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RESUMO

A reativacdo de uma memodria € um processo que pode induzir dois
fendmenos aparentemente concorrentes, a extingdo e a reconsolidacao. A
extincdo envolve a reducdo da resposta previamente adquirida a um estimulo
através da formacgao de um novo traco mnemanico. Ja a reconsolidacéo envolve
a modificacdo de um traco mnemaonico previamente estabelecido, seja para o
fortalecimento ou para a atualizacdo deste tragco. Varios estudos discutem a
oposicao entre extingcao e reconsolidacdo, porém pouca atencao foi dada a uma
possivel interacdo entre os dois processos. Trabalhos prévios do nosso grupo
demonstraram que a memoria de extincdo é passivel de reconsolidacéo e que
este processo € dependente de BDNF. Neste trabalho, investigamos os
mecanismos envolvidos na ativacao/expressdo de BDNF e as vias por ele
ativadas na regido CA1 do hipocampo dorsal. Para isso, treinamos ratos Wistar
machos na esquiva inibitéria, induzimos a extingdo da memoria aversiva e
realizamos intervencdes farmacolégicas antes (Ro 25-6981) e/ou depois
(rapamicina, BDNF, anti-BDNF, anisomicina, pep2m, AP5, Ro 25-6981, TCN-
201) da reativacdo desta memodria. Além disso, analisamos a expressao e
fosforilacdo de moléculas de interesse em diferentes tempos ap0s a reativagao
da memoria de extingdo. Como resultado observamos que a administracao de
rapamicina imediatamente, mas nao 6h apés a reativacdo, prejudica a
reconsolidacdo da memoaria de extincao, efeito que foi revertido pela coinfuséo
de BDNF recombinante. Além disso, demonstramos que o trafego de AMPARSs
€ necessario para reconsolidacdo da memaria de extincao e que o BDNF néo é
capaz de reverter o efeito amnésico do bloqueio deste trafego. Por fim,
demonstramos que o0s NMDARs contendo GIuN2B participam da
desestabilizacdo, enquanto os NMDARs contendo GIuN2A participam da
reestabilizacédo do traco durante a reconsolidacdo da memoria de extingédo. Por
fim, nossos resultados sugerem a existéncia de uma via mTOR-BDNF-AMPAR

que atuaria na reestabiliza¢éo do trago mnemaonico.

Palavras-chave: reconsolidacéo, extincdo, mTOR, BDNF, GIuN2A, GIuN2B,
AMPAR.



ABSTRACT

Memory reactivation can induce two apparently competing processes,
namely extinction and reconsolidation. Extinction involves reduction of a
previously acquired response to a stimulus through formation of a new memory
trace. On the other hand, reconsolidation involves modification of a previously
established memory trace, either for its strengthening or updating. Several
studies discuss the opposition between extinction and reconsolidation, but little
attention was given to a possible interaction between them. Previous work by our
group has demonstrated that extinction memory is susceptible to reconsolidation
in a BDNF-dependent manner. In the present work, we investigated the
mechanisms involved in activation/expression of BDNF and the pathways it
activates in CA1 region of dorsal hippocampus. We trained male Wistar rats in
step-down inhibitory avoidance task, extinguished the aversive memory and
performed pharmacological interventions before (Ro 25-6981) and/or after
(rapamycin, BDNF, anti-BDNF, anisomycin, AP5, pep2m, Ro 25-6981, TCN-201)
memory reactivation. In addition, we analyzed expression and phosphorylation of
target molecules at different times after reactivation of extinction memory. As a
result, we observed that rapamycin administration immediately, but not 6 h after
reactivation, impairs reconsolidation of fear extinction, an effect reverted by
BDNF co-infusion. In addition, we showed AMPARs trafficking is required for
reconsolidation of fear extinction and BDNF is not able to reverse the amnesic
effect of AMPARs trafficking blockade. Finally, we observed that NMDARs
containing GIuN2B participate in destabilization, while NMDARs containing
GIuN2A participate in trace restabilization during reconsolidation of fear
extinction. Finally, our results suggest the existence of a mMTOR-BDNF-AMPAR

pathway that would act in the memory restabilization.

Key-words: reconsolidation, extinction, mTOR, BDNF, GIuN2A, GIuN2B,
AMPAR.
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1. INTRODUCAO

Como afirmaram Squire e Kandel (2000) nossa individualidade é definida
pelo acervo de memdrias que possuimos e conseguimos expressar. Estas
memorias nada mais sdo do que representacdes de informacdes que extraimos
do meio, sendo influenciadas pelo nosso conhecimento prévio. Tais memorias
podem persistir por diferentes tempos, desde a memoria sensorial, que mantém
uma breve impressao de um estimulo apos seu desaparecimento, passando pela
memoria de curta duracéo, até memaorias de longa duracéo, que podem perdurar

por toda a vida.

Para perdurar por longos periodos uma memaria precisa passar por um
processo denominado consolidagéo. A teoria da consolidacdo foi inicialmente
proposta por Muller & Pilzecker (1900) ao observarem que a introducao de novas
informacdes, logo apds o aprendizado, interfere na retencdo da memoria. Eles
entdo sugeriram que o tragco mnemaonico é inicialmente instavel e & gradualmente
estabilizado, em um processo posteriormente denominado consolidacéo
(McGaugh, 1966, 2000). Diversos estudos posteriores deram suporte a
existéncia deste processo de estabilizacdo, ao demonstrarem efeitos amnésicos
e promnésicos que ocorriam apenas dentro de uma determinada janela temporal
apos a aprendizagem (Duncan, 1949; Flexner, Flexner, & Stellar, 1965;
McGaugh & Krivanek, 1970; Nader, 2013; Navarro et al., 2005). Uma explicacdo
mais mecanicista para este processo consolidatério foi sugerida por Hebb
(1949). Ele defendia que a excitacdo repetida e persistente de um neurdnio “A”
sobre outro “B” resultaria em algum processo metabdlico ou de crescimento que
aumentaria a eficiéncia de “A” em excitar “B”. Durante a consolidacdo da
memo©ria, ocorreria uma reverberacdo no circuito envolvido, o que resultaria em
um aumento de eficiéncia nas conexdes da rede, estabilizando o trago. A ideia
de Hebb foi corroborada experimentalmente anos depois, quando Bliss e Lomo
(1973) descreveram a potenciacéo de longa duracéo (LTP), a qual é considerada
o0 modelo celular da consolidacdo. Estes pesquisadores estudaram a via
perfurante, que conecta o coOrtex entorrinal e as células granulares do giro
denteado, e observaram que estimulacdes em alta frequéncia resultam em um
aumento duradouro da eficiéncia sinaptica. Mais tarde, a LTP foi também

demonstrada na via das fibras musgosas, que conecta o giro denteado a regiao
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CA3 do hipocampo, na via das colaterais de Schéffer, que conecta CA3 a CA1l,
bem como em outras regides do encéfalo (Andersen, Sundberg, Sveen, &
Wigstroém, 1977; Clugnet & LeDoux, 1990; Collingridge, Kehl, & McLennan, 1983;
Harris & Cotman, 1986; Schwartzkroin & Wester, 1975).

A LTP mais estudada é a que ocorre na via das colaterais de Schéffer.
Para que este evento possa ocorrer, € necesséria a coincidéncia de ativacédo
entre o neurdnio pré-sinaptico e o neurénio pos-sinaptico. Isto se deve ao fato
da ativacéo de receptores N-metil D-aspartato (NMDARS) ser fundamental para
inducdo desta LTP. Estes receptores ionotropicos tem seu canal bloqueado por
uma molécula de magnésio e para que esse bloqueio possa ser removido, a
membrana pés-sinaptica precisa ser despolarizada. Porém, apenas a remocao
do magnésio nédo é suficiente para abertura do canal, pois também é necessaria
a ligacdo do glutamato ao sitio especifico. Assim, o0 neurdnio pré-sinaptico
precisa liberar glutamato em um momento de despolarizacdo do neurbnio pés-
sinaptico para que os NMDARs sejam ativados. Uma vez ativados, os NMDARs
permitem um forte influxo de célcio, o que ativa uma série de cascatas
intracelulares. Uma das moléculas ativadas pelo influxo de célcio é a quinase
dependente de calcio/calmodulina Il (CaMKII). Ao ser ativada, a CaMKII se liga
a subunidade GIuN2B dos NMDARs e fosforila uma série de alvos, levando a um
aumento tanto na condutancia dos receptores a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol propidnicos (AMPARS), quanto na sua insercdo na densidade pOs-
sinaptica. A manutencdo do estimulo na sinapse e, consequentemente, do
influxo de célcio, leva a ativacdo da enzima adenilato ciclase, cuja atividade
resulta na producado de AMPc. O AMPc é responsavel por aumentar a acdo da
proteina quinase A (PKA), que, por sua vez, ativa a via da proteina quinase
ativada por mitégeno (MAPK) no citosol, e migra para o nucleo onde fosforila o
fator de transcricdo CREB (CAMP response element-binding protein). Ademais,
a MAPK também atua no nucleo, aumentando a atividade do fator de transcricao
Elk-1. Estes fatores de transcri¢cdo induzem a sintese de moléculas como o fator
neurotréfico dependente do cérebro (BDNF) e Zif268, que sao importantes para
formacdo de novas sinapses e consequente fortalecimento duradouro da
sinalizacao entre neurénios pré e pos-sinapticos (Baltaci, Mogulkoc, & Baltaci,
2018; Kandel, Schwartz, Jessell, Siegelbaum, & Hudspeth, 2014).
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O grande problema da teoria da consolidacédo € afirmar que, uma vez
estabilizada, a memodria ndo € mais suscetivel a modificacdes. Os primeiros
experimentos desafiando esta ideia surgiram j& na década de 1960. Em 1968
Misanin e colaboradores utilizaram uma tarefa de condicionamento classico, com
um tom como estimulo condicionado (CS) e um choque como estimulo néo-
condicionado (US). Um dia ap0s o pareamento, eles expuseram 0S animais
somente ao tom, reativando o traco, e aplicaram um choque eletroconvulsivo,
tratamento conhecidamente amnésico quando aplicado ap6s aprendizagem. De
acordo com o que propde a teoria da consolidagao, este tratamento ndo deveria
prejudicar a memoria do condicionamento, ja que a janela de consolidacéo ja
havia passado, porém o tratamento foi amnésico. Outros trabalhos também
demonstraram amnésia ou promnésia apos a reativacdo da meméria (Gordon,
1977a, 1977b; Schneider & Sherman, 1968). Com base nisso, uma nova teoria
foi proposta por Lewis. Ele defendia que a memdéria possuia dois estados, um
ativo e um inativo. As memdrias que ndo estavam sendo utilizadas estariam no
estado inativo e seriam resistentes a modifica¢des. J& as memadrias novas e as
reativadas estariam no estado ativo, sendo mais instaveis e suscetiveis a
modificacdes (Lewis, 1979). Apesar dos achados experimentais, pouca atencao
foi dada a essa segunda janela de labilidade até a publicacdo do trabalho de
Nader e colaboradores em 2000. Eles observaram que, ap6s a inducdo de um
condicionamento aversivo, a infusdo do inibidor de sintese proteica anisomicina
(Ani) na amigdala basolateral imediatamente ap0s a apresentacdo apenas do
CS (i.e. reativacao) provocou déficits de memoéria. Os mesmos déficits ndo foram
observados quando a administragcdo ocorreu 6h ap0s ou na auséncia da
reativacdo. Com isso, eles comprovaram que a reativacdo da memoria de fato a
torna labil e para que ela possa permanecer utilizavel precisa passar por um
processo de reestabilizacdo dependente de sintese proteica, que foi denominado

reconsolidacao (Nader, Schafe, & Le Doux, 2000).

A reconsolidagéo possui duas fases. Primeiramente o trago mnemaonico
precisa ser desestabilizado, processo que é iniciado pela reativacdo, e depois
reestabilizado para que possa permanecer utilizavel (Kim, Moki, & Kida, 2011;
S.-H. Lee et al, 2012; Milton et al., 2013). Esta reestabilizacdo possui
semelhancas com a consolidacdo, como a participacdo de NMDARs, MAPK,
PKA e Zif268, mas nao é apenas uma recapitulacdo da mesma, ja que em um
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mesmo tipo de memoria, diferentes moléculas e até diferentes regides cerebrais
atuam na consolidacdo, mas nao na reconsolidacao e vice-versa (Lee, 2004; Lee
& Hynds, 2013; Lima et al., 2009; Tronson & Taylor, 2007). Todo este
processamento é importante para permitir a atualizacdo e o fortalecimento de

memorias previamente aprendidas (Lee, 2008, 2010).

A reconsolidacdo j& foi demonstrada em diversos paradigmas
comportamentais, com diferentes espécies animais e tratamentos (Nader, 2015).
Apesar disso, ndo € universal, ja que em alguns casos o0 traco parece ser
resistente a desestabilizacdo. Memodrias mais fortes, induzidas por treinos
repetidos ou mais intensos, geralmente séo resistentes a tratamentos amnésicos
aplicados apés a reativacdo (Flavell & Lee, 2013; Suzuki, 2004; S.-H. Wang, de
Oliveira Alvares, & Nader, 2009). O mesmo acontece com memarias antigas
(Baratti, Boccia, Blake, & Acosta, 2008; Eisenberg & Dudai, 2004; Frankland,
2006), ou quando o estimulo da reativacdo € previsivel (Morris et al., 2006;
Pedreira, 2004; Rossato et al., 2007), ou quando a reativacado induz a extincao
da memodria (Eisenberg, Kobilo, Berman, & Dudai, 2003; Power, Berlau,
McGaugh, & Steward, 2006; Suzuki, 2004). A extincdo da memoria também é
um possivel resultado da reativacdo de um traco mnemdnico. Ela envolve a
reducao da resposta previamente adquirida a um estimulo. Este processo parece
envolver a formacdo de um novo traco mnemonico que codificaria a auséncia do
estimulo em relacdo ao contexto e/ou outro estimulo associado, bem como
inibiria a expressédo do traco original (Dunsmoor, Niv, Daw, & Phelps, 2015;
Orsini & Maren, 2012; Rescorla, 2001). Como a reativacao pode induzir tanto
extingdo como reconsolidacéo, os dois processos competiriam pela maquinaria
celular e a inducdo de um impediria 0 acontecimento do outro (Flavell & Lee,
2013; Nader, 2003). Véarios estudos discutem a oposicdo entre extincdo e
reconsolidacdo, dando pouca atengdo a uma possivel interacdo entre os dois

processos.

Em um trabalho recente de nosso grupo, observamos que a administragao
de inibidores da sintese proteica (Ani, emetina e cicloheximida), na regido CA1
do hipocampo dorsal, apos a reativacdo da memoria de extingdo, provoca o
retorno da resposta aversiva previamente aprendida. Esta acdo de emetina, Ani

e cicloheximida é dependente do tempo de aplicacéo do farmaco e da reativacgéo,
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0 que é consistente com a existéncia de um processo de reconsolidacdo. Estes
resultados corroboram a ideia de que a extincdo envolve a formacdo de um novo
tragco mnemaonico. Este trago estaria dominando o comportamento durante a
reativacdo e seria perturbado pela inibicdo de sua reconsolidagdo, o que
permitiria o0 retorno da resposta aversiva original (Rossato, Bevilaqua, Izquierdo,
Medina, & Cammarota, 2010).

Posteriormente, nosso grupo demonstrou que, ap0s a reativacdo da
memoria de extingdo, hd um aumento de BDNF, uma neurotrofina responsavel
por promover crescimento, sobrevivéncia e diferenciagdo em neurdnios (Begni,
Riva, & Cattaneo, 2017; Radiske et al., 2015). Além disso, o blogueio da acdo do
BDNF apoés a reativacdo provoca o retorno da resposta aversiva, enquanto a
coadministracdo de BDNF impede os déficits causados por inibidores de sintese
proteica e expressao génica. Estes dados comprovam que esta neurotrofina é
necessaria e suficiente para reconsolidagdo da memoaria de extingdo na esquiva
inibitoria (EI) (Radiske et al., 2015).

O BDNF possui um papel importante na regulacdo dos processos
plasticos associados ao aprendizado (Lu, 2004; Poo, 2001); além de modular a
neurotransmissao excitatoria no hipocampo, o que facilita a LTP (Figurov, Pozzo-
Miller, Olafsson, Wang, & Lu, 1996; Lessmann, Gottmann, & Heumann, 1994;
Takei et al., 1997). Esta neurotrofina aumenta a fosforilacdo das subunidade
GIuN1l e GIuN2B de NMDAR, assim como a expressdo e fosforilacdo de
subunidades de AMPAR (Bekinschtein et al, 2008; Jourdi & Kabbaj, 2013). Ele
também induz modificacdes do tipo estrutural, incluindo a ramificacdo axonal e
a formacgéo de espinhos dendriticos nos neurdnios piramidais da regido CA1 do
hipocampo (Cohen-Cory & Fraser, 1995; Gallo & Letourneau, 1998; Hempstead,
2015; McAllister, Katz, & Lo, 1999; Tyler & Pozzo-Miller, 2001).

A sinalizacdo do BDNF é mediada por dois receptores, TrkB e p75N™R. O
TrkB (Tyrosine receptor kinase B) é o principal responsavel pelos efeitos citados
acima. A interacdo entre BDNF e TrkB leva a ativacdo de varias cascatas
intracelulares (Fig. 1), como as cascatas da MAPK (também denominada ERK),
da fosfolipase C-y (PLC-y) e a via do alvo mecanicistico da rapamicina (MTOR)
(Begni et al., 2017; Bekinschtein et al., 2008; Hempstead, 2015).
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A fosforilagcdo das tirosinas 490 e 515 de TrkB resulta no aumento da
afinidade pela proteina Shc, a qual recruta Grb2. Grb2 forma um complexo com
Sos, que promove a troca de GDP por GTP na Ras, ativando-a. A Ras ativa a
Raf, que fosforila e ativa a MEK. MEK ativa a ERK (MAPK), que fosforila
proteinas no citoplasma e migra para o nucleo. No nucleo, ERK fosforila
diferentes fatores de transcricdo, como Elk-1 e CREB. Como resultado, ocorre
aumento na expressao de diversas moléculas, dentre elas Zif268, c-fos e BDNF
(Begni et al., 2017; Bekinschtein et al., 2008).

Quando fosforilado na tirosina 816, TrkB ativa a PLC-y, que cliva o
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2). Esta clivagem gera inositol-1,4,5-trifosfato
(IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 se liga a receptores no reticulo endoplasmatico
e promove a liberacdo de estoques internos de calcio. O aumento de célcio leva
a ativacdo de proteinas quinases dependentes de calcio/calmodulina, como
CaMKIl e CaMK. CaMKIl e CaMK medeiam diversos processos, dentre eles o
aumento na fosforilagdo de CREB e AMPARSs e a translocagdo de AMPARSs para
a membrana. Além disso, a acédo conjunta de calcio e DAG leva a ativacdo de
proteinas quinases C (PKCs), as quais fosforilam NMDARs, aumentando sua
abertura e o influxo de calcio (Begni et al., 2017; Bekinschtein et al., 2008; Giese
& Mizuno, 2013). Dentre as PKCs é importante destacar uma isoforma atipica, a
PKM(. Esta proteina ndo possui o dominio auto-inibitério e dessa forma, fica
ativa de forma persistente. Sua atividade vem sendo associada a manutencgéo
da memoria de longa duracdo, através do controle do trafego de AMPARSs
(Migues et al., 2010). O BDNF mantém o nivel de ativacdo desta quinase através

de mecanismos ainda ndo descritos (Mei, Nagappan, Ke, Sacktor, & Lu, 2011).

TrkB também é capaz de induzir a ativagédo da via da fosfatidilinositol-3-
quinase (PI3K), através da acdo conjunta de Ras e a proteina adaptadora Gab-
1. PI3K ativa varias moléculas sinalizadoras, dentre elas a quinase Akt, que
fosforila e inibe o heterodimero TSC1-TSC2. Ao ser fosforilado, o heterodimero
TSC1-TSC2 deixa de inibir a GTPase Rheb, que é um ativador direto de mTOR.
MTOR € uma proteina serina-treonina quinase de alto peso molecular, associada
a funcbes como crescimento celular e plasticidade sinaptica, as quais realiza
através da regulacdo da traducdo de um subgrupo de mRNAs. A ativagdo de

MTOR permite sua juncdo com as proteinas Raptor (regulatory-associated
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protein of MTOR), mLST8 (mammalian lethal with SEC13 protein 8), Deptor (DEP
domain-contaning mTOR-interacting protein), Ttil (Tel two-interacting proteinl),
Tel2 (telomere mantainance 2) e PRAS40 (proline-rich Aktl substrate 40 kDa)
para formar o complexo mTOR 1 (mTORC1). mTORC1 fosforila as proteinas
ligadoras do fator eucariético de iniciacao 4E (4E-BPs), o que permite a formacéo
do complexo eucaridtico de iniciacdo 4F (elF4F) e o inicio da traducéo de varios
MRNAs. Além disso, mMTORC1 também ativa a quinase p70S6 (p70S6K ou S6K),
que regula a fosforilacdo e sintese da proteina ribossomal S6, bem como
aumenta a atividade de fatores envolvidos nas fases de iniciacao e alongamento
da sintese proteica (Begni et al., 2017; Dunlop & Tee, 2009; Giese & Mizuno,
2013; Slipczuk et al., 2009). Dentre as varias moléculas cuja sintese podem ser
induzidas pela atividade de mTOR, encontra-se o proprio BDNF (Baj, Pinhero,
Vaghi, & Tongiorgi, 2016; Moy, Khoutorsky, Asiedu, Dussor, & Price, 2018). A
via Ras-Erk auxilia a ativacao da via PI3K-Akt-mTOR, ja que ERK fosforila TSC2,
retirando sua inibicdo sobre mTOR (Mendoza, Er, & Blenis, 2011), bem como
facilita a ativacdo da Akt. Esta facilitagdo acontece através da ativacdo da
protease calpaina-2, que degrada PTEN (phosphatase and tensin homolog
deleted on chromosome 10), uma fosfatase que inibe a atividade de Akt (Briz et
al., 2013).

\ *{ SR CRcB Elk-1 J 7if263 RS
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Figura 1. Representacao esquematica de cascatas ativadas pelo receptor TrkB. A fosforilagao
de TrkB resulta no aumento de afinidades por proteinas adaptadoras como Shc, Grb2, Gab-1.
Grb2 forma um complexo com Sos, que ativa a Ras. A Ras ativa a Raf, que fosforila e ativa a
MEK. MEK ativa a ERK, que fosforila proteinas no citoplasma e migra para o nucleo. No nucleo,
ERK fosforila fatores de transcrigdo, como Elk-1 e CREB. A acdo conjunta de Ras e Gab-1 resulta
na ativacdo da PI3K. PI3K ativa a quinase Akt, que fosforila e inibe o heterodimero TSC1-TSC2.
Ao ser fosforilado, o heterodimero TSC1-TSC2 deixa de inibir Rheb, um ativador direto de mTOR.
mTOR interage com proteinas como Raptor, Deptor e outras para formar o mTORC1, que
aumenta a sintese proteica através da ativacdo da S6K e inibicao das 4E-BPs. A via Ras-ERK
auxilia na ativacdo da via PI3K-Akt-mTOR. Além da participagao de Ras na ativagdo de PI3K,
ERK fosforila e inativa TSC2 e auxilia na ativagdo de Akt através da indugéo da degradacéo de
PTEN pela calpaina-2. A fosforilagcdo de TrkB também ativa a PLC-y, que cliva o PIP2, gerando
IPs e DAG. O IP3 promove a liberacao dos estoques internos de calcio, o que resulta na ativacéo
de proteinas como CaMKIl e CaMK, as quais medeiam a translocacgéo e fosforilagdo de AMPAR,
bem como a fosforilagdo de CREB. A a¢&o conjunta de DAG e calcio ativa PKCs, que fosforilam
NMDAR, aumentando sua atividade. O BDNF mantém os niveis de atividade da PKM(, que

promove a insercdo de AMPAR.

Varias das moléculas ativadas nessas vias downstream ao BDNF tem
papel importante em etapas do processamento mnemaonico. A atividade de ERK
em regides como amigdala e hipocampo € importante para 0 armazenamento,
reconsolidacdo e extincdo de memorias aversivas (Adams & Sweatt, 2002;
Atkins, Selcher, Petraitis, Trzaskos, & Sweatt, 1998; Cestari, Costanzi,
Castellano, & Rossiarnaud, 2006; Duvarci, Nader, & LeDoux, 2005; Fischer et
al., 2007; Krawczyk et al., 2015; Schafe et al., 2000). O bloqueio da atividade da
CaMKIl gera déficits na memodria, enquanto 0 aumento de sua expressao
melhora o desempenho mnemodnico (Cammarota, Bernabeu, Levi De Stein,
Izquierdo, & Medina, 1998; Coultrap & Bayer, 2012; Elgersma, 2004; Giese &
Mizuno, 2013; Irvine, von Hertzen, Plattner, & Giese, 2006; Lisman, Schulman,
& Cline, 2002; Lucchesi, Mizuno, & Giese, 2011). Modificacbes nas subunidades
gue compdem os AMPARSs expressos ha membrana, bem como a fosforilacdo
destas subunidades sdo processos hecessarios para armazenamento, evocacao
e reconsolidacdo de memorias (Cammarota et al., 2004; Rao-Ruiz et al., 2011;
Sachser, Haubrich, Lunardi, & de Oliveira Alvares, 2017; Slipczuk et al., 2009;
Thoeringer et al., 2012). Dentre estas moléculas podemos destacar mTOR. A
inibicdo de mTOR pela rapamicina provoca déficits na fase tardia da LTP, a qual
€ dependente de sintese proteica (Tang et al., 2002); prejudica memorias
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espaciais e aversivas (Bekinschtein et al., 2007; Dash, Orsi, & Moore, 2006;
Slipczuk et al., 2009); bem como afeta a consolidacédo e a reconsolidacéo da

memoéria de reconhecimento (Jobim et al., 2012; Myskiw et al., 2008).

O mTOR integra sinais internos e externos para controlar a funcéo celular.
Estes sinais externos advém de fatores de crescimento, como o BDNF discutido
anteriormente, mas também de neurotransmissores como o glutamato, atuando
sobre NMDARs (Gong, Park, Abbassi, & Tang, 2006; Ru, Peng, Zhong, & Tang,
2012). Estes receptores tem um papel central no processamento mnemonico,
atuando na aquisi¢cdo, consolidacao, extingdo, evocacao, reconsolidacao e até
no esquecimento da memoaria (Hafenbreidel, Rafa Todd, & Mueller, 2017; Lopez,
Gamache, Schneider, & Nader, 2015; Morris, 2013; Sachser et al., 2017;
Yamada, Arai, Suenaga, & Ichitani, 2017).

Apesar de ja conhecermos todos estes mecanismos associados a acao
do BNDF e a importancia desta molécula para reconsolidacdo da memoria de
extingdo, ainda ndo se sabe quais destas vias séo recrutadas durante este
processo de reconsolidacdo, bem como quais vias induzem a sintese deste
BDNF. O melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na reconsolidacao
da memoéria de extincdo tem grande importancia devido a seu potencial
terapéutico. Alguns distirbios como o transtorno do estresse pés-traumatico
(PTSD) estdo associados com a expressao exagerada de memorias aversivas.
Algumas das terapias utilizadas no tratamento deste transtorno envolvem os
mecanismos da extingdo, porém estdo associados a recidivas devido a
ocorréncia de fenbmenos como a recuperagdo espontanea. Como discutido
anteriormente, uma das funcdes da reconsolidacéo é o fortalecimento do traco
mnemaonico. Neste sentido, o melhor entendimento das cascatas que permeiam
a reconsolidacdo da memoria de extingdo poderia resultar no desenvolvimento
de estratégias para o fortalecimento desta memoria, levando a melhores
prognoésticos para os pacientes (Parsons & Ressler, 2013; A. Radiske et al.,
2015; Smith, Doran, Sippel, & Harpaz-Rotem, 2017). Assim, no presente trabalho
buscamos investigar melhor os mecanismos moleculares envolvidos na

reconsolidacdo da memdria de extincdo de ratos submetidos a El.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Investigar os mecanismos envolvidos na ativacao/expressédo de BDNF e
as vias por ele ativadas na regido CA1l do hipocampo dorsal de ratos Wistar

durante a reconsolidacdo da memoria de extincdo na El.

2.2. Objetivos Especificos

1. Verificar se a inibicdo de mTOR na regido CA1 do hipocampo dorsal

apos a reativacdo da memoria de extingdo inibe sua reconsolidacéo

2. Investigar se 0 mTOR esta upstream ao BNDF necessario durante a

reconsolidacéo da memaria de extingao.

3. Investigar se o trafego de AMPARS é necessario para reconsolidacéo

da memodria de extincdo e a relacéo deste trafego com o BDNF-.

4. Verificar se a inibicdo de NMDARs na regidao CA1 do hipocampo dorsal

apos a reativacdo da memoaria de extingdo inibe sua reconsolidacéo

5. Investigar o possivel papel diferencial das subunidades GIuN2A (ou
NR2A) e GIuN2B (ou NR2B) do NMDAR na reconsolidacdo da memoria de

extincao.

6. Verificar se esta reconsolidagdo da memoria de extingdo €
acompanhada pelo aumento da expressao e/ou fosforilagdo de mTOR, bem

como das subunidades que compdem os receptores NMDA e AMPA.
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3. METODOLOGIA
3.1. Animais, Cirurgia Estereotéxica e Infusdes

Utilizamos 867 ratos (Rattus novergicus) Wistar machos com
aproximadamente 3 meses de idade e pesando entre 300 e 380g nos
experimentos descritos. Mantivemos 0s animais em grupos de 5, em racks
ventilados (Alesco, temperatura: 21-23 ° C) com livre acesso a 4gua e comida,
em um ciclo claro/escuro de 12/12 horas (luzes acesas as 6:30).

Para realizacdo da cirurgia estereotaxica, anestesiamos 0s animais com
guetamina (90 mg/Kg, i.p.) e xilazina (10 mg/Kg i.p.) e implantamos
bilateralmente canulas-guia (22 g, 9 mm) na regido CA1 do hipocampo dorsal
(antero-posterior = - 4,2; latero-lateral = + 3,0; dorsoventral = -2,0 em relagdo ao
bregma). Apos 5 dias de recuperacao, manipulamos os animais por 3 dias para

s6 entdo realizarmos os procedimentos experimentais.

Durante os tratamentos farmacoldgicos utilizamos uma agulha acoplada
a um tubo de polietileno conectado a uma micro-seringa Hamilton. Infundimos 1
pl/lado por 60s com o auxilio de uma bomba de infusdo. Ao término, deixamos a
agulha no local por 60s adicionais para garantir a difusdo da droga. Todo esfor¢o
possivel foi realizado com o intuito de diminuir o nimero de animais utilizados,
bem como |hes evitar sofrimento. Todos os procedimentos foram aprovados pelo
comité de ética no uso de animais da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte (parecer 023.034/2017, em anexo).

3.2. Esquiva Inibitoria

Para cumprir os objetivos propostos utilizamos o protocolo de
reconsolidacdo da extingcdo na esquiva inibitoria (Radiske et al., 2015; Rossato
et al., 2010). O aparato consiste em uma caixa de acrilico (50 x 25 x 25 cm) com
piso formado por uma grade de barras metélicas conectadas a uma fonte de
corrente elétrica. Em um extremo desta caixa e sobre a mencionada grade
localiza-se uma plataforma de 5 cm de altura, 8 cm de largura e 25 cm de
comprimento. Durante a sessdo de treino colocamos 0s ratos na plataforma e
aplicamos um choque elétrico (0,4 mA por 2 s) no momento em que desceram

completamente dela (quatro patas sobre a grade). Retiramos os animais da caixa
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imediatamente ap0s o choque. Com um unico treinamento, o animal associa a
descida ao estimulo aversivo e passa a permanecer na plataforma. Para
extinguir esta resposta, submetemos os animais a cinco sessdes néo reforgadas
com 24h de intervalo entre cada uma. Nestas sessOes colocamos 0s animais
novamente na plataforma até que descessem, ndo aplicamos choque e
permitimos 30s de exploracdo apos a descida. Para reativar a memoéria de
extingcdo, recolocamos os animais na plataforma, 24h apos a Ultima sesséo de
extingdo e retiramos logo apds descerem. A retencdo da memoria foi avaliada
em sessoOes de teste, realizadas 1 ou 7 dias apds a reativacdo da memoéria de
extincdo. Nesta sessdo, colocamos os animais na plataforma e medimos a
laténcia para descida. Excluimos das andalises os animais que ndo expressaram
a memoria aversiva na primeira sessdo de extincdo (i.e laténcia menor do que
50 s); que ndo extinguiram a memdria aversiva; ou que ndo reativaram a
memoria de extincao (i.e. laténcia superior a 30 s na sessédo de reativacao). Em

média, excluimos 31,09 £ 12,19% dos animais.
3.3. Delineamento dos experimentos farmacolégicos

Para realizacdo dos experimentos farmacolégicos, treinamos os ratos na
El, induzimos a extingdo da memaria aversiva resultante nos 5 dias seguintes e
reativamos a memoéria de extingdo 24h apds a Ultima sessao de extincédo.
Imediatamente apdés esta reativacdo, administramos veiculo (Veh, solucdo
salina), rapamicina (25 uM, Rapa, antagonista de mTOR), Torin 2 (500 uM,
antagonista de mTOR), Ani (160 pg/uL, inibidor de sintese proteica), BDNF
recombinante (0,25 ug/uL), pep2m (5 pM, inibidor do trafego de AMPARS), AP5
(5 pg/uL, antagonista de NMDARs), TCN-201 (0,05 pg/uL, antagonista
especifico de NMDARs contendo a subunidade GIuN2A), ou Ro 25-6981 (2,5
ug/ul, antagonista especifico de NMDARs contendo a subunidade GIuN2B). Por
fim, testamos os animais 1 ou 7 dias apds a reativacdo da memoria de extingéo
(Fig. 2 A). Em parte dos experimentos, administramos Veh ou Ro 25-6981 15
minutos antes da sessdo de reativagdo, e anticorpo inibidor da atividade de
BDNF (1 ug/ul, BDNFab), IgG controle, Veh ou Rapa imediatamente apos a
reativacdo. Nestes casos, a retencdo da memoria de extingcdo também foi

avaliada 1 ou 7 dias ap0s a sesséo de reativacao (Fig. 2 B).
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‘ ‘ Reativagdo |ﬁ‘

| Treino ‘ ‘ Extingao Teste
Dia 1 Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia 7 Dias 8 e 14
B
| Treino | | Extingio | ‘ Reativagio | ﬁ | Teste
Dia 1 Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia 7 Dias 8 ¢ 14

Figura 2. Delineamento dos experimentos farmacolégicos.

3.4. Immunoblotting e obtencéo de fracdo enriquecida em densidade

pOs-sindptica

Treinamos os animais na El, induzimos a extingdo da memoria aversiva

nos 5 dias seguintes e 24h apo6s a Ultima sessdo de extincdo reativamos a

memoria de extingdo. Imediatamente, 30, 90, 180 ou 360 minutos apds a

reativacdo da memoria de extingdo eutanasiamos 0s animais por decapitacdo

(Fig. 3 A). Como controle, também eutanasiamos um grupo de animais que ndo

passou por qualguer procedimento experimental, sendo apenas manipulados

(naive) (Fig. 3 C), e outro grupo que passou pelo treino e extincdo, mas nao pela

sesséo de reativagdo (Ext, Fig. 3 B).

A
Treino | | Extingdo | | Reativagio e Eutanasia
Dia 1 Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia 7
B
| Treino | | Extingdo
Dia 1 Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia 7
C
Dia 1 Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia 7

Figura 3. Delineamento dos experimentos de Immunoblotting.

Imediatamente apdés a decapitacdo, dissecamos a regidao CAl do

hipocampo dorsal e a congelamos rapidamente em nitrogénio liquido. Utilizamos
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dois animais para compor cada niumero amostral do immunoblotting. Assim,
homogeneizamos 4 CAls em 3 mL de tampéo 1 (Tris-HCL 10 mM, pH 7,4,
contendo sacarose 0,32 M, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, fluoreto de sodio 50 mM,
ortovanadato de sédio 2 mM e pastilha com inibidores de proteases). Retiramos
400 pL deste homogenato total (HT) e aliguotamos. Em seguida, centrifugamos
0 restante do homogenato a 1000 g por 10 min (4 °C). Homogeneizamos 0
sobrenadante resultante e o centrifugamos a 10.000 g por 15 min (4 °C).
Descartamos 0 sobrenadante resultante e ressuspendemos o precipitado em
600 pL de tampéo 2 (Tris-HCL 10 mM, pH 7,4, contendo EDTA 1 mM, PMSF 1
mM, fluoreto de sdédio 50 mM, ortovanadato de sodio 2 mM e pastilha com
inibidores de proteases). Homogeneizamos o material ressuspendido, retiramos
uma aliquota de 50 uL e adicionamos o0 mesmo volume de tampéo 3 (Tris-HCL
10 mM, pH 7,4, contendo Triton x-100 6%, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, fluoreto
de sédio 50 mM, ortovanadato de sddio 2 mM e pastilha com inibidores de
proteases). Colocamos o material sob leve agitacdo durante 15 min (4 °C) e, em
seguida, centrifugamos a 18.000 g por 30 min (4 °C). Descartamos o
sobrenadante resultante e ressuspendemos o precipitado em 300 ul do tampéo
2. Por fim, homogeneizamos o material ressuspendido, obtendo a fracao

enriguecida em densidade pos-sinaptica (fPSD; Fig. 4).
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Tampio 1 (T1)
* Tris-HCL 10 mM pH 7,4
* Sacarose 0,32 M
*EDTA1 mM
* Fluoreto de Sadio 50 mM
* Ortovanadato de sédio 2 mM
* Pastilha
* PMSF 1mM

Tampio 2 (T2)
*|gual ao T1, porém sem
sacarose

Tampio 3 (T3)
* T2 com adi¢do de Triton x-100
6%

. Ressuspengdo em 300 pl de T2
| * Homogeneizagdo

oY

P1

P3

CA1 (2 animais)

| Retirada e armazenamento de 400 pL I

:

L

Q

* Homogeneizagdo em 3000 L (T1) ‘

K Centrifugacdoa 1000 g por 10 min (4 °C) ‘

" J

* Homogeneizagdo

* Centrifugacdoa 10000 g por 15 min (4 °C) |

4

S3

. Ressuspencdo de P2 em 600 piL de T2 |
| * Homogeneizagdo

-

Retirada e armazenamento de 50 pL |

|+ Adigo de 50 pL (T3) ‘

* Incubagdo por 15 min (4°C)

* Centrifugacdoa 18000 g por 30 min (4 °C) ‘

\

Figura 4. Representacdo esquemaética do fracionamento das amostras para immunoblotting. P
= precipitado; S = sobrenadante, HT = Homogeneizado total, fPSD = fra¢&o rica em densidade

pos-sinaptica.

Posteriormente, determinamos a concentracdo proteica de HT e fPSD
através do método de Bradford e submetemos quantidades iguais de proteina a
separacdo eletroforética (SDS-page). Em seguida, transferimos as bandas
proteicas para membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF). Por fim,
realizamos a deteccdo imunoldgica das proteinas utilizando anticorpos anti-
MmTOR (Cell Signalling, 1:10.000), anti- pSer2448-mTOR (Cell Signalling,
1:5.000) e anti-pSer2481-mTOR (Santa Cruz, 1:5.000) no HT; e anti-GluN2A
(1:20.000), anti-GIuN2B (1:5.000), anti-pSer1303-Glun2B (Upstate, 1:5.000),
anti-NR1 (Cell Signalling, 1:10.000), anti-GluR1 (UBI, 1:80.000) e anti-GluR2/3
(UBI, 1:80.000) no fPSD, além de anticorpos secundarios acoplados a um
sistema quimioluminescente (anti-lgG HRP). Detectamos a imunorreatividade
utilizando reagente para deteccdo de quimioluminescéncia (Amersham ECL
Prime, GE Healthcare) e analisamos a densidade das bandas com o auxilio do
programa ImageQuant TL (GE Healthcare).
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3.5. Analise Estatistica

Avaliamos a normalidade e homocedasticidade dos dados através dos
testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Considerando a natureza nao
paramétrica dos dados comportamentais, utilizamos o teste de Kruskal-Wallis,
seguido de post-hoc de Dunn para comparac¢des entre multiplos grupos. Ja para
andlise dos dados de immunoblotting, que apresentaram distribuicdo normal,
utilizamos ANOVA de uma via, seguida de post-hoc de Sidak. Consideramos
significativas diferencas com p < 0,05. Realizamos os procedimentos estatisticos

com auxilio do programa GraphPad Prism 6 para Windows.
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4. RESULTADOS

4.1. A atividade de mTOR € necesséria para reconsolidacdo da

memaoria de extingao

Para investigar o possivel papel de mTOR na reconsolidacdo da memdria
de extincdo, treinamos os animais na El, induzimos a extincdo da memdria
aversiva e ap0s a reativagdo (RA) da memoria de extingdo infundimos Veh, Rapa
ou Torin 2. A administracdo de ambos antagonistas resultou em aumento na
laténcia para descida da plataforma 1 e 7 dias apds a RA, evidenciando um
prejuizo na retencdo da memoria de extincdo (H 13 = 110,4, p < 0,0001; Rapa:
p < 0,01 em ambos os tempos; Torin: p > 0,05 1 dia ap6s RA e p < 0,01 7 dias
apos RA, Fig. 5 B, N = 8-19). Nao observamos o mesmo efeito quando a
administracdo de Rapa ocorreu 6h apds ou na auséncia da reativacdo da
memoria de extincdo (p > 0,999 para todas as comparacdes, Fig. 5 B). Estes
resultados indicam que a atividade de mTOR é necesséria para ocorréncia da
reconsolidacdo da memoéria de extincdo. Apesar disto, ndo observamos
alteracdes significativas nos niveis totais de mTOR (F (5,18 = 0,63, p = 0,67; Fig.
5 D, N = 4), ou na fosforilacdo desta molécula nas serinas 2481 (F (s,30) = 0,52, p
= 0,75; Fig. 5 E, N = 6) e 2448 (F 518 = 0,74, p = 0,6; Fig. 5 F, N = 4) nos
intervalos de tempo testados.
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Figura 5. (A) Delineamento do experimento comportamental. Treinamos os animais na El (TR)
e, a partir do dia seguinte, os submetemos a uma sessao diaria de extingdo durante 5 dias. Um
dia apo6s a ultima sessédo de extingdo, reativamos a memoria de extingdo e logo em seguida ou
6h depois administramos Veh, Rapa ou Torin 2 bilateralmente na regido CA1 do hipocampo
dorsal. Em parte dos animais, a administracdo ocorreu na auséncia de RA. Avaliamos a retencéo
da memdria de extingdo 1 e 7 dias apds a RA. (B) A atividade de mTOR é necessaria para
reconsolidagdo da memoéria de extingdo. A infusdo de Rapa ou Torin imediatamente apds a
reativacao da memoria de extingéo provocou déficits na retencéo desta meméria. O mesmo efeito
nao foi observado com a infusédo de Rapa 6h apds ou na auséncia da RA. Dados expressos
como mediana e intervalo interquartil, * p < 0,05 (post-hoc de Dunn apés Kruskal-Wallis) quando
comparado ao respectivo veiculo. N = 9-15. (C) Delineamento do experimento para
immunoblotting. Treinamos os animais na El e, a partir do dia seguinte, os submetemos a uma
sessdo diaria de extingdo durante 5 dias. Um dia ap0ds a ultima sessao de extingdo, reativamos
a memoria de extingdo e eutanasiamos grupos de animais em diferentes intervalos de tempo
(imediatamente, 30, 90, 180 e 360 min apdés a RA). Dissecamos a regido CA1l do hipocampo
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dorsal e a processamos para Immunoblotting. Como controle, eutanasiamos um grupo de
animais que ndo passou por nenhum procedimento experimental (Naive) e outro que ndo passou
pela sesséo de reativagdo (Ext). A reativagdo da memoria de extingdo ndo induziu alteracdes
significativas nos niveis totais de mTOR (D, N = 4), ou na sua fosforilagao nas serinas 2481 (E,
N = 6) e 2448 (F, N = 4). Dados expressos como média + erro padrao.

42. A coinfusdo de BDNF reverte os efeitos amnésicos da

Rapamicina

Em um trabalho anterior, nosso grupo demonstrou que o BDNF é
necessario e suficiente para a reconsolidacdo da memdria de extingdo (A.
Radiske et al., 2015). Sabendo que mMTOR também é necessario neste processo
reconsolidatério e que ele pode induzir a sintese de BDNF (Baj et al., 2016; Moy
et al., 2018), investigamos se 0 MTOR estaria upstream ao BDNF durante a
reconsolidacdo da memoaria de extingdo. Para isso, treinamos 0s animais na El,
induzimos a extincdo da memoria aversiva e ap0s a reativacao desta memoria
infundimos Veh, Ani, Rapa, Ani juntamente com BDNF ou Rapa juntamente com
BDNF (Fig. 6 A). Como esperado, tanto a administracdo de Rapa, quanto de Ani
induziu aumento na laténcia para descida da plataforma, evidenciando um déficit
na retencdo da memdéria de extincdo (H (9) = 55,22, p < 0,0001; Ani: p <0.05 1
dias apos RA e p < 0,01 7 dias ap6s RA; Rapa: p < 0,01 1 dias ap6s RA e p <
0,001 7 dias apos RA; N = 7-11, Fig. 6 B). Em consonancia com dados
publicados anteriormente (Radiske et al., 2015), a coadministracdo de BDNF
impediu o déficit provocado pela administracdo de Ani (p > 0,999). Além disso, a
coinfusdo de BDNF também reverteu o déficit provocado pela Rapa (p > 0,999),
0 que sugere que esta neurotrofina esta downstream ao mTOR e que sua
expressdo é suficiente para ocorréncia da reconsolidacdo da memoria de

extingdo, mesmo com o bloqueio da atividade de mTOR (Fig. 6 B).
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Figura 6. (A) Delineamento experimental. Treinamos os animais na El e, a partir do dia seguinte,
0s submetemos a uma sesséo diaria de extingdo durante 5 dias. Um dia apds a Ultima sessao
de extingdo, reativamos a memodria de extingdo e, logo em seguida administramos Veh, Ani,
Rapa, Ani juntamente com BDNF ou Rapa juntamente com BDNF bilateralmente na regido CAl
do hipocampo dorsal. Avaliamos a retengcdo da memdria de extingdo 1 e 7 dias apos a RA. (B)
mTOR controla a sintese de BDNF necessaria para reconsolidagdo da memaria de extingdo. A
administracdo de Ani ou Rapa provocou déficits na retencdo da memdria de extingédo, os quais
foram revertidos pela coadministracdo de BDNF. Dados expressos como mediana e intervalo
interquartil, * p < 0,05 (post-hoc de Dunn apés Kruskal-Wallis) quando comparado ao respectivo
veiculo (N = 7-11).

4.3. O BDNF atua na reconsolidacéo através do controle do trafego
de AMPARSs.

Nossos resultados sugerem a existéncia de uma via mTOR-BDNF durante
a reconsolidacdo da memoria de extingdo. Sabe-se que esta neurotrofina atua
através de diversos mecanismos para induzir plasticidade e que uma parte
importante desses mecanismos € a inducao da sintese de proteinas (Genheden
et al., 2015; Leal, Comprido, & Duarte, 2014; Panja & Bramham, 2014). Porém,
nés demonstramos que o BDNF é suficiente para reconsolidacdo da memoria de
extincdo mesmo quando a sintese proteica esta bloqueada em diferentes niveis.

Assim, deve haver um mecanismo independente de sintese proteica através do
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qual o BDNF mantém a reestabilizacdo da memdéria. Considerando que o BDNF
controla o trafego de AMPARSs para membrana e que este trafego € importante
para reconsolidagédo em outros delineamentos experimentais (Bhattacharya et
al., 2017; Jourdi & Kabbaj, 2013; Rao-Ruiz et al., 2011; Rossato et al., 2019),
hipotetizamos que este € o mecanismo através do qual o BDNF mantém a
reestabilizacdo do traco mnemonico durante a reconsolidacdo. Para testar esta
hip6tese, antagonizamos uma das vias de trafego de AMPARSs, utilizando um
inibidor da interacédo da subunidade GluR2 do AMPAR com a proteina NSF (N-
ethylmaleimide-sensitive fusion protein), o pep2m (Ralph et al., 2001).
Primeiramente, buscamos determinar se esta via de trafego de AMPARs é
importante durante a reconsolidagdo da memoria de extincdo. Para tanto,
treinamos os ratos na El, induzimos a extingdo da memoaria aversiva e, logo apés
a reativacao, administramos Veh ou pep2m na regidao CA1 do hipocampo dorsal.
Como resultado, observamos que esta infusdo provocou o aumento na laténcia
para descida da plataforma avaliada 1 e 7 dias ap0s a RA, evidenciando prejuizo
na retencdo da memaria de extin¢ao (H 7y = 38,31, p < 0,0001; p < 0,001 1 dias
apos RA; p < 0,01 7 dias apdés RA; N = 7-9, Fig. 7 B). O mesmo déficit ndo foi

observado quando infundimos o pep2m na auséncia de RA (p > 0,999, Fig. 7 B).

Em seguida, buscamos identificar a possivel relacdo entre BDNF e o
trafego de AMPARs. Para isso, realizamos o mesmo procedimento do
experimento anterior e administramos Veh, Rapa, pep2m, Rapa juntamente com
BDNF ou pep2m juntamente com BDNF. A ideia por tras deste experimento é
gue se o BDNF esta de fato atuando através do aumento do trafego de AMPARS
pela via da NSF, sua coinfusdo ndo deveria ser capaz de reverter o efeito da
inibicdo da via. Foi exatamente isto que observamos. A infusdo de Rapa ou
pep2m induziu aumento na laténcia para descida da plataforma, demonstrando
déficits na retencdo da memaria de extingdo que perduraram até 7 dias apoés a
RA (H (9) = 49,76, p < 0,0001; Rapa: p < 0,01 1 e 7 dias apds RA; pep2m: p <
0,01 1 dias apdés RA e p < 0,05 7 dias apds RA, N = 6-12, Fig. 7 C). A coinfuséo
de BDNF foi capaz de reverter o efeito amnésico da Rapa (p > 0,999), mas néo
o efeito do pep2m (p < 0,05 1 e 7 dias ap0s RA, Fig. 7 C).

Apesar de nossos resultados demonstrarem a importancia do trafego de

AMPARs na reconsolidagdo da memoria de extingdo, ndo encontramos
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alteracdes significativas nos niveis de GIuR1 (F s,36) = 0,99, p = 0,43; N = 7; Fig.
7 E), ou GIuR2/3 (F s.36) = 1,31, p = 0,28; N = 7; Fig. 7 F) ap0s a reativagdo da

memodria de extingao.
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Figura 7. (A) Delineamento do experimento comportamental. Treinamos 0s animais na El e, a
partir do dia seguinte, os submetemos a uma sesséo diaria de extingdo durante 5 dias. Um dia
ap6s a Ultima sessdo de extingdo, reativamos a memoria de extingdo e logo em seguida
administramos Veh, Rapa, pep2m, Rapa juntamente com BDNF ou pep2m juntamente com
BDNF bilateralmente na regido CA1 do hipocampo dorsal. Em parte dos animais, a administracédo
ocorreu na auséncia de reativacdo. Avaliamos a retencdo da memdria de extincdo 1 e 7 dias
apos a RA. (B) O trafego de AMPARSs é necessario para reconsolidacao da meméria de extingao.
A administracdo de pep2m prejudicou a manutencéo da memoria de extingdo testada 1 e 7 dias
apos a RA. O mesmo efeito nao foi observado quando a infusao ocorreu na auséncia de RA. (C)
O BDNF atua na reconsolidacdo da memoria de extincdo através do controle do trafego de
AMPARSs. A coinfusdo de BDNF foi novamente capaz de reverter o efeito amnésico da Rapa,
mas néo reverteu o efeito do pep2m, sugerindo que o BDNF induz o trafego de AMPARs. Dados
expressos como mediana e intervalo interquartil, * p < 0,05 (post-hoc de Dunn apos Kruskal-
Wallis) quando comparado ao respectivo veiculo. N = 6-12. (D) Delineamento do experimento
para immunoblotting. Treinamos os animais na El e, a partir do dia seguinte, os submetemos a
uma sessao didria de extingdo durante 5 dias. Um dia apés a Ultima sess@o de extingéo,
reativamos a memoria de extingdo e eutanasiamos grupos de animais em diferentes intervalos
de tempo (imediatamente, 30, 90, 180 e 360 min apds a reativacdo). Dissecamos a regido CAl
do hipocampo dorsal e a processamos para Immunoblotting. Como controle, eutanasiamos um
grupo de animais que ndo passou por nenhum procedimento experimental (Naive) e outro que
ndo passou pela sessdo de reativacdo (Ext). A reativagcdo da memoéria de extingdo ndo induziu
alteracdes significativas nos niveis totais de GIuR1 (E, N = 7) e GIluR2/3 (F, N = 7). Dados
expressos como média + erro padréo.

4.4. A atividade de NMDAR contendo a subunidade GIuN2A é
necessaria para reestabilizacdo da memoria de extingdo, enquanto a
atividade de NMDARs contendo a subunidade GIuN2B é necessaria para

sua desestabilizagéo.

Com o objetivo de investigar o possivel papel dos NMDARs na
reconsolidacdo da memodria de extincdo, utilizamos o mesmo protocolo dos
experimentos anteriores e infundimos AP5 imediatamente ap0s a reativacdo da
memoéria de extingdo. O bloqueio de NMDARs aumentou a laténcia para descida
da plataforma avaliada 1 e 7 dias ap0s a sessao de reativagcao, evidenciando
déficits na retencdo da memoria de extingédo (H 11y = 138, p < 0,0001; p < 0,001
1 dias ap6s RA e p < 0,01 7 dias apdés RA; N = 10-17; Fig. 8 B). O mesmo efeito
amnésico nao foi observado quando a infusdo ocorreu 6h apds ou na auséncia

da reativagdo da memoaria de extingéo (p > 0,999, Fig. 8 B).

Tendo identificado o papel de NMDARs e considerando o fato diferentes
tipos de subunidade GIuN2 poderem ativar diferentes cascatas (Sun, Xu, et al.,

2018; Zhang & Luo, 2013), buscamos investigar o papel de NMDARSs contendo
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subunidades GIuUN2A (GIuUN2A/NMDAR) e NMDAR contendo subunidades
GIuN2B (GIuN2B/NMDAR) na reconsolidacdo da memoria de extincdo. Neste
sentido, administramos os antagonistas especificos de GIUN2A/NMDARs (TCN-
201) e GIuN2B/NMDARs (Ro 25-6981) imediatamente apds a sessdo de
reativacdo da memoria de extincdo. Como resultado observamos que a infusao
do TCN-201, mas ndo de Ro 25-6981, provocou aumento na laténcia para
descida da plataforma 1 e 7 dias apés a sesséo de reativacéo (H 11 = 60,17, p
< 0,0001; TCN-201: p <25 0,01 1 dias apdés RA e p < 0,001 7 dias ap6s RA; N =
7-12; Fig. 8 C). Nenhum dos farmacos causou déficits quando a infusdo ocorreu
na auséncia da sessao de reativacdo da memoria de extingcédo (p > 0,999). Estes
resultados demonstram que a atividade de GIuUN2A/NMDARs é necessaria para

reconsolidacdo da memoria de extin¢ao.
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Figura 8. (A) Delineamento experimental. Treinamos os animais na El e, a partir do dia seguinte,
os submetemos a uma sessao diaria de extingdo durante 5 dias. Um dia apos a Ultima sesséo
de extingdo, reativamos a memoria de extingdo e logo em seguida ou 6h mais tarde
administramos Veh, AP5, TCN-201 ou Ro 25-6981 bilateralmente na regido CA1 do hipocampo
dorsal. Em parte dos animais, a administracao ocorreu na auséncia de RA. Avaliamos a reten¢éo
da memoéria de extincdo 1 e 7 dias ap6s a RA. (B) Os NMDARs sdo necessarios para
reconsolidacdo da meméria de extingao. A infusdo do antagonista de NMDAR causou déficits na

manutencdo da memoria de extingdo avaliada 1 e 7 dias apds a RA. O mesmo efeito nédo foi
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observado quando a infusdo ocorreu 6h apds ou na auséncia de RA. (C) NMDARs contendo
GIuN2A, mas ndo os contendo GIuUN2B, sdo necessarios para reconsolidacdo da memoria de
extingdo. A infusdo do antagonista especifico de GIUN2A/NMDARs TCN-201, mas ndo do
antagonista especifico de GIuN2B/NMDARs Ro 25-6981, provocou déficits na retencdo da
memodria de extingcdo avaliada 1 e 7 dias apés a RA. O mesmo efeito ndo foi observado quando
as infusGes ocorreram na auséncia de RA. Dados expressos como mediana e intervalo
interquartil, * p < 0,05 (post-hoc de Dunn apés Kruskal-Wallis) quando comparado ao respectivo

veiculo. N = 7-12.

Sabemos que para que possa ser reconsolidada, uma memoria precisa
primeiramente ser desestabilizada e depois reestabilizada para que possa
permanecer armazenada. Nesse sentido, Milton e colaboradores (2013)
demonstraram uma dissociacdo entre a acdo dos GIUN2A/NMDARs e
GIuN2B/NMDARs na amigdala basolateral durante a reconsolidagédo na tarefa
de condicionamento auditivo ao medo. Eles observaram que o0s
GIuN2B/NMDARSs sado necessarios apenas para desestabilizacdo, enquanto os
GIuUN2A/NMDARs sdo hecessarios apenas para reestabilizacdo do traco
mnemaonico. Assim, decidimos investigar a existéncia dessa dissociacdo no
hipocampo durante a reconsolidagdo da memoéria de extingdo. J& demonstramos
gue os GIuUN2A/NMDARs atuam na janela de reestabilizacédo, entdo procuramos
definir se os GIUN2B/NMDARSs atuam na janela da desestabilizacdo. Para tanto,
treinamos os animais na El e induzimos a extingdo da memoria aversiva. 15
minutos antes da RA, administramos Veh ou Ro 25-6189 e imediatamente apos
a RA, administramos Veh ou substancias que ja tinham afeito amnésico
conhecido, Rapa e BDNFab. Se os GIuN2B/NMDARs sdo necessarios para
desestabilizac&o, o blogueio de sua atividade deveria impedir este processo e
assim prevenir os efeitos dos agentes amnésicos administrados posteriormente.
Observamos exatamente isto, 0s animais que receberam Veh antes e Rapa apos
a RA apresentaram aumento na laténcia para descida da plataforma 1 e 7 dias
apos a RA (H (7 = 46,54, p <0,0001; Rapa: p < 0,001 1 dia apés RA e p <0,0001
7 dias apos RA; N = 9-11; Fig. 9 B). O mesmo n&o ocorreu nos animais que
receberam Ro 25-6981 antes e Rapa apds a RA (p = 0,84). Da mesma forma, os
animais que receberam Veh antes e BDNFab logo ap6s a RA apresentaram
aumento na laténcia para descida da plataforma 1 e 7 dias apos a RA (H (7) =
51,51, p < 0,0001; BDNFab: p < 0,001 1 e 7 dias ap0s RA; N = 10-12; Fig. 9 C).
Efeito ndo observado nos animais que receberam Ro 25-6189 antes e BDNFab
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imediatamente apos a RA (p > 0,999). Estes resultados sugerem que existe de
fato uma dissociacao entre os NMDARS no hipocampo durante a reconsolidacao
da memoria de extincdo, tendo os GIUN2B/NMDARs acdo especifica na
desestabilizacdo do traco mnemaonico e os GIUN2A/NMDARSs acao especifica na
reestabilizacdo do mesmo.
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Figura 9. (A) Delineamento experimental. Treinamos os animais na El e, a partir do dia seguinte,
os submetemos a uma sessao diaria de extingdo durante 5 dias. Um dia apos a Ultima sesséo
de extingdo, reativamos a memoéria de extingdo. 15 minutos antes da RA, administramos Veh, ou
Ro 25-6981 e logo apds a RA administramos Veh, IgG controle, Rapa ou BDNFab bilateralmente
na regido CA1 do hipocampo dorsal. Avaliamos a retengdo da memoéria de extingdo 1 e 7 dias
apés a RA. (B e C) A atividade de receptores GIUN2B/NMDARs € necessdria para
desestabilizacdo da memdéria de extincdo. A infusdo de Ro 25-6981 antes da RA reverteu os
efeitos amnésicos das infusdes de Rapa (B, N = 9-11) e BDNFab (C, N = 10-12) apos a RA.
Dados expressos como mediana e intervalo interquartil, * p < 0,05 (post-hoc de Dunn apds

Kruskal-Wallis) quando comparado ao respectivo veiculo.

Nés também investigamos se a reativacdo da memodria de extingdo
provoca altera¢des nos niveis das subunidades que compdem os NMDAR. N&o
observamos alteracdes significativas nos niveis de GluN1 (F (5,36) = 0,93, p =
0,47; N = 7; Fig. 10 B), GIuN2B total (F (5,36) = 1,73, p=0,15; N = 7; Fig. 10 D)
e GIuN2B fosforilado na serina 1303 (F (5,36) = 1,26, p=0,3; N=7; Fig. 10 F),
mas encontramos um aumento na expressao de GIuN2A, que foi significativo
180 e 360 min apés a RA (F (5,36) = 2,83, p < 0,05; 180 min: p < 0,05; 360 min:
p <0,05; N =7; Fig. 10 C).
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Figura 10. (A) Delineamento experimental. Treinamos os animais na El e, a partir do dia
seguinte, os submetemos a uma sesséao diaria de extin¢do durante 5 dias. Um dia ap6s a ultima
sessdo de extingdo, reativamos a memoéria de extingdo e eutanasiamos grupos de animais em
diferentes intervalos de tempo (imediatamente, 30, 90, 180 e 360 min apds a reativacao).
Dissecamos a regido CAl do hipocampo dorsal e a processamos para Immunoblotting. Como
controle, eutanasiamos um grupo de animais que ndo passou por nenhum procedimento
experimental (Naive) e outro que ndo passou pela sessdo de reativacdo (Ext). A reativacédo da
memodria de extingdo ndo provocou alteracdes significativas nos niveis de NR1 (B), GIuN2B total
(D) ou GIuN2B fosforilado na serina 1303 (E), mas induziu aumento na expressédo de GIUN2A
180 e 360 min apés a RA (C). Dados expressos como média * erro padréo, *p < 0,05 (post-hoc

de Sidak apds ANOVA de uma via) comparado ao Ext. N = 7.
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5. DISCUSSAO

Com o objetivo de melhor entender os mecanismos moleculares
envolvidos na reconsolidacdo da memoria de extincdo utilizamos a El. Esta
tarefa ja foi amplamente utilizada em estudos de memdéria por, dentre outras
razBes, ser capaz de gerar uma resposta aversiva persistente ap6s um unico
treino (Bekinschtein et al., 2008; Cammarota et al., 1995; Giovannini, Lana, &
Pepeu, 2015; Slipczuk et al., 2009). Porém, a repetida reexposicao dos animais
ao aparato na auséncia de choque induz a extincdo da resposta aversiva e esta
memoéria de extincdo € passivel de reconsolidacdo, processo que € BDNF-
dependente (Radiske et al., 2015; Rossato et al., 2010). Estendendo estes
resultados, demonstramos que a atividade de mTOR €& importante para
reconsolidacdo da memdria de extincdo; que este mTOR parece controlar a
sintese de BDNF necesséria durante o processo; e que esta neurotrofina atua
através do controle do tr&fego de AMPARSs para manter a reestabilizacdo do
traco. Além disso, demonstramos a importancia da atividade de NMDARs
durante a reconsolidacdo da memoria de extingcdo e uma dissociacdo entre 0s
GIuN2B/NMDARSs, que participam da desestabilizacdo, e os GIuN2A/NMDARS,
gue participam da reestabiliza¢cdo do traco mnemonico.

Ainda no que se refere a El, alguns trabalhos observaram que a inibicao
da sintese proteica no hipocampo apos diferentes sessfes de reativacdo nao
provoca déficits na retencdo da memoria (Cammarota, Bevilaqua, Medina, &
Izquierdo, 2004; Power et al., 2006; Taubenfeld, Milekic, Monti, & Alberini, 2001).
Estes resultados poderiam ser explicados pela néo ocorréncia de reconsolidacao
na memoaria da El ou ainda, pela ndo participacéo do hipocampo neste processo.
Porém, os nossos resultados com a reconsolidacédo da extingdo, bem como um
trabalho mais recente de nosso grupo (Radiske, Gonzalez, et al., 2017),
comprovam que o hipocampo participa sim da reconsolidacdo da memoria da El,
porém apenas quando existem predicdes contraditorias em relacdo ao possivel

resultado da resposta aversiva.

A importancia da sintese proteica para plasticidade e o armazenamento
de memoria ja é bem estabelecida. A sintese de novas proteinas € necesséria
para a fase tardia da LTP e o bloqueio desta sintese, em regibes como

hipocampo, cértex pré-frontal e amigdala, provoca déficits de memdéria nos mais
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diversos paradigmas comportamentais (Bourtchouladze et al., 1998; Frey, Krug,
Reymann, & Matthies, 1988; Hernandez, Sadeghian, & Kelley, 2002; Kang &
Schuman, 1996; Schafe & LeDoux, 2000; Stanton & Sarvey, 1984). Também j&
foi amplamente demonstrado que a formacdo de novas proteinas é essencial
para reestabilizacdo do traco mnemaonico apos sua reativacao (Milekic & Alberini,
2002; Nader, 2015; Nader et al., 2000; Rossato et al., 2010, 2007). Como dito
anteriormente, mTOR tem papel importante no controle da sintese de diversas
proteinas através da atuacdo do mTORC1, o qual tem a Raptor como importante
constituinte. A rapamicina forma um complexo com a proteina FKBP12 e se liga
ao dominio FRB de mTOR, o que prejudica a interacdo de mTOR com a Raptor,
levando a inibicdo da atividade de mTORC1 (Dunlop & Tee, 2009; Giese &
Mizuno, 2013; Hoeffer & Klann, 2010). Pelo menos uma parte destas proteinas,
cuja traducéo é controlada por mTORC1, parece estar associada a plasticidade
e memoaria, ja que a inibicdo deste complexo inibe a LTP e provoca déficits de
memoria em diversas tarefas comportamentais (Bekinschtein et al., 2007; Dash
et al., 2006; Tang et al., 2002). Dessa forma, faz sentindo que mTOR esteja
envolvido no processo de reconsolidacdo, o que ja foi demonstrado em outras
tarefas comportamentais (Blundell, Kouser, & Powell, 2008; Myskiw et al., 2008)

€ nossos resultados demonstram na El.

O mTOR também pode se associar a proteina Rictor (Rapamycin-
insensitive companion of mammalian target of rapamycin) e formar, juntamente
com mLST8, Deptor, Ttil, Tel2, mSinl (mammalian stress-activated protein
kinase-interacting proteinl) e Protor (protein observed with Rictor), o complexo
MTOR 2 (MTORC2), o qual é insensivel a acdo aguda da Rapa (Switon,
Kotulska, Janusz-Kaminska, Zmorzynska, & Jaworski, 2017). As funcdes deste
complexo sdo menos conhecidas do que as do mTORC1, porém ja se sabe que
ele é importante para sobrevivéncia celular e que controla a organizagdo da
actina, funcao que tem papel importante na consolidacdo de memorias (K. Huang
& Fingar, 2014; W. Huang et al., 2013; Jacinto et al., 2004). Diferentemente do
que ocorre com a Rapa, a infusdo aguda de Torin 2 € capaz de inibir tanto a
atividade de mTORC1, quanto a de mTORC?2, ja que ele compete pela ligacdo
do ATP ao sitio catalitico de mTOR (Liu et al., 2013; Zask, Verheijen, & Richard,
2011). Dessa forma, Torin 2 causaria uma inibicdo mais completa das funcdes
de mTOR. Porém, esta diferenca de espectro de acdo ndo se refletiu na

43



capacidade de inibicdo da reconsolidacdo da memoéria de extincdo, ja que Rapa
provocou o mesmo nivel de déficits em concentracbes inferiores. Os
mecanismos por tras desta observacgao precisariam ser melhor estudados. Uma
possivel explicacdo € que mMTORC2 possua alguma funcdo oposta as de
MTORCL1 que atue “contra” a reestabilizagdo do trago mnemdnico, a qual seria
inibida pelo Torin 2. Como dito anteriormente, ainda se sabe muito pouco sobre
as funcdes de mTORC2, mas aparentemente ele tem agédo oposta a mTORC1
no controle da fungdo mitocondrial, j& que a inibicdo de mTORC1 reduz o
consumo de oxigénio por estas organelas, enquanto a inativacdo de Rictor (por
knockdown) aumenta este consumo (Schieke et al., 2006). Além disso, em um
dos poucos trabalhos utilizando Torin 2 e Rapa in vivo foi necessario o uso de
doses maiores de Torin 2 para obtencédo de efeito semelhante ao da Rapa
(Vogel, Ainslie, & Gibson, 2016). Outra possibilidade € que mTORC2 néo
participe da reestabilizacdo do traco durante a reconsolidacdo da memdéria de
extincdo e Torin 2 tenha uma menor eficiéncia na inibicio de mMTORC1 quando

comparado a Rapa.

Apesar de termos observado a importéancia de mTOR nos experimentos
farmacoldgicos, ndo encontramos alteracbes significativas nos niveis desta
molécula nem na sua fosforilagdo através de immunoblotting. Este resultado
pode se dever ao fato de ndo ocorrerem alteracdes de expressdo, mas apenas
de nivel de ativacdo, ou ao fato das altera¢cdes acontecerem em um nivel que

ultrapassa a resolugéo da técnica utilizada.

Nossos resultados sugerem que uma das moléculas cuja sintese é
controlada pelo mMTORC1 é o BDNF, uma vez que a coadministracdo desta
neurotrofina aboliu o efeito amnésico da inibicdo de mTORCL1. Corroborando
esta ideia, trabalhos recentes demonstraram que mMTORCL1 e/ou seus efetores
sdo necessarios para sintese de BNDF em neurdnios no hipocampo e nos
ganglios da raiz dorsal (Baj et al., 2016; Moy et al., 2018). Considerando que 0
BDNF é capaz de ativar mTORC1 através da via PI3K-Akt-mTOR (Begni et al.,
2017; Dunlop & Tee, 2009; Hoeffer & Klann, 2010), é possivel que exista uma
alca de retroalimentacdo positiva entre estas moléculas durante a
reconsolidacdo da meméria de extingdo. E importante destacar que apesar de

alguns trabalhos afirmarem que o BDNF participa apenas da consolidag&o e nado
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da reconsolidacdo de memoarias (Lee, 2004; Lee & Hynds, 2013), trabalhos do
nosso e de outros grupos ja demonstraram o papel desta neurotrofina na
reconsolidacéo de memorias aversivas e ndo aversivas (Giachero, Bustos, Calfa,
& Molina, 2013; Radiske et al., 2015; Radiske et al., 2017; Rossato et al., 2019;
Samartgis, Schachte, Hazi, & Crowe, 2012; Y. Wang et al., 2012).

No6s demonstramos que o BDNF é capaz de manter a reestabilizacdo da
memoria de extincdo mesmo com a inibicdo da sintese proteica por Ani e Rapa.
Estes resultados sugerem a existéncia de algum mecanismo independente de
sintese proteica, através do qual o BDNF é capaz de manter esta reestabilizacéo.
Nesse sentindo, ja foi demonstrado que, apesar de ser um indutor de sintese
proteica (Genheden et al.,, 2015; Leal et al., 2014), o BDNF regula alguns
mecanismos plasticos de forma independente desta sintese (Panja & Bramham,
2014). Alguns exemplos sdo o aumento da insergdo de PSD-95 na sinapse
(Yoshii & Constantine-Paton, 2007), o que é importante para o ancoragem de
AMPARs (Opazo, Sainlos, & Choquet, 2012); o aumento na transmissao
sinaptica de alta frequéncia no hipocampo (Gottschalk et al., 1999); e a
manutencao da atividade da PKM( (Mei et al., 2011). Outra acdo do BDNF que
pode ocorrer de forma independente de sintese proteica é o controle do trafego
de AMPAR (Jourdi & Kabbaj, 2013; Rossato et al., 2019), processo que é
importante para reconsolidacdo de memorias (Bhattacharya et al., 2017; Rao-
Ruiz et al., 2011; Rossato et al., 2019). Neste sentido, n6s comprovamos que o
trafego de AMPAR é necessario para reconsolidacdo da memoria de extincéo,
ja que sua inibicdo através da administracdo de pep2m causou déficits na
retencdo da memoria. Bem como, demonstramos que a coadministracdo de
BDNF nao foi capaz de reverter este efeito amnésico de pep2m. Este ultimo
resultado é um indicativo de que este trafego estd downstream a atividade do
BDNF. Corroborando esta ideia, um trabalho recente do nosso grupo
demonstrou que durante a reconsolidagcdo da memoria reconhecimento de
objetos, o BDNF controla o trdfego de AMPARSs através da manutengcdo da
atividade da PKM( (Rossato et al., 2019). Aléem disso, estudos afirmam que a
CaMKIl, uma das moléculas ativadas pelo BDNF, induz o trdfego de AMPARS

(Lisman, Yasuda, & Raghavachari, 2012).
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Como discutido anteriormente, os NMDARS sdo necessarios para LTP em
CA1 e participam de praticamente todas as fases do processamento mnemaonico
(Baltaci et al., 2018; Hafenbreidel et al., 2017; Lopez et al., 2015; Morris, 2013,
Sachser et al., 2017; Yamada et al., 2017). Assim, ndo € estranho que sua
atividade seja necessaria para reconsolidacdo da memoria de extingdo, como
observamos ao inibir sua atividade com AP5. Este receptor ionotropico € formado
obrigatoriamente por quatro subunidades, sendo duas GluN1 (ou NR1) e duas
GIuN2 (ou NR2) ou GIuN3. Existem quatro tipos de subunidades GluN2, GIuN2A-
D, porém, as mais comuns nas sinapses hipocampais sdo GIuN2A e GIluN2B
(Lee et al., 2014; Traynelis et al., 2010). O tipo de subunidade GIuN2 define
caracteristicas como condutancia, permeabilidade ao célcio, sensibilidade ao
glutamato, tempo de desativagcao, probabilidade de abertura e as cascatas de
sinalizacao celular que seréo ativadas pelo receptor (Hansen et al., 2018; Wyllie,
Livesey, & Hardingham, 2013). Considerando estas diferencas, nés
investigamos uma possivel dissociacdo na funcdo de GIUN2B/NMDARs e
GIuN2A/NMDARs hipocampais durante a reconsolidacdo da memoria de
extincdo e observamos que 0 primeiro atua na desestabilizacdo, enquanto o
segundo atua na reestabiliza¢do do traco mnemonico. Nossos dados corroboram
os achados de Milton e colaboradores (2013), que demonstraram a mesma
dissociacao na amigdala durante a reconsolidacao na tarefa de condicionamento
auditivo ao medo. Além disso, observamos que a reconsolidacao da memoria de
extincdo provocou um aumento na expressao da GIuN2A 180 e 360 min apés a
RA. Este periodo coincide com o periodo de aumento na expressao de BDNF
demonstrado anteriormente por Radiske e colaboradores (2015). Dessa forma,
pode ser resultado da acéo desta neurotrofina, ja que ela é capaz de induzir

aumento na expressao de subunidades de NMDARs (Caldeira et al., 2007).

Um mecanismo através do qual GIuN2B/NMDARs pode provocar a
desestabilizacdo do tragco mnemonico é a inducéo da autofagia. Artigos recentes
tem demonstrado que a atividade de GIuN2B/NMDARSs inibe mTOR (Miller et al.,
2014; C.-C. Wang et al., 2011), o qual € um inibidor da autofagia (Heras-
Sandoval, Pérez-Rojas, Hernandez-Damian, & Pedraza-Chaverri, 2014; Noda &
Ohsumi, 1998; Schmelzle & Hall, 2000). Dessa forma, GIuN2B/NMDARs, ao
inibir mMTOR, aumentaria a autofagia, um processo que Shehata e colaboradores
(2018) mostraram ser importante para desestabilizacdo do traco mnemaonico.
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Outro possivel mecanismo € a inducdo de degradacédo proteica através do
sistema ubiquitina-proteassoma. A CaMKIl se liga a regido intracelular de
GIuN2B ativado (Zhou et al., 2007). Esta quinase recruta o sistema ubiquitina-
proteassoma (Bingol et al., 2010) e a atividade deste sistema € necessaria para
desestabilizacdo do traco mnemonico reativado (S.-H. Lee et al., 2008). No que
se refere aos GIUN2A/NMDAR, eles foram associados a ativacdo de cascatas
envolvidas em plasticidade, como a da ERK; e com o aumento da fosforilagao
de CREB e de expressdo de BDNF (Sun, Xu, et al., 2018). Além disso, eles
também ativam a via da PI3K (Hu et al., 2016; Moult & Harvey, 2011; Sun, Cheng,
Hu, & Gao, 2018), que, como discutido anteriormente, leva a ativacdo de mTOR.
Juntamente com 0s nossos resultados, este fato poderia sugerir a existéncia de
uma via GIuN2A/NMDAR-mTOR-BNDF-AMPAR que atuaria na reestabilizacao
do traco durante a reconsolidacdo da memoéria de extin¢do (Fig. 11). No entanto,

mais estudos sdo necessarios para comprovacao da existéncia desta via.
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Figura 11. Mecanismos moleculares envolvidos na reconsolidagdo da meméria de extin¢ao.
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GIuUN2A/NMDAR ativariam a PI3K, que por sua vez, ativaria mTOR, levando a formacdo do
mTORC1. Este complexo, aumentaria a sintese de BDNF, através da ativagdo da S6K e
inativacao das 4E-BPs. O BNDF atuaria aumentado o trafego de AMPAR através da acéo da
CAMKII e/ou PKMC.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, concluimos que a atividade de
MTOR € necessaria para reconsolidacdo da memodria de extingcdo e que esta
quinase parece controlar a expressdao de BDNF. O BDNF, por sua vez, atua
através do controle do trafego de AMPARSs para promover a reestabilizacdo do
traco mnemonico apds a reativacdo. Além disso, GIuUN2B/NMDARs atuam na
desestabilizac&o, enquanto GIuN2A/NMDARSs atuam na reestabilizacédo do traco
mnemonico durante a reconsolidacdo. Além disso, provemos mais uma
comprovacgdo de que a extingao de fato envolve a formagdo de um novo trago
mnemaonico, o qual pode ser reconsolidado. Com este trabalho, aprofundamos o
conhecimento acerca dos mecanismos envolvidos na reconsolidacdo da
memoria de extincdo. Isto pode contribuir para o desenvolvimento futuro de
novas estratégias terapéuticas para o tratamento de transtornos relacionados a

persisténcia indevida de memoria aversivas.
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