 0.12). Tukey’s post-hoc test performed after one-way ANOVA (Fz26 = 6.29, p =
0.006), showed that the +Reconsolidation group differed from the Control (p = 0.005). Hence,
CFC context reexposure for a short period (not able to induce memory reconsolidation) is not
sufficient to allow wSOR-LTM formation (Figure 2b).

Taken together, these results indicate that a simple, non-reactivating memory retrieval
cannot induce wSOR-LTM formation by itself, and that the destabilization/reconsolidation

process is a necessary condition for the memory-assisting effect.

NMDA receptors are necessary to allow LTM formation of a weak SOR training with a

concomitant CFC reconsolidation session

It was recently shown that NMDA activity is essential for both tag setting and STM
acquisition (Moncada et al., 2011). According to the STC hypothesis, without the tagging
process, memory could not be sustained, even if PRPs were available. Thus, we evaluated
whether the infusion of the NMDA antagonist AP5 (5ug/side) infused into the CA1 15 min
before wSOR training could affect STM (Figure 3a): a significant STM was observed in the
animals that received vehicle (p < 0.001, paired t-test), as previously observed (Figure 1a),
however, STM was abolished in the AP5-infused group (p = 0.524, paired t-test). Further
analysis revealed a significant effect between these groups in the test (p = 0.008, independent



38

t-test). Next we tested whether CFC reconsolidation would allow LTM formation of wSOR
training when AP5 were infused into CAl (Figure 3b). Paired t-test showed that animals
exposed to CFC reconsolidation and infused with vehicle expressed significant wWSOR-LTM
(p < 0.001). However, animals that received AP5 had no wSOR-LTM retention (p = 0.358).
Further analysis with two-way ANOVA revealed a significant effect of Group (Control or
+Reconsolidation): F; 41 = 4.13, p = 0.049; Drug (Veh or AP5): F14; = 7.85, p = 0.008; and
Group x Drug interaction: Fy41 = 7.00, p = 0.011. Tukey’s post-hoc test has shown that
+Reconsolidation-Veh differed from all other groups (p < 0.01), and no significant difference
was found between +Reconsolidation-AP5 and Control groups (p > 0.94). This indicates that
CFC reconsolidation could not have its assisting effect if the CA1 NMDARs were not
activated during wSOR training (Figure 3b).

In other words, NMDA activation in the hippocampus seems to be required to set a
learning tag during a weak training, without with (under the AP5 action), should any PRPs be
provided by the concomitant CFC reconsolidation, they could not be captured in order to
favour a LTM.

A concomitant CFC reconsolidation session, by itself, does not allow LTM formation of
a very weak SOR training

The above finding that animals that do not form STM also do not seem to set a
learning tag is consistent with previous studies (Moncada et al., 2011) (Figure 3a). Therefore,
we would expect that very weak training, which is insufficient to induce STM, will not set a
learning tag. We trained animals in a very weak SOR protocol (vwSOR), in which no
previous familiarization (pre-habituation) was done. Without any spatial map of the context, it
seems to be harder to make precise associations among objects and the environment.
Accordingly, this vwSOR training was not able to induce STM (p = 0.286, paired t-test) as
depicted in Figure 4a. With this protocol, a concomitant CFC reconsolidation session did not
allow vwSOR-LTM formation (p = 0.605, paired t-test) and animals were not distinguishable
from controls (p = 0.543, independent t-test), suggesting the absence of vwSOR tagging
(Figure 4b). This indicate that CFC reconsolidation — with its associated PRPs — would not be

able to assist LTM formation if SOR training does not set a learning tag.
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A concomitant CFC reconsolidation session allows LTM formation of a very weak SOR

training only if NMDA receptors are partially activated

Consistent with the previous experiments, vwSOR training may not be able to set a
learning tag due to insufficient NMDA activation, and it is reasonable to hypothesize that the
facilitation of its activity would allow the tagging process. To verify this, the NMDA partial
agonist D-cycloserine (DCS) was intraperitoneally (i.p) injected (15 mg/Kg) 30 min prior to
VWSOR training, and a test, performed 1h (STM) or 24h (LTM) later (Figures 5a and 5b):
DCS injection propitiated STM formation (p = 0.019, paired t-test), but not LTM (p = 0.176,
paired t-test) and the Control group expressed neither STM nor LTM (p > 0.26, paired t-test).
We then evaluated if CFC reconsolidation could allow LTM formation of a vwSOR training
performed under these conditions (Figure 5c¢). Paired t-test showed that animals injected with
DCS and exposed to CFC reconsolidation, expressed significant vwSOR-LTM (p < 0.001).
Animals that only received vehicle, however, did not show LTM (p = 0.689). Furthermore,
two-way ANOVA revealed a significant effect of Group (Control or +Reconsolidation): Fy »7
= 5.85, p = 0.023; Drug (Veh or DCS): F;1,7=6.62, p = 0.016; and Group X Drug interaction:
Fi127 = 7.19, p = 0.012. Tukey’s post-hoc test demonstrated that the +Reconsolidation-DCS
group differed from all others (p < 0.01). No effect was found for the +Reconsolidation-Veh
group compared with the Control group, indicating that the effect of DCS must be contingent
with reconsolidation in order to allow LTM formation in vwSOR training (Figure 5c).

Taken together, these results suggest that enhancement of NMDA activity was enough
to enable tagging by a vwSOR training, as well as to promote STM. Supposedly, the PRPs
synthesized by CFC reconsolidation may be being captured by the vwSOR synapses, which

allows LTM formation.

A concomitant Water Maze reconsolidation session allows LTM formation of a weak
SOR training

It was further evaluated whether reconsolidation of another hippocampus-dependent
learning paradigm such as the Morris Water Maze (WM) could also induce wSOR-LTM
formation. Animals were trained for 5 days on the WM, and 3 days later, the wSOR training
began. One hour after wSOR training, animals were submitted to a WM reactivation session

(without platform), which would undergo memory reconsolidation (data not shown) exactly
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like Rossato et al. (2006) have observed before. Figure 6 shows that WM reconsolidation
allowed wSOR-LTM formation (p < 0.001, paired t-test). Control animals that were not
exposed to WM reconsolidation did not express LTM (p = 0.819, paired t-test). Further
analysis showed that the Reconsolidation group expressed better memory retention than the
Control group (p = 0.009, independent t-test). Since WM is a task substantially different from
CFC, these results suggest that the LTM-assisting effect could be a general property of

memory reconsolidation.

A concomitant CFC extinction session also allows LTM formation of a weak SOR

training

Since extinction of a given memory is a process that requires protein synthesis (Suzuki
et al., 2004), we tested if it could also allow LTM formation of wSOR training. Animals
(previously conditioned on CFC) were trained in wSOR, and 1 h later were reexposed to the
CFC context for 30 min, which induced memory extinction (data not shown), replicating
previous observations of our lab (De Oliveira Alvares et al., 2008). CFC extinction allowed
wWSOR-LTM formation (p = 0.026, paired t-test). Control animals that were not exposed to
CFC extinction did not express LTM (p = 0.722, paired t-test). Further analysis showed that
the Extinction group expressed better memory retention than the Control group (p = 0.007,
independent t-test) as depicted in Figure 7. These results add to the previous findings in this
work suggesting that PRPs synthesized as consequence either of a reconsolidation or
extinction session can be captured and used in order to allow LTM formation of a otherwise

weak learning.
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Discussion

Our data shows that a CFC reconsolidation session taking place in the vicinity of
WSOR training can allow LTM formation. In normal conditions, that experience would
normally be forgotten within 24 h. Consistent with an STC process, the effect was observed
only during a critical time window and was dependent on the CFC reconsolidation-related
protein synthesis (Figure 1). The possibility that this protein synthesis was induced by the
WSOR is negligible since Ballarini et al. (2009) have shown that inhibition of protein
synthesis have no effect when administered right before the very same weak training (WSOR).
We have also found that the inactivation of the NMDA receptor by AP5 prevented wSOR
training to establish a LTM: this supports the idea that AP5 prevented wSOR training from
setting a learning tag, and, consequently, the PRPs provided by CFC reconsolidation failed to
allow LTM by themselves (Figure 3). On the other hand, the enhancement of NMDAR
activity by DCS allowed a vwSOR training to set a learning tag that, with a concomitant CFC
reconsolidation session, was able to promote LTM formation (Figures 4 and 5). In addition,
the concomitant reconsolidation of WM, a qualitatively different, less aversive task, or even
the extinction of CFC, a different process that, however, also involves protein synthesis, were
both also able to allow LTM formation of wSOR training (Figures 6 and 7), indicating that,
independent from which origin the proteins have, if PRPs are available, they can be used for
LTM maintenance.

Taken together, these results strongly suggest that SOR-LTM formation is sustained
by a synaptic tagging and capture process. The STC hypothesis has recently been applied to
understand learning and memory process, and proposes that both synaptic tag setting and
PRPs availability are necessary for LTM formation (Ballarini et al., 2009). Trying to interpret
our results according to the STC framework prompted us to sort out our experimental groups
into four expected conditions: (1) Neither TAG nor PRPs; (2) TAG only; (3) PRPs only; or
(4) Both TAG and PRPs present during SOR training (Figure 8, upper panel). We then
compared the overall mean performance on a SOR-LTM test in the four conditions (Figure 8,
lower panel). As predicted by the STC hypothesis (Frey and Morris, 1997; Barco et al., 2008;
Redondo and Morris, 2011), SOR-LTM is obtained only if both TAG and PRPs are available
during learning, and our results as a whole provide further support for the idea that a STC
process may underlie LTM formation in vivo (Martin et al., 2000; Frey and Frey, 2008;
Redondo and Morris, 2011).
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Electrophysiological experiments have shown that PKA and aCaMKII activity is
necessary for the tagging process in CA1-LTP (Young et al., 2006; Redondo et al., 2010). In
accordance with this, we found that the NMDA receptor (which triggers the activation of
aCaMKII and PKA) was necessary to set learning tags (Figures 3 and 5), as also previously
observed (Moncada et al., 2011). PRPs that have been implicated in learning and plasticity
include the activity-regulated cytoskeleton-associated protein (ARC), Homerla, and the
AMPAR (a-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole-propionate receptor) subunit Glurl
(Lanahan and Worley, 1998; Miyashita et al., 2008). PRPs seem to have overlapping effects
acting upon different forms of plasticity. Cross-tagging experiments have shown that E-LTP
can be transformed into L-LTP by prior long-term depression (LTD), showing that LTD can
provide the PRPs necessary for L-LTP maintenance (Sajikumar and Frey, 2004; Barco et al.,
2008; Sajikumar and Korte, 2011). Interestingly, we have found that inhibitory learning (CFC
extinction) was also able to allow LTM formation of wSOR (Figure 7), which is consistent
with the recent demonstration that novelty can promote consolidation of a weak extinction
memory (Myskiw et al. 2013). These results suggest that an analogous cross-tagging process
could also be taking place in vivo.

To date, relevance of an STC hypothesis for learning and memory has been tested
through the association of novelty, such as Open Field exploration, to a weak training
protocol previously only able to induce STM. Novelty was shown to allow LTM formation of
several learning paradigms, such as inhibitory avoidance (Moncada and Viola, 2007; Lu et al.,
2011; Moncada et al., 2011), spatial object recognition, contextual fear conditioning, taste
aversion (Ballarini et al., 2009), water maze task (Almaguer-Melian et al., 2012), an
“everyday memory” model (Wang et al., 2010), and memory extinction (Myskiw et al., 2013).
In accordance to this hypothesis, novelty induces PRPs synthesis, and these proteins are then
captured by the weak experience tags. However, as pointed out by Wang and collaborators, an
alternative account is possible for such results: novelty could simply enhance memory
consolidation by up-regulating neurotransmission in the amygdala (e.g., via p-adrenergic
receptors) or stress hormones (e.g., via glucocorticoid receptors), a process that would not
require the concept of synaptic tag and capture (Gold and McGaugh, 1975; Cahill and
McGaugh, 1998; De Oliveira Alvares et al., 2010; Wang et al., 2010). However, this does not
seem to be the case here, since both in the nimodipine experiment (Figure 2A) and in the
simple CFC retrieval (Figure 2B) — two situations in which the emotional, amygdala-mediated

responses were not affected - wSOR-LTM formation was not allowed. It is worth noticing
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that in those conditions, despite the fear response being retrieved, this memory trace does not
undergo reconsolidation.

The promoting effect of a concomitant Open Field (OF) exploration was absent when
the environment was already familiar to the animals (they are exposed twice to the OF)
(Moncada and Viola, 2007; Ballarini et al., 2009; Wang et al., 2010; Almaguer-Melian et al.,
2012; Myskiw et al., 2013). Somewhat contrary to this, in our experiments a consistent
assisting effect was observed when previously trained animals were submitted to a
reexposition session that was able to induce, either memory reconsolidation, or extinction. It
remains to be demonstrated that the exploration of a familiar OF does not result in memory
reconsolidation, but it has been shown that there are many experimental conditions under
which reconsolidation does not seem to take place (Wang et al., 2009; Sevenster et al., 2012),
and this being the case, PRPs would not be available to allow LTM consolidation of a
different, weak learning.

The STC hypothesis may explain why memory of apparently unimportant things can
be stored when it occurs in contingency with surprising or emotionally significant events
(Wang et al., 2010). An example of this is the interesting halo of accompanying memories
surrounding “flashbulb memories” (Stratton, 1919; Brown and Kulik, 1977) that happen
around very significant events such as the 9/11 attacks in 2001. Classically, this phenomenon
is explained by emotional modulatory mechanisms, but there is some evidence now that STC
could also be a plausible explanation, at least in some cases. In the present study, we provide
evidence that the concomitant reconsolidation or extinction of different learnings can supply
the same LTM-allowing effect in order to record an otherwise weak learning. This implies
that when one memory is updated or reinforced by reconsolidation, or inhibited by the
extinction process, weak events experienced closely in time can form persistent memories that
ordinarily would not last, due to the capture of the PRPs produced by those concomitant
processes.

In conclusion, our results demonstrate for the first time that memory reconsolidation
(or extinction) can allow the consolidation of a concomitant weak learning, probably through
a synaptic tagging and capture process. Consequently, the response to a particular stimulus
would depend on the effective reactivation of a previous, stronger memory. These findings
reinforce the hypothesis that STC is an integral component of the underlying mechanisms of
LTM formation, and allow new insights concerning the influence of reconsolidation in the

acquisition of memories of otherwise unrelated events during daily life situations.



44

References

Almaguer-Melian W, Bergado-Rosadoa J, Pavon-Fuentesb N, Alberti-Amadorc E, Mercerédn-
Martinezd D, Frey JU. 2012. Novelty exposure overcomes foot shock-induced spatial-
memory impairment by processes of synaptic-tagging in rats. Proc Natl Acad Sci USA
109:953-958.

Ballarini F, Moncada D, Martinez MC, Alen N, Viola H. 2009. Behavioral tagging is a
general mechanism of long-term memory formation. Proc Natl Acad Sci USA 106:14599—
14604.

Barco A, Lopez de Armentia M, Alarcon JM. 2008. Synapse-specific stabilization of
plasticity processes: The synaptic tagging and capture hypothesis revisited 10 years later.
Neurosci Biobehav Rev 32:831-851.

Brown R, Kulik J. 1977. Flashbulb memories. Cognition 5:73-99.

Bustos SG, Maldonado H, Molina VA. 2009. Disruptive effect of midazolam on fear memory
reconsolidation: decisive influence of reactivation time span and memory age.
Neuropsychopharmacology 34:446-457.

Bustos SG, Giachero M, Maldonado H, Molina VA. 2010. Previous stress attenuates the
susceptibility to Midazolam's disruptive effect on fear memory reconsolidation: influence of
pre-reactivation D-cycloserine administration. Neuropsychopharmacology 35:1097-10108

Cahill L, McGaugh JL. 1998. Mechanisms of emotional arousal and lasting declarative
memory. Trends Neurosci 21:294-299.

de Oliveira Alvares L, Pasqualini Genro B, Diehl F, Molina VA, Quillfeldt JA. 2008.
Opposite action of hippocampal CB1 receptors in memory reconsolidation and extinction.
Neuroscience 154:1648-1655.

de Oliveira Alvares L, Engelke DS, Diehl F, Scheffer-Teixeira R, Haubrich J, Cassini LF,
Molina VA, Quillfeldt JA. 2010. Stress response recruits the hippocampal endocannabinoid
system for the modulation of fear memory. Learn Mem 17:202-2009.

de Oliveira Alvares L, Einarsson EO, Santana F, Crestani AP, Haubrich J, Cassini LF, Nader
K, Quillfeld JA. 2012. Periodically reactivated context memory retains its precision and
dependence on the hippocampus. Hippocampus 22:1092-1095.

de Oliveira Alvares L, Crestani AP, Cassini LF, Haubrich J, Santana F, Quillfeld JA. 2013.
Reactivation enables memory updating, precision-keeping and strengthening: exploring the
possible biological roles of reconsolidation. Neuroscience. In press.

Dudai Y. 2012. The Restless Engram: Consolidations Never End. Annu Rev Neurosci
35:227-247.

Flavell CR, Barber DJ, Lee JL. 2011. Behavioural memory reconsolidation of food and fear
memories. Nat Commun 2:1-9.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pasqualini%20Genro%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18554811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Quillfeldt%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18554811

45

Frey S, Frey JU. 2008. ‘‘Synaptic tagging’’ and ‘cross-tagging’’ and related associative
reinforcement processes of functional plasticity as the cellular basis for memory formation.
Prog Brain Res 169:117-143.

Frey U, Morris RG. 1997. Synaptic tagging and long-term potentiation. Nature 385:533-536.

Frey U, Morris RG. 1998a. Synaptic tagging: Implications for late maintenance of
hippocampal long-term potentiation. Trends Neurosci 21:181-188.

Frey U, Morris RG. 1998b. Weak before strong: Dissociating synaptic tagging and plasticity-
factor accounts of late-LTP. Neuropharmacology 37:545-552.

Gold PE, McGaugh JL. 1975. A single-trace, two-process view of memory storage processes.
In: Deutsch D, Deutsch JA, editors. Short-Term Memory. New York: Academic Press. p 355-
378

Lanahan A, Worley P. 1998. Immediate-early genes and synaptic function. Neurobiol Learn
Mem 70:37-43.

Lu Y, Ji Y, Ganesan S, Schloesser R, Martinowich K, Sun M, Mei F, Chao MV, Lu B. 2011.
TrkB as a potential synaptic and behavioral tag. J Neurosci 31:11762-11771.

Martin SJ, Grimwood PD, Morris RG. 2000. Synaptic plasticity and memory: An evaluation
of the hypothesis. Annu Rev Neurosci 23:649-711.

Miyashita T, Kubik S, Lewandowski G, Guzowski JF. 2008. Networks of neurons, networks
of genes: an integrated view of memory consolidation. Neurobiol Learn Mem 89:269-284.

Moncada D, Viola H. 2007. Induction of long-term memory by exposure to novelty requires
protein synthesis: Evidence for a behavioral tagging. J Neurosci 27:7476-7481.

Moncada D, Ballarini F, Martinez MC, Frey JU, Viola H. 2011. Identification of transmitter
systems and learning tag molecules involved in behavioral tagging during memory formation.
Proc Nat Acad Sci USA 108:12931-12936.

Myskiw JC, Benetti F, 1zquierdo 1. 2013. Behavioral tagging of extinction learning. Proc Nat
Acad Sci USA 110: 1071-1076

Nadel L, Hupbach A, Gomez R, Newman-Smith K. 2012. Memory formation, consolidation
and transformation. Neurosci Biobehav Rev 36:1640-1645.

Paxinos G, Watson C. 2007. The rat brain in stereotaxic coordinates. San Diego: Academic
Press.

Redondo RL, Okuno H, Spooner PA, Frenguelli BG, Bito H, Morris RG. 2010. Synaptic
tagging and capture: Differential role of distinct calcium/calmodulin Kinases in protein
synthesis-dependent long-term potentiation. J Neurosci 30:4981-4989.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hupbach%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22465050
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gomez%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22465050

46

Redondo RL, Morris RG. 2011. Making memories last: the synaptic tagging and capture
hypothesis. Nat Rev Neurosci 12:17-30.

Rossato JI, Bevilagua LR, Medina JH, Izquierdo I, Cammarota M. 2006. Retrieval induces
hippocampal-dependent reconsolidation of spatial memory. Learn Mem 13:431-440.

Rossato JI, Bevilaqua LR, lzquierdo I, Medina JH, Cammarota M. 2010. Retrieval induces
reconsolidation of fear extinction memory. Proc Natl Acad Sci USA 107:21801-21805.

Sajikumar S, Frey JU. 2004. Late-associativity, synaptic tagging, and the role of dopamine
during LTP and LTD. Neurobiol Learn Mem 82:12-25.

Sajikumar S, Korte M. 2011. Metaplasticity governs compartmentalization of synaptic
tagging and capture through brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and protein kinase
Mzeta (PKMzeta). Proc Natl Acad Sci USA 108:2551-2556.

Sevenster D, Beckers T, Kindt M. 2012. Retrieval per se is not sufficient to trigger
reconsolidation of human fear memory. Neurobiol Learn Mem 97:338-45.

Sierra RO, Cassini LF, Santana F, Crestani AP, Duran JM, Haubrich J, de Oliveira Alvares L,
Quillfeldt JA. 2013. Reconsolidation may incorporate state-dependency into previously
consolidated memories. Learn Mem. Accepted.

Stratton GM. 1919. Retroactive hypermnesia and other emotional effects on memory. Psychol
Rev 26:474-486.

Suzuki A, Josselyn SA, Frankland PW, Masushige S, Silva AJ, Kida S. 2004. Memory
reconsolidation and extinction have distinct temporal and biochemical signatures. J Neurosci
24:4787-4795.

Suzuki A, Mukawa T, Tsukagoshi A, Frankland PW, Kida S. 2008. Activation of LVGCCs
and CB1 receptors required for destabilization of reactivated contextual fear memories. Learn
Mem 15:426-433.

Tronson NC, Taylor JR. 2007. Molecular mechanisms of memory reconsolidation. Nat Rev
Neurosci 8:262-275.

Wang SH, de Oliveira Alvares L, Nader K. 2009. Cellular and systems mechanisms of
memory strength as a constraint on auditory fear reconsolidation. Nat Neurosci 12:905-912.

Wang SH, Redondo RL, Morris RG. 2010. Relevance of synaptic tagging and capture to the
persistence of long-term potentiation and everyday spatial memory. Proc Natl Acad Sci USA
107:19537-19542.

Young JZ, Isiegas C, Abel T, Nguyen PV. 2006. Metaplasticity of the late-phase of long-term
potentiation: A critical role for protein Kinase A in synaptic tagging. Eur J Neurosci 23:1784—
1794.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Medina%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16882860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Izquierdo%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16882860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cammarota%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16882860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bevilaqua%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21118982
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Izquierdo%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21118982
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Medina%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21118982

Figures
a SOR  SOR
Training Test
SOR SOR 1 ® &0 STM
Hab Hab i [ ]
24h 240 5oR SOR
| Training Test
| ®, e
: 4h LT™M
[ ]

OTraining mTest

Object Exploration %

SOR

ﬂg“h 24h R4n soR CFC SOR
Tramlng _ah Recon.

c SOR SOR
Training Dsﬁﬁh Test
CFC SOR SOR 1h ¥24h
Trainin Hab Hab | Control
ﬁzm’—lz&hl—‘zth CEC SOR
Recon. Test
i S 248 +Recon.
CHX
orVeh
100 - OTraining mTest
(L 13 ELX3
r o L 1
75 rih
50
25 4
0
Veh CHX Veh CHX
Control + Reconsolidation
SOR SOR

Control

ramlnj Test

100 -
1T
B
c 754
]
)
©
| o
0
o 50 4
e
w
Q
o=
Q
o 25
(o]
0 T
STM LTM
b
CFC SOR
100 +

-1h 24h_ s
+1h ’ @ +Reconsolidation

+4h

OTraining mTest

75

Object Exploration %
()]
(e]

Control

4h | h | #1h | +4n

+ Reconsolidation

47

Figure 1 (Figura 3.1). CFC reconsolidation allows wSOR-LTM. All graphs show percent exploration time of
the object switched to a new location in the test session, expressed as mean + SEM. The experimental design is
shown in the top of each panel. a, wSOR training induced STM, but not LTM. b, CFC Reconsolidation
performed 1 h, but not 4 h, before or after wSOR training, allowed wSOR-LTM. ¢, Infusion of CHX in CAl
immediately after reexposition to the CFC context completely blocked its assisting effect on wSOR-LTM. *p <
0.05, ***p < 0.001, **p < 0.001. All other comparisons were not significant. n = 7-14 per group.
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Figure 2 (Figura 3.2). CFC retrieval by itself does not allow wSOR-LTM. All graphs show percent
exploration time of the object switched to a new location in the test session, expressed as mean + SEM. The
experimental design is shown in the top of each panel. a, Nimodipine s.c injection 30 min before CFC context
reexposition completely blocked its assisting effect on wSOR-LTM. b, Short reexposition to CFC context (90
sec) did not induce WSOR-LTM. **p < 0.01, ***p < 0.001, *p < 0.01. All other comparisons were not

significant. n = 7-10 per group.
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Figure 3 (Figura 3.3). Upon AP-5 effect, CFC reconsolidation does not allow wSOR-LTM. All graphs show
percent exploration time of the object switched to a new location in the test session, expressed as mean + SEM.
The experimental design is shown in the top of each panel. a, Infusion of AP5 in CA1 15 min before wSOR
training inhibited wSOR-STM. b, The assisting effect of CFC reconsolidation was completely blocked by AP5
infusion in CA1 15 min before wSOR training. *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001. All other comparisons were
not significant. n = 7-13 per group.
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Figure 4 (Figura 3.4). CFC reconsolidation does not allow vwSOR-LTM. All graphs show percent
exploration time of the object switched to a new location in the test session, expressed as mean + SEM. The
experimental design is shown in the top of each panel. a, vwSOR training did not induce STM. b, CFC
reconsolidation performed 1 h after vwSOR training did not allow its LTM formation. All comparisons were not
significant. n = 10-12 per group.
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Figure 5 (Figura 3.5). Upon DCS effect, CFC reconsolidation allows vwSOR-LTM. All graphs show percent
exploration time of the object switched to a new location in the test session, expressed as mean + SEM. The
experimental design is shown in the top of each panel. a, DCS i.p injection 30 min before vwSOR training
allowed STM b, but not LTM acquisition. ¢, DCS i.p injection 30 min before vwSOR training allowed CFC
reconsolidation to assist LTM formation. *p < 0.05, **p < 0.01, *p < 0.05, **p < 0.001. All other comparisons
were not significant. n = 7-9 per group.
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Control

+Recon.

Figure 6 (Figura 3.6). WM reconsolidation performed 1 h after wSOR training allowed its LTM
formation. Graph shows percent exploration time of the object switched to a new location in the test session,
expressed as mean + SEM. The experimental design is shown in the top of the panel. **p < 0.01, **p < 0.001.

All other comparisons were not significant. n = 7 per group.
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Graph shows percent exploration time of the object switched to a new location in the test session, expressed as
mean + SEM. The experimental design is shown in the top of the panel. **p < 0.01, *p < 0.05. All other
comparisons were not significant. n = 7 per group.
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Figure 8 (Figura 3.8). LTM depends on both Tagging and PRPs synthesis for its maintenance. All
experimental data was grouped in one of the four possible situations during SOR training and related to overall

mean of performance on SOR-LTM test.
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4 DISCUSSAO

Os resultados encontrados neste trabalho (Quadro 4.1 e Figura 3.8), obtidos mediante
diversas manipulacfes comportamentais e farmacologicas, mostram, em conjunto, que a
reconsolidacdo da memoria do Condionamento Aversivo ao Contexto (CAC) pode propiciar a
consolidacdo de um aprendizado fraco concomitante de Reconhecimento Espacial de Objetos
(REO), plausivelmente através de um processo de marcacéo e captura sinaptica (STC, sigla
para synaptic tagging and capture). A reconsolidacdo da tarefa de Labirinto Aquatico de
Morris (LAM) e a extin¢do da memdria do CAC foram igualmente capazes de induzir esse
fendmeno de associacdo. Discutamos entdo os presentes resultados e suas implicacGes de

forma mais aprofundada a seguir.

REO fraco w x

1b REO fraco + Reconsolidagao CAC = w
1c REO fraco + Reativagdo CAC + CHX - x
2a REO fraco + Evocagao Breve CAC - x
2b REQ fraco + Nimodipina + Evocagao CAC - x
3a AP5 + REO fraco x -

3b AP5 + REO fraco + Reconsolidagao CAC - x

4a REO muito fraco x

4b REO muito fraco + Reconsolidagao CAC -
5a,b DCS + REO muito fraco w

5cC DCS + REO muito fraco + Reconsolidagao CAC -

6 REO fraco + Reconsolidagao LAM -

7 REO fraco + Extingao CAC -

SASx x

Osgrupos controle de cada experimento nao estao exibidos, mas

Obs. . . . L
repetidamente replicaram o efeito promotor da reconsolidagao (1b)

Quadro 4.1 - Resumo dos experimentos realizados e dos resultados encontrados. O termo Reconsolidagéo
engloba todas as etapas prévias: Evocacdo-Reativacdo-Reconsolidacdo. O termo Reativacdo (labilizacdo) da
mesma forma engloba: Evocacdo-Rativacdo, indicando que a Reconsolidacao foi inibida. E o termo Evocagéo
apenas, indica que as demais fases foram suprimidas. Elaborado pela autora.
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Até o momento, a relevancia da hipdtese STC para a memoria foi testada através da
associacdo de uma novidade a um protocolo de treinamento fraco, ou a um protocolo forte
submetido a interferéncias, suficiente apenas para induzir STM. A novidade foi capaz de
propiciar a formacdo de LTM de varios paradigmas comportamentais como podemos ver na
Tabela 1.1. De acordo com a hipotese, a novidade induz a sintese de PRPs, as quais sdo entdo
capturadas pelos tags estabelecidos pelas experiéncias fracas (ver Figura 1.9). No entanto,
como apontado por Wang e colaboradores, a novidade poderia simplesmente facilitar a
consolidacdo da memoria per se, isto é, pela estimulacdo da neurotransmissdo na amigdala ou
pela liberacdo de horménios do estresse, um processo que Nao necessariamente requer o
conceito de marcacdo e captura sinaptica aqui discutido (Cahill e McGaugh, 1998; de
Oliveira Alvares et al., 2010; Wang et al., 2010; Gold e McGaugh, 1975). Uma terceira
possibilidade seria o fendmeno envolver um processo STC, mas sem haver um
compartilhamento de PRPs, e, sim, uma facilitacdo da sua sintese pelo proprio evento fraco.
Ver Figura 4.1.

Fendomeno de Facilitacao Fendmeno de Facilitacao
sem envolver um processo STC envolvendo o processo STC,
mas nao o compartilhamento de PRPs

Fraca
Hormonios e stimulacao,
Neurotransmissores
facilitam
Fraca _ a sintese proteica
stimulacao,
Horménios e =
. Marcacao
Neurotransmissores =]
facilitam a
consolidacao

LTP
Tardia

Captura
e o *\ o'

LTP
Tardia

Figura 4.1 - Desenho esquematico de explicagdes alternativas para os resultados observados neste trabalho e na
literatura. Descri¢do no texto. Adaptado e traduzido de Redondo e Morris (2011).
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Esse ndo parece ser 0 caso em nossos experimentos, dado que, pela primeira vez,
eventos ndo relacionados com a novidade (reconsolidagéo e extingdo) foram utilizados para
“fornecer” PRPs para um aprendizado fraco concomitante. Além do mais, a expressdo de
medo durante a evocacdo do CAC nao foi capaz de promover por si s6 o fendbmeno de
associacdo, como podemos ver nos experimentos onde a labilizagdo/reconsolidacdo foi
prevenida ou blogueada (Figuras 3.2 e 3.1C) sem se afetar a resposta aversiva (de Oliveira
Alvares et al., 2013, Sierra et al.,, 2013). Esses resultados, juntamente com diversos
experimentos controle existentes na literatura, apoiam a ideia de que o processo STC e o
compartilhamento de proteinas seriam uma explicacdo plausivel para o efeito promotor da
novidade, previamente observado por outros autores, e 0 da reconsolidacdo e da extincao,
aqui relatados.

Os estudos com novidade também mostraram que o efeito promotor da exploracdo do
Campo Aberto (CA), ou da apreciacdo de um Sabor, ndo se verificava quando o
ambiente/estimulo era familiar aos animais (Moncada e Viola, 2007; Ballarini et al., 2009;
Almaguer-Melian et al., 2012; Myskiw et al. 2013). Curiosamente, neste trabalho quando os
animais foram expostos ao contexto familiar do CAC ou do LAM, um fendmeno de
associacdo consistente foi observado desde que a reexposicéo fosse suficiente para induzir
reconsolidacdo ou extincdo da memdria. Dessa forma, surge a questdo: por que a reexposicao
ao CA ou a um Sabor também ndo induziu 0 mesmo fenébmeno? Estd demonstrado que
existem muitas condi¢Ges experimentais sob as quais a reconsolidacdo parece ndo ocorrer
(Sevenster et al., 2012; Wang et al., 2009). Portanto, € bem plausivel que a reexposicdo ao CA
ou Sabor tenha induzido evocacdo, mas, para estas tarefas e, sob essas condicdes, sem
desencadear um processo de labilizagdo/reconsolidacdo. Nesse caso, PRPs ndo seriam
disponibilizadas para compartilhamento, e o fenbmeno de associa¢do nao ocorreria como foi
observado. Da mesma forma, a evocacdo do CAC sem reconsolidacdo nao exerceu qualquer
efeito promotor (Figura 3.2). Estas observacfes indicam que a evocagdo da memdria, como
esperado, ndo pode promover, por si sO, 0 fendbmeno de associagao propriamente dito.

Neste estudo observou-se que a reconsolidacdo pode propiciar a consolidagdo de um
aprendizado fraco associado, mas o contrario também seria uma possibilidade interessante.
Redondo e Morris (2011) sugeriram recentemente que a reativacdo da memoria poderia
envolver um processo de marcacao sinaptica, o qual seria responsavel pela labilizacdo do
traco mnemonico. Novas PRPs seriam entdo produzidas e capturadas pelas sinapses marcadas,
levando a re-estabilizacdo e manutengdo do trago. Se tal processo realmente ocorre, o efeito

amnésico de inibidores de sintese proteica poderia teoricamente ser prevenido por uma
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experiéncia forte concomitante, como a novidade ou a reconsolidagdo/extingdo de outra
memoria. Por outro lado, inibidores especificos da marcagdo sinéptica, como a Latrunculina e
0 KN-93 em baixas doses, poderiam impedir a labilizacdo e consequentemente a atualizacgéo,
a manutencdo da precisdo e o fortalecimento da memoria (Lee, 2008, 2010; de Oliveira
Alvares et al., 2012, 2013). Ja a facilitacdo deste processo poderia permitir a labilizagdo de
memo@rias resistentes, como as traumaticas e as antigas (Costanzi et al., 2011; Frankland et al.,
2006), e, assim, torna-las novamente vulneraveis e sensiveis a intervencoes.

Outra questdo intrigante acerca dos resultados encontrados surge de um trabalho
publicado por Lee em 2004. Nesse trabalho foi demonstrado que a consolidacdo do CAC
depende da expressdo de BDNF, mas ndo do fator de transcricdo Zif268. Ja a reconsolidagéo
induz e depende da expressdo de Zif268, mas ndo depende de BDNF. Na sequéncia, Lee
(2010) replicou os resultados em um paradigma comportamental semelhante: Efeito
Facilitador da Pré-exposi¢cdo ao Contexto. Nessa tarefa os animais sdo expostos a um contexto
e no dia seguinte retornam ao ambiente e recebem imediatamente um choque nas patas. A
memoria contextual inicialmente neutra (dependente de BDNF, mas ndo de Zif268) €, assim,
atualizada e passa a se tornar aversiva através de um mecanismo de reconsolidacdo
(dependente de Zif268, mas ndo de BDNF). Além do mais, a fase de consolidacdo induziu a
sintese de BDNF, mas ndo de Zif268, enquanto que a reconsolidacdo induziu a sintese de
Zif268, mas ndo de BDNF:

Expressao de BDNF Expressaoc de Zif268

200 4

150 4

% control
% control

100 4

50 4

1 2 3 4 5

1. Maive

2. Apenas exposigao ao contexto

3. Apenas choque imediato

4. Exposigao ao contexto + chogque imediato no dia seguinte
5. Exposigdo ao contexto + reexposigao no dia seguinte

Figura 4.2 - Expressao seletiva de BDNF e Zif268 durante a consolidagéo e a reconsolidagdo da memoria.
Descrig8o no texto. Adaptado de Lee (2010).
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Ora, se a formacdo de LTM depende de BDNF e se a reconsolidagédo ndo induz a
sintese dessa molécula, como entdo ocorreu o fendmeno de associacdo observado neste
trabalho? Algumas explicaces interessantes, que merecem maior investigacdo, podem ser
apontadas: (1) apesar de a consolidacdo necessitar de BDNF, € possivel que, na auséncia
deste, outras proteinas como o proprio Zif268 sejam suficientes para a formacéo de LTM; (2)
apesar de a reconsolidacdo do CAC ndo depender da sintese de BDNF é possivel que ainda
assim leve a sua expressao; (3) talvez a consolidacdo da memdria de Reconhecimento de
Objetos Espacial, ou especificamente o seu protocolo fraco, ndo dependam da expressao de
BDNF; (4) é possivel ainda que a informacdo espacial acerca dos objetos envolva a
atualizagdo da memoria contextual prévia, através de mecanismos mais semelhantes a
reconsolidacdo do que a consolidacdo. De qualquer forma, nossos resultados sugerem que
esses eventos de caracteristicas moleculares e comportamentais distintas ainda assim
compartilhem semelhangas gerais o suficiente para possibilitar a associagéo entre ambos.

Da mesma forma, nds observamos que a extingdo do CAC, apesar de sua natureza
inibitdria, foi também capaz de propiciar a consolidacdo do REO. Por outro lado, também é
possivel promover a consolidacdo de uma extingdo fraca do CAC através da novidade
(Myskiw et al., 2013). Curiosamente, a extincdo é um aprendizado com caracteristicas
peculiares que poderia teoricamente envolver mecanismos semelhantes ao da Depresséo de
Longa Duragdo (LTD) (Shaw et al., 2012; Tsetsenis et al.,, 2011), um fendmeno
eletrofisiologico que opostamente a LTP, causa depressdo da resposta sinaptica (Bear et al.,
2008). Apesar das diferencas entre essas duas formas de plasticidade, foi observado que uma
LTD pode promover a formacdo da LTP, e vice-versa, em um fendbmeno conhecido como
cross-tagging ou cross-capture (Sajikumar e Korte, 2011; Barco et al., 2008). Portanto, 0
fendmeno de associacdo envolvendo a extingdo aqui descrito pode vir a representar, com mais
estudos no futuro, um processo in vivo de cross-tagging.

Como vimos, é possivel interpretar a observacao de que o treino fraco do REO levou a
formagdo de uma LTM através da “captura” de PRPs produzidas durante a reconsolidacédo do
CAC. Se isso é verdade, é plausivel supor que a memoria do CAC poderia de alguma forma
ser prejudicada por essa associacdo... Mas ao que tudo indica, ndo € 0 que acontece: 0S
animais do experimento 1b, que foram treinados no REO e submetidos a reconsolida¢do do
CAC, ndo demonstraram nenhum prejuizo da memoria em um teste realizado no dia seguinte
(ver Figura 4.3). O que esta de acordo com experimentos eletrofisiolégicos, onde
normalmente ndo se observa prejuizo da LTP induzida por um estimulo forte, quando

associada a outro fraco. No entanto, os experimentos deste trabalho ndo foram desenhados
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para testar essa hipétese e, portanto, faltam grupos controle (como reconsolidacdo apenas,

sem treino no RO) para permitir comparac6es e conclusdes mais seguras.

100

75 A

EO 4

25 4

0 T T T
4h

-th +1h  +4h

Expresséao de Medo %

Figura 4.3 - Teste da meméria do CAC 24h apds o experimento 1b. Os animais foram treinados no protocolo
fraco do REO e submetidos a uma sesséo de reconsolidagéo do CAC 4h ou 1h antes, ou, 1h ou 4h apds o treino.
O grupo controle ndo foi submetido & reconsolidacdo. No dia seguinte os animais foram reexpostos ao contexto
do CAC por 4min e a expressdo de medo (freezing) foi quantificada. N&do houve diferenca estatistica entre os
grupos (p = 0.81, ANOVA de uma via). n = 7-9 por grupo.

Podemos assim dizer que houve uma interacdo positiva entre o CAC e o0 REO: o
aprendizado fraco p6de gerar uma memdria duradoura e a memdria forte aparentemente nédo
foi afetada. Mas e se as duas experiéncias fossem fortes? E se fossem muito semelhantes? E a
memoria do REO, € tdo forte e persistente quanto seria se o proprio treino tivesse propiciado a
LTM? Afinal, o que determina qual, e como, seré a interacdo entre dois eventos proximos no
tempo? E possivel, por exemplo, que a interacdo entre dois eventos fortes seja inibitoria, ou,
reforce a expressdo da LTM de uma ou ambas as memdrias. Ou ainda, como observado por
Almaguer-Melian em 2012, € possivel que ndo cause nenhum efeito inicialmente, mas venha
a facilitar a persisténcia mais adiante. Além do mais, a associagédo entre aprendizados muito
similares, como dois treinos de LAM ou de CAC em contextos diferentes, poderia causar
interferéncia e/ou a generalizacdo das memorias. Da mesma forma, a interacdo imediata entre
uma experiéncia e outra mostrou nao ter efeito, mesmo quando o fendbmeno de associacéo era
esperado (Moncada e Viola, 2007; Ballarini et al., 2009). Futuros estudos, mais abrangentes,
poderdo demonstrar interagdes cada vez mais complexas entre diferentes estimulos e os

fatores que os influenciam.
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Também mencionamos inicialmente que um requisito imprescindivel para o fenémeno
de associacdo € a coincidéncia espacial e temporal entre as vias estimuladas. Em
experimentos eletrofisiologicos esse requisito é facilmente assegurado pela citoarquitetura
simples do hipocampo e pelas técnicas precisas de estimulo e registro (Figura 1.8).
Comportamentalmente apenas podemos assegurar que as duas experiéncias sejam
dependentes da mesma estrutura, mas, € dificil, por hora, saber se estdo realmente ativando a
mesma populacdo neuronal. Modelos computacionais e estudos experimentais de “alocacdo
de memorias” (memory allocation) mostram que neurdnios mais ativos num dado momento
tém mais chances de serem recrutados durante a aquisicdo de uma memoria (Silva et al.,
2009; Zhou et al., 2009). Ver Figura 4.4.

A
Episode Eplsodei
B

S LR

Figura 4.4 - Desenho esquematico do modelo de alocagdo de memorias.
Descrigdo no texto. Adaptado de Silva et al. (2009).

Dessa forma podemos esperar que quando uma memdria fraca é codificada, é provavel
que a exposicdo a uma novidade proxima no tempo venha a recrutar uma rede neural similar e
parcialmente sobreposta, a ponto de permitir o fendmeno de associagdo observado nos estudos
até entdo publicados. No entanto, é l6gico esperar que a reconsolidacdo do CAC envolva a
ativacdo de um engrama ja previamente estabelecido. Entdo, como esse evento passaria a
recrutar a mesma populacdo neural da memdria do REO que ocorreu antes desse processo?
Essa é uma questdo intrigante e muito dificil de responder... O primeiro passo seria constatar
que os dois eventos, apesar da aparente incoeréncia, compartilham ao menos parte da mesma
populacdo neuronal (a estrutura anatdmica ja sabemos ser a mesma, pelo menos). O grau de
co-localizacéo poderia ser analisado por meio da marcacéo diferencial dos neurénios ativados
por uma e por outra experiéncia, através da dupla-marcacdo fluorescente com
hibridizacéo in situ para RNA mensageiro de c-fos e imunohistoquimica para pCREB (Zaidi
et al., 2000). Com esses resultados seria possivel entdo especular e avaliar que mecanismos
permitiriam tal fenémeno. A auséncia dessas observagdes diretas ndo invalidam os dados e

hipdteses aqui apresentados, apoiados por uma boa gama de evidéncias tedricas e
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experimentais, mas, com certeza acrescentariam muito ao entendimento dos nossos resultados
e do processamento da memoria em geral.

Também ¢é digno de nota o efeito encontrado pela inibicdo e pela ativacdo parcial do
receptor NMDA. NGs observamos que o0 receptor esta envolvido no processo de marcagao
sinaptica, e, a0 mesmo tempo, também é necessério para a expressdo de STM, como ja
observado anteriormente (Moncada et al., 2011). De acordo com a atual hip6tese STC, o
estabelecimento de um marcador sinaptico e a expressdo da LTP precoce sdo eventos
paralelos e, até certo ponto, independentes. Assim, seria correto esperar que a inibicdo do
processo de marcagdo ndo afetasse a expressao da STM, e vice versa. Esses mecanismos sao
ilustrados no Video 3 da revista Nature (ver Referéncias).

No entanto, o receptor NMDA possui caracteristicas que o colocam em uma posicao
privilegiada nos eventos de plasticidade sinaptica. Esse receptor € o que chamamos de um
detector de coincidéncia e so é ativado a partir de um nivel alto de excitagdo neuronal (Bear et
al., 2008). Entdo, mesmo que 0 processo de marcacao ndo seja necessario para a expressao da
STM, é de se esperar que, se 0 receptor ndo esta ativo o suficiente para induzir a expressao de
STM, também ndo o estara para induzir a marcacao sinaptica, e vice-versa. Esse receptor
parece estar no topo das vias bioquimicas que levam a diferentes formas de plasticidade,
funcional e estrutural, e, portanto, podemos esperar que a sua manipulacdo afete todos os
processos a jusante. De acordo com essa “posi¢do”, a inibicdo dos receptores NMDA também
prejudicaria a sintese de PRPs (Moncada e Viola, 2007; Izquierdo e Medina, 1995; Igaz et al.,
2002). Ndo chegamos a afetar mais essa funcdo, no entanto, dado que o aprendizado do REO
ja ndo era forte o suficiente para induzir sintese proteica.

Da mesma forma, a ativacdo farmacolégica do receptor NMDA com o agonista parcial
D-cicloserina (DCS) foi suficiente apenas para possibilitar a expressdo da marcacdo e da
STM. Mas uma ativacao total certamente afetaria todas as multiplas funcdes desse receptor. Ja
se afetdssemos o0 processo mais adiante na cadeia de eventos bioguimicos, é provavel que o
efeito fosse mais especifico. A inibicdo leve da proteina CaMKII ou do processo de
polimerizagdo da actina, por exemplo, inibe a marcacgéo sinaptica, mas ndo afeta a expresséo
da LTP precoce. (Ramachandran e Frey, 2009; Redondo et al., 2010). Apesar de a
manipulagdo do receptor NMDA possuir efeitos amplos e ndo muito especificos, traz
vantagens praticas que séo Uteis e suficientes para uma primeira analise do fendmeno de
associacao. Nessa situacao a auséncia de STM, por exemplo, € utilizada como um indicativo

de que o marcador sinaptico também ndo deve estar presente, e vice-versa. No entanto, em


http://www.nature.com/nrn/journal/v12/n1/extref/nrn2963-s4.swf
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estudos futuros mais aprofundados seria interessante a utilizagdo de ferramentas mais
especificas.

E importante também ressaltar a relevancia do fendmeno de associac¢io aqui abordado
para a aquisicdo e formacdo de memorias ao longo da vida. Esse fenbmeno poderia explicar
porque memorias de eventos aparentemente sem importancia acabam sendo armazendas
quando em contingéncia de situagbes emocionalmente significativas (Wang et al., 2010). Um
bom exemplo sdo as recordacdes associadas ao dia 09 de Novembro de 2001. Boa parte das
pessoas ndo se recorda de detalhes do cotidiano do dia anterior, muito menos de anos atras.
Mas muitos se lembrardo onde estavam e o0 que estavam fazendo no momento em que
receberam a noticia do ataque as torres gémeas dos EUA, um fenémeno conhecido na
literatura como flashbulb memories (Brown e Kulik, 1977; Stratton, 1919). Experimentos
comportamentais tém demonstrado, como vimos, que a exposicdo a uma novidade é capaz de
promover um efeito promotor semelhante através de um provavel processo STC. No presente
estudo, nos fornecemos a primeira evidéncia de que outros eventos fortes, como a
reconsolidacdo de uma memoria, ou a sua extingdo, podem, da mesma forma induzir o
armazenamento de aprendizados fracos concomitantes. Esses resultados implicam que,
quando uma memdria é atualizada ou reforcada pela reconsolidagdo, ou suprimida pela
extin¢do, eventos ndo relacionados vivenciados préximo no tempo poderiam formar memarias
persistentes, as quais, normalmente, seriam esquecidas em pouco tempo.

Em seu conjunto, enfim, esse trabalho traz novas ideias e contribui¢des significativas
para o estudo dos processos de aprendizado e memdria. Reforca a hipdtese de que esses
processos envolvem mecanismos de marcagao e captura sinaptica, e, adicionalmente, de que
a aquisicdo de um aprendizado pode ndo depender apenas das caracteristicas da propria
experiéncia (forca, repeticdo, relevancia, etc.), mas também da atividade neural prévia e futura

contigua a esse evento.
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5 CONCLUSOES

Os dados aqui apresentados nos permitem concluir especificamente que:

» A reconsolidacdo do CAC pode propiciar a formacao de LTM de um treino fraco de

REO, em uma janela de tempo restrita e dependente de sintese proteica.

» A evocacdo do CAC por si s6, sem o processo de labilizagdo/reconsolidacdo, ndo pode

promover esse fendbmeno de associagéo.

» A ativacdo do receptor NMDA durante o aprendizado fraco do REO é necessaria para

o0 fendmeno de associagao.

» A reconsolidacdo do CAC néo pode propiciar a formacdo de LTM de um aprendizado

muito fraco de REO.

» A facilitacdo farmacoldgica do receptor NMDA durante o treino muito fraco de REO

possibilita o fenbmeno de associacéo.

» A reconsolidacdo de outro paradigma comportamental, o Labirinto Aquético, também

é capaz de promover a formacdo de LTM de um treino fraco do REO.

» Outra experiéncia indutora de sintese proteica, a extingdo do CAC, também pode

promover a formagdo de LTM de um treino fraco do REO.

De forma geral, podemos concluir, entdo, que reconsolidacdo da memoria é capaz de
promover a consolidacdo de um aprendizado fraco concomitante, através de um provavel

processo de marcacgao e captura sinaptica.
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6.2 Material grafico complementar

Video 1 - LTP Precoce: devido a falta de PRPs, uma sinapse que passou por plasticidade
estrutual e funcional retorna ao seu estado basal. Disponivel em:
<http://www.nature.com/nrn/journal/v12/n1/extref/nrn2963-s1.swf>. Acessado em 24 de
Marco de 2013. Material suplementar de Redondo, R. L., & Morris, R. G. M. (2011).
Making memories last: the synaptic tagging and capture hypothesis. Nature reviews.
Neuroscience, 12(1), 17-30.

Video 2 - LTP Tardia: Ap6s modificaces plasticas funcionais e estruturais, PRPs encontram
uma sinapse receptiva com a qual elas podem contribuir. Disponivel em:
<http://www.nature.com/nrn/journal/v12/n1/extref/nrn2963-s2.swf> Acessado em 24 de
Marco de 2013. Material suplementar de Redondo, R. L., & Morris, R. G. M. (2011).
Making memories last: the synaptic tagging and capture hypothesis. Nature reviews.
Neuroscience, 12(1), 17-30.

Video 3 - A inibicdo da plasticidade estrutural (marcacdo sinaptica) ainda permite a
expressdo funcional da LTP precoce, mas esta é de curta duracdo, pois as PRPs
disponiveis ndo podem contribuir para a manutencdo da LTP tardia. Disponivel em:
<http://www.nature.com/nrn/journal/v12/n1/extref/nrn2963-s4.swf> Acessado em 24 de
Marco de 2013. Material suplementar de Redondo, R. L., & Morris, R. G. M. (2011).
Making memories last: the synaptic tagging and capture hypothesis. Nature reviews.
Neuroscience, 12(1), 17-30.
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ANEXO

A seguir estdo os dados que foram mencionados no texto, mas ndo foram incluidos no
artigo submetido. Referem-se aos experimentos de extincdo do CAC e da reconsolidacdo do

LAM respectivamente.

0

Expressédo de Medo %

1-4 min 26-30min

Expressdo de medo (freezing) durante a sessdo de extingdo do CAC, no experimento da Figura 3.7 do artigo.
Houve extincao significativa da memoria de medo: *** p < 0.001 entre o os primeiros e os Ultimos 4 minutos da
sessdo, teste t pareado, n = 7.

100

75

50 %k % [JReativagdo

W Teste

Exploracio do Quadrante Alve %

Veiculo CHX

Exploragdo do quadrante alvo (QA) expressa como porcentagem do tempo total. Os animais foram treinados na
tarefa do LAM durante 5 dias (4 trials/dia) e no 6° dia foram reexpostos ao labirinto sem a plataforma por 1min
para induzir labilizacdo da memoria. Imediatamente apds, receberam injecdo intraperitoneal de CHX (2,2
mg/kg/ml) ou Veiculo (DMSO 1%). No dia seguinte foi realizado um teste para avaliacdo da memoria. Todos o0s
grupos exibiram preferéncia significativa pelo QA durante a reativagdo. Mas no teste o grupo que recebeu CHX
deixou de exibir essa preferéncia. ** p<0.01, ***p<0.001, One Samples T-Test, n = 9-10.



