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RESUMO

A S100B é uma proteina neurotréfica ligante de calcio sintetizada e
secretada por astrocitos desempenhando fungdes intra e extracelulares. Estudos
anteriores em nosso laboratério demonstraram que a S100B, quando infundida
exogenamente no hipocampo dorsal de ratos, imediatamente apds o treino na
tarefa de Esquiva Inibitéria, facilita a consolidacdo dessa memoria aversiva
(Mello e Souza et al., 2000). E sabido que, para que ocorram as modificacdes
permanentes necessarias para a consolidagdo da memodria de longa duragéo
decorrentes de um novo aprendizado, diversos processos plasticos ocorrem no
nivel celular, envolvendo, por exemplo, modificagbes bioquimicas, entre elas, a
sintese protéica. Este trabalho tem como objetivo tentar compreender o
mecanismo pelo qual a proteina S100B, quando administrada no hipocampo
dorsal de ratos, afeta a consolidagdo e a evocagcao de uma memoria aversiva
(esquiva inibitéria). Para tanto, infundimos a proteina pré-teste no hipocampo
dorsal de ratos, em diferentes concentracdes, e verificamos seus efeitos sobre a
retencdo da memodria daquela tarefa aversiva. Também estudamos o possivel
papel da sintese protéica na mediacdo do efeito facilitatério pés-treino ja
descrito, empregando um inibidor da sintese de ARN, o DRB: com a infusédo de
DRB em concentracdo sem efeito comportamental préprio, tentamos reverter o
efeito facilitatério da S100B infundida imediatamente apds o treino. Para saber
em qual das duas fases da sintese protéica, infundimos o DRB tanto
imediatamente quanto 2 h pds-treino. A S100B nao teve qualquer efeito na
evocagao (pre-teste), apenas na consolidagao (imediatamente pds-treino), sendo
este efeito revertido pelo DRB infundido tanto concomitantemente (primeira fase)
quanto 2 h apés o treino (segunda fase da sintese protéica) na tarefa de esquiva
inibitéria. Nossos resultados apdiam a hipétese de mediagao da acao facilitatéria
da S100B com base nos processos de sintese protéica, em suas duas etapas,
possivelmente um ingrediente necessario a construgdo de um engrama de

memoria estavel como se espera de uma memoria de longa duragéo.



Trabalho em preparacgao relacionado com esta dissertacao:

Camboim, C., Diehl, F., Furstenau de Oliveira, L., Mello e Souza, T., Gongalves,
C.A.S., Quilifeldt, J.A. (2008). S100B infusion into the rat hippocampus
affects memory consolidation but not recall of an aversive memory,
and depends on the two post-training phases of mRNA synthesis. Em
preparacgao (a ser submetida até fevereiro de 2008, possivelmente a revista

Pharmacology, Biochemistry and Behavior).



1. Introducao

1. 1. Memoria

Nés somos aquilo que aprendemos a ser. Somos um conjunto de
memorias adquiridas em diversos momentos de nossas vidas e apenas
podemos fazer aquilo que sabemos como fazer e comunicar aquilo que
conhecemos. Em nosso encéfalo estdo guardadas inumeras experiéncias
transformadas naquilo que chamamos de memodrias. Portanto, memoéria é a
aquisi¢cao, a formacgéao, a conservagao e a evocagao de informagdes (lzquierdo,
2002).

Para os seres humanos, a aquisicao adequada de informacgdes € de vital
importancia para a sobrevivéncia do individuo no meio competitivo em que vive.
Da mesma forma, um animal em seu habitat natural precisa da boa formacao de
suas memoarias para sua sobrevivéncia num mundo em que a percepcao de

onde buscar alimento é fundamental.

Nestes dois mundos diferentes observamos a necessidade e a importancia
deste sistema fisiologico presente evolutivamente desde muito cedo nos seres
vivos. A aquisigdo, a conservacdo e a evocacao de informacdes relevantes

mostram-se uma caracteristica primordial para o estabelecimento da vida.
1. 2. Aquisicao, consolidagao e evocagao da meméria

A memoéria de longa duragdo, aquela que pode durar alguns dias ou
meses, ou até muitas décadas, costuma ser dividida em uma fase de formacéao e
uma de evocacdo. Para ser evocada, ou “lembrada”, porém, a memdria
primeiramente deve ser formada. Esta formacdo pode ser dividida em duas

diferentes fases, a aquisicao e a consolidacao.



A aquisicdo é o momento em que somos expostos a nova experiéncia.
Quase simultaneamente inicia a fase de consolidacdo da memodria que é uma
fase labil e duradoura (McGaugh, 2000). Nesta fase ocorre uma série de
processos metabdlicos no hipocampo e em outras estruturas cerebrais, que
duram entre trés e oito horas (Izquierdo & Medina, 1997). Enquanto estes
processos nao sao concluidos a fase de consolidagao também nao é concluida.
E nesta fase em que ocorrem modificacdes permanentes, ou muito duradouras,
da forma e fungdo das sinapses das redes neurais de cada memoaria (lzquierdo,
2002).

Estando a memodria consolidada, essa pode ser evocada a qualquer
momento em que, por alguma razdo (uma voz, uma cor ou um odor, por
exemplo), ocorre a reativagao das redes sinapticas daquela memoaria (lzquierdo,
2002).

Para que ocorram as modificacbes permanentes necessarias para a
consolidacdo de um novo aprendizado, diversas alteragdes no nivel celular sao
estabelecidas (lzquierdo, 2002, ver também Izquierdo e Medina, 1997 e
McGaugh, 2000):

- Células hipocampais sao repetidamente excitadas através da ativacao

de receptores glutamatérgicos do tipo AMPA, NMDA e metabotrépicos;

- Ocorre a entrada de calcio nas células hipocampais e uma subsequente
ativagao de diferentes proteinas quinases (PKA, PKC, MAPK e CaMKIl);

- A ativagao destas proteinas desencadeia uma cascata de reagdes que

resultam na transcrigdo génica de novas proteinas.

Estes processos tém como objetivo aumentar a plasticidade sinaptica,
modificando a quantidade, a forma, e a fung¢do da rede neural daquela memdria

formada.



Ja a evocagao da memdria, € o momento em que o cérebro recria, em
poucos segundos as memorias que levaram horas para serem formadas. Esta
recriacdo nada mais € que a reativacdo das redes sinapticas modificadas

anteriormente pela consolidacido da memoria.

Para reativar estas redes alguns mecanismos celulares sdo necessarios
(Izquierdo 2002):

- Ativacao de receptores glutamatérgicos AMPA e metabotropicos

- Atividade normal de diferentes proteinas quinases (PKA, PKC e MAPK).

- Nao envolve sintese protéica.

As diferencas bioquimicas entre a consolidacdo e a evocagao sao
evidentes. Suas semelhancas estdo na ativagdo do mesmo sistema de
neurotransmisores e dos mesmos sistemas de proteinas quinases
subsequentes, mas a diferenca fundamental € que a consolidagdo exige uma

sintese de proteinas que a evocagao nao exige.

1. 3. Sintese Protéica e Memoria

A formagao da memoaria de longa duragéo é uma fase labil em que diversos
processos bioquimicos (citados anteriormente) ocorrem como uma orquestra
otimamente regida. A interferéncia em qualquer um destes processos pode

acarretar na ndo formagdo da memaoria no momento processada.
Durante a consolidagdo da memoéria de longa duragdo, um dos processos

mais importantes, o qual uma vez interrompido a memoéria ndo é formada, é a

sintese protéica que se segue ao aprendizado de uma nova tarefa.
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Nas ultimas décadas, inumeros estudos com infusdo intracerebral de
inibidores da sintese protéica tém demonstrado que o processo de consolidagao
da memoria depende da sintese de novas proteinas (Flexner et al., 1962; Davis
e Squire, 1984; Izquierdo et al., 1998; Hernandez e Abel, 2008; Gold, 2007) e de
ARNm (Agranoff et al., 1967; Squire e Barondes, 1970; Igaz et al., 2002) em
determinadas areas do encéfalo. Tal dependéncia se observa apenas em
memorias de longa duragao, consolidadas em processos que se estendem além
das primeiras horas pos-treino (McGaugh 1966, 2000; Davis e Squire 1984,

Izquierdo et al., 1998), mas nao nas de curta duracao (lzquierdo et al., 2006).

Estes estudos, em conjunto, sustentam a idéia de que o substrato fisico da
memoria consiste em algum tipo de crescimento ou remodelamento de conexdes
sinapticas como consequéncia de um aprendizado — mudanca plastica esta que
€ dependente de sintese protéica, seja no nivel da transcrigcdo génica, seja no da
traducgao (Gold, 2007; Hernandez e Abel, 2008; Radulovic e Tronson 2007). Tal
concepgao, porém ndo é universalmente aceita, pois a maioria dos farmacos
nestes estudos, ou sdo toxicos, ou causam diversos efeitos inespecificos que
permitem interpretacdes alternativas para os resultados observados (Hernandez
e Abel, 2007)

Sabe-se, porém, que inibidores de sintese protéica bloqueiam a formacgao
da memodria quando administrados em diferentes momentos da formacéo de
uma nova memoria (Davis e Squire, 1984; Igaz et al, 2002). Basicamente
existem dois momentos durante a consolidacdo da memadria em que inibidores
como a anisomicina, inibidores de PKA e inibidores de sintese de ARNm, como
o DRB (5,6-dicloro-1-B-D-ribofuranosilbenzimidazol), podem influenciar,
bloqueando a formagdo de uma nova memoéria: quando administrados
imediatamente apds o treino e numa janela de 3 a 6 horas apds o treino
(Quevedo et al, 1999, Vianna et al, 1999 e Igaz et al 2002).

Igaz e colaboradores (2002) sugerem que a primeira janela de tempo (em

torno do treino) em que a sintese de proteinas é necessaria, € a fase em que
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fatores de transcricdo estdo sendo expressos, enquanto que a segunda janela
(em torno de 3 a 6 horas depois do treino) é a fase em que proteinas estruturais
sao expressas. Estas proteinas estruturais, por fim, estariam envolvidas na

remodelagao sinaptica requerida para a formagéo da memoaria de longa duragéo.

O DRB, um inibidor de sintese de ARNm & um farmaco ja utilizado em
estudos para verificar a influéncia da sintese protéica pos-aprendizado em
esquiva inibitoria (Vianna et al, 1999 e Igaz et al 2002). Neste trabalho, ele é

uma ferramenta fundamental na busca dos nossos resultados.

1. 4. A Proteina S100B

1. 4. 1. Proteinas ligantes de calcio

O calcio € um dos mais importantes segundos mensageiros intracelulares,
pois tem papel fundamental na regulagdo de diversos processos e eventos,
como a transmissao do impulso nervoso, a contragcdo muscular, o crescimento e

diferenciagao celular, a expressao génica, a apoptose e a necrose.

Devido a participagdo do calcio na comunicagdo glia-neurdbnio e sua
possivel implicacdo na modulagao das fungdes neurais, as chamadas proteinas
ligantes de calcio tornam-se alvo de varios estudos (Paukert e Bergles, 2006;
Todd et al., 2006).

Existem diversas classes dessas proteinas, que atuam regulando os niveis
citosolicos de Ca’™ e /ou desencadeando sinais intracelulares dependentes
desse. As proteinas denominadas S100 sdo uma dessas familias de proteinas

ligantes de calcio (Heizmann e Cox, 1998).

As S100 sao caracterizadas pela presenca de dois motivos ligantes de

calcio do tipo EF-hand, conectados por uma regido intermediaria chamada de
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regido de articulagado (hinge region) (figura 1.1). Em geral, membros desta

familia possuem um baixo peso molecular de até 14kDa (Donato, 2001).

.ILI H L2
N aonnd Y nrno.<N annc OO L
TR R Yo 1N 1 L SRR I'._.-\.\_-.,-_l.-\.\_'. e
H 1 H Il H I H IV

Figura 1.1.: Representacdo esquematica da estrutura secundaria de uma
proteina S100. Cada regido ligante de Ca™ (L1 e L2, na regi&o N-terminal e C-
terminal, respectivamente) é flanqueada por a-hélices (hélice | e hélice Il para
L1, e hélice Ill e IV para L2). Uma regido de ligagao (hinge region, H) conecta

as hélices Il e Il. A hélice IV é continuada por uma extensao C-terminal.

Dentro desta familia, destaca-se a S100B, proteina citosdlica expressa no
por astrocitos. No Sistema nervoso Central (SNC) ela pode alterar vias
metabdlicas dependentes de calcio nos astrocitos ou ser secretada agindo sobre
neurdnios, aumentando nestes, o nivel intracelular de calcio (Barger & Van Eldik,
1992). Essa proteina é de especial interesse pelo fato de ser super-expressa em

doengas como Alzheimer e a Sindrome de Down (Griffin et al., 1989).

Diversas observagdes demonstram um papel importante da secreg¢ao da
S100B para o meio extracelular. Esta atua como fator neurotréfico, tanto no
desenvolvimento neuronal, quanto na regeneracao de nervos. Particularmente,
podemos citar a participagdo da S100B no desenvolvimento de neuritos de
neurdnios serotoninérgicos. Na verdade, a S100B é considerada o mais potente

fator trofico para estes neurdnios (Nishiyama, 2002).

O sinal tréfico da proteina € mediado por um receptor transmembrana
multi-ligante, chamado RAGE. Este se encontra expresso tanto em células gliais
como em neurdnios e é sensivel a toda a familia das S100, mas principalmente
a S100B. Entretanto este nao é considerado o unico receptor das S100 (Donato,
2001; Huttunan et al., 2000).

13



1.4.2. S100B e memoria

Como citado anteriormente, diversos processos neurais sao regulados pelo
ion calcio. Além de funcionar como segundo mensageiro na sinalizagdo da
transcricdo génica, este esta relacionado com morte, crescimento e
diferenciacdo celular e esta diretamente envolvido na liberagdo de

neurotransmissores.

Considerando-se a relacdo entre a S100B e processos dependentes de
calcio, podemos sugerir que esta talvez tenha um papel na fungao neuronal. Ao
observarmos resultados obtidos em trabalhos que relacionavam a proteina e
memoria, temos comprovagao de que tal suposi¢cdo é verdadeira (Gerlai et al.,
1995; O’'Dowd et al., 1997; Mello e Souza et al., 2000; Nishiyama et al., 2002).

Alguns estudos de manipulagdo génica, resultaram na identificacdo de
correlagao entre a expressao de proteinas ligantes de calcio e o aprendizado e a
memoria. Camundongos transgénicos, super-expressando a proteina S100B
exibiram aprendizagem reduzida na tarefa comportamental de Labirinto Aquatico
de Morris, com relagdo aos animais controle, além de apresentar um decréscimo
da potenciagdo de longa duracdo (LTP em hipocampo, fendmeno
neurofisiolégico que é considerado por alguns a base fisiolégica da meméria
(Gerlai et al., 1995).

Nishiyama et al. (2002), utilizando camundongos mutantes que néo
expessavam a S100B, observou que estes tinham a LTP aumentada e
aprendizado facilitado no Labirinto Aquatico de Morris, mas nao apresentavam
nenhum problema no desenvolvimento, nem na citoarquitetura do encéfalo,
sugerindo que o efeito da S100B sobre a memdria se da extracelularmente e

nao tem relagdo com sua funcao neurotrdfica.
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Outro trabalho mostra que pintos tratados com S100B em diferentes
tempos, apos o treino na tarefa de Esquiva Inibitéria, desenvolveram amnésia
para tal tarefa (O’'Dowd et al., 1997).

Em ratos Wistar, submetidos a tarefa de Esquiva Inibitéria, com a
administragdo  pos-treino intra-hipocampal de S100B em diferentes
concentragdes, o resultado foi de facilitagdo da memoria (Mello e Souza et al.,
2000) nas concentragbes mais altas, enquanto que o mesmo tratamento
realizado 10 minutos antes do teste ndo demonstrou diferenga significativa entre
os grupos (Camboim, 2003), quando utilizada a concentragcdo mais baixa. Estes
dois ultimos resultados sugerem que em ratos Wistar, o aumento da S100B
hipocampal tem efeito facilitatério sobre a consolidagdo da memoaria e talvez
nenhum efeito sobre a evocacdo da memodria da tarefa aversiva de Esquiva

Inibitoria.

Neste trabalho iremos verificar se, na concentracdo mais alta da S100B
também n&o encontramos efeito sobre a evocacdo da memoria aversiva em
ratos. Assim sendo, levantamos a hipotese que, por ser um fator neurotréfico
bem reconhecido, a proteina S100B age sobre a consolidagdo como um,
remodelando e aumentando as vias sinapticas requeridas nesta fase de
formacdo da memodria. Entretanto, durante a evocacgao, tal fator nido seria
necessario, visto que um remodelamento ndo mais é apropriado € sim uma
reativagao das vias sinapticas anteriormente estabelecidas, para que a memdria

seja evocada.

Para verificar tal hipétese, utilizaremos o DRB, um inibidor de sintese de
ARNm. Assim, apos a tarefa utilizada, ndo ocorrera sintese de proteinas
estruturais necessaria para o remodelamento engatilhado por um fator

neurotrofico.
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2. Objetivos
2. 1. Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo tentar compreender um dos mecanismos
possiveis pelo qual a proteina S100B, quando administrada no hipocampo dorsal
de ratos, afeta a consolidacéo e a evocagdo de uma memoaria aversiva (Esquiva

Inibitéria)
2. 2. Objetivos Especificos

(a) Consolidagao: Replicar o efeito facilitatério previamente encontrado
(Mello e Souza et al., 2000) da proteina S100B quando administrada pos-treino

no hipocampo, em diferentes concentragdes, na tarefa de Esquiva Inibitéria;

(b) Evocacado: Verificar qual o efeito da proteina S100B quando
administrada pré-teste no hipocampo, em diferentes concentracdes, na tarefa de

Esquiva Inibitdria;

(c) Ferramenta para estudar o mecanismo da facilitagéo: verificar o efeito
do inibidor de sintese de ARNm, o DRB, em diferentes concentracdes, sobre a

consolidacdo da memoria em Esquiva Inibitoria;

(d) Mecanismo da facilitagdo |: Verificar comportamental e
farmacologicamente se 0 mecanismo de acao da proteina em (a), depende de
um aumento na sintese proetica imediatamente apds o treino, empregando um
inibidor da sintese de ARNm — o DRB - infundido, em concentragdo sem efeito

proprio, concomitantemente a S100B;

(e) Mecanismo da facilitagcdo |IlI: Verificar comportamental e
farmacologicamente se 0 mecanismo de agao da proteina em (a), depende da
segunda onda de sintese de ARNm (Igaz et al., 2002), infundindo o DRB, em
concentragdo sem efeito préprio, duas horas apos o treino, juntamente com a

infusdo da S100B imediatamente apds o treino.
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3. Material e Métodos

3. 1. Animais

Foram utilizados 347 ratos Wistar machos com 2 a 3 meses de idade e
pesando de 250 a 300 gramas, fornecidos pelo Centro de Reprodugédo e
Experimentacdo com Animais de Laboratério (CREAL) do Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os animais
foram aclimatados ao nosso ratario por um periodo de aproximadamente 7 a 15
dias, onde as condicdes de ambientais de temperatura e umidade foram

mantidas constantes.

Os ratos ficavam confinados em caixas acrilicas, com no maximo 6

animais. Comida e agua foram oferecidas a vontade.

3. 2. Procedimento Cirurgico

Os animais foram anestesiados intra-peritonialmente com uma combinagao
de Cetamina (“Dopalen”) e Xilazina (“Francotar”), numa mistura de 60% de

Cetamina e 40% de Xilazina.

Apos estarem anestesiados, os animais foram submetidos a uma cirurgia
estereotaxica para a implantacao bilateral de canulas em hipocampo dorsal. As
coordenadas utilizadas foram: antero-posterior (AP) =— 0,42; latero-lateral (LL) =
+/- 0,30; dorso-ventral (DV) =— 0,15 (adaptadas de Paxinos e Watson, 1997,

sendo o Bregma a referencia).

Apds um periodo de recuperacdao de 3 a 4 dias, os animais estavam

prontos para os procedimentos comportamentais.

3. 3. Tarefa Comportamental

A tarefa comportamental utilizada foi a Esquiva Inibitoria. O experimento

consiste em condicionamento classico ou pavloviano, que funciona pareando um
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estimulo condicionado (uma caixa a ser explorada pelo rato) com outro
incondicionado (choque elétrico). E, basicamente, um modelo rapido e simples
de criar uma memoéria aversiva que produz uma alteragdo clara de

comportamento dos animais (Izquierdo, 2002).

A tarefa era dividida em uma sessao de treino e uma de teste. No treino os
animais eram colocados gentilmente no interior de uma caixa acrilica de
dimensbes 50X25X25 cm, sobre uma plataforma de madeira (25X8 cm)
localizada em uma das extremidades. Ao descerem com as quatro patas no
assoalho da caixa, composto por uma grade metalica, os animais receberam um
choque intermitente de 0,5 mA por 3 segundos. A laténcia de descida da

plataforma era registrada.

O teste ocorria 24 horas apds o treino, com procedimento idéntico ao
treino, exceto ao choque. O tempo de descida da plataforma era novamente
registrado, sendo este o indice de memdria da tarefa. Os animais que aprendem
e retém a memoria aversiva da tarefa, tendem a permanecer mais tempo sobre a
plataforma. Em todos os grupos o teto maximo de permanéncia na plataforma no

teste é de 180 segundos.

3. 4. Farmacos utilizados

Neste trabalho foram utilizados os seguintes farmacos, nas seguintes
concentragoes:

- S100B 0,02, 0,2, 2,0 e 4,0 uM ou seu veiculo Tampao Fosfato Salina
(TFS);

- 5,6-dicloro-1-p-D-ribofuranosilbenzimidazol (DRB), um inibidor seletivo de
sintese de ARN polimerase I, nas concentracdes de 0,2, 0,8 ou 4,0 ng/ul ou seu
veiculo DMSO 20%.
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3. 5. Infusao dos Farmacos / Desenho Experimental

Este trabalho foi dividido em quatro diferentes experimentos, sendo a

infusdo da droga similar em todos eles.

A infusao foi feita manualmente com o auxilio de microsseringas Hamilton
de 5 e/ou 10 pl acopladas a agulhas do tipo “mizzy”, as quais eram 1 mm mais
compridas que as canulas implantadas. Isso permitia que apenas no momento

da infus&o a regido alvo (hipocampo dorsal) fosse atingida.

Cada farmaco era infundido bilateralmente com um fluxo 0,5 pl, injetados
durante 90 s; o volume injetado de cada farmaco em todos os ratos foi de 0,5

pl/lado.

Em cada um dos quatro experimentos, as variaveis foram o
momento da infusdo do farmaco e o(s) farmaco(s) infundido(s), como € mostrado

a seguir:

e S100B e a consolidacido da memoaria (Exp.1):

Momento da infusdo

0 min apds o treino

Grupo 1 TFS

Grupo 2 S100B 0,02 uM
Grupo 3 S100B 0,2 uM
Grupo 4 S100B 2,0 uM
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e S100B e a evocacdo da memoria (Exp.2):

Momento da infusdo

20 min antes do teste

Grupo 1 TFS
Grupo 2 S100B 0,2 uM
Grupo 3 S100B 2,0 uM

e DRB e a consolidacdo da memoaria (Exp.3):

Momento da infusao

0 min apds o treino

Grupo 1 DMSO 20%
Grupo 2 DRB 0,6 uM
Grupo 3 DRB 2,5 uM
Grupo 4 DRB 12,5 uM

e S100B e a consolidacido da memoéria — Mecanismo da facilitacdo |
(Exps. 4.a e b):

Momento da infusao

0 min apdés o treino

Grupo 1 TFS + DMSO 20%

Grupo 2 TFS + DRB 0,8 ng/ul

Grupo 3 S100B 2uM ou 4uM + DMSO 20%
Grupo 4 S100B 2uM ou 4uM + DRB 0,8 ng/pul
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e S100B e a consolidacido da memodria — Mecanismo da Facilitacio Il (Exp.5):

Momento da infusdo

0 min apéds o treino 2 h ap6s o treino
Grupo 1 TFS DMSO 20%
Grupo 2 TFS DRB 4,0 ng/ul
Grupo 3 S100B 2uM DMSO 20%
Grupo 4 S100B 2uM DRB 4,0 ng/ul

3. 6. Analise do Posicionamento das Canulas

Apds o término dos experimentos, todos os animais foram sacrificados por
decapitagao com guilhotinas e em seguida, infundidos através das canulas com
0,5 ul de corante Azul Tripan em Solugdo. Apds a dissecacdo, os encéfalos
foram conservados em formol 10% e posteriormente submetidos ao corte
manual e observagao das fatias em lupa mesoscopica (2-10X de magnificagao).
O posicionamento das canulas foi devidamente registrado e somente os animais
com o correto posicionamento destas foram considerados na analise estatistica,

no caso, um total de 297 de um universo de 347.

3. 7. Analise Estatistica

Foram utilizados testes estatisticos nao-paramétricos, uma vez que a
distribuicdo dos dados nao foi Normal em nenhum dos grupos, mesmo naqueles
que nao atingiram o “teto” de 180s nas laténcias de teste (teste de Kolmogorov-

Smimov).

Para a comparagéao entre o desempenho no treino e no teste dos animais,
utilizou-se o teste de Wilcoxon, enquanto para verificar se houve diferenca entre
0s grupos, tanto no treino, quanto no teste utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis

(pois sdo mais de dois grupos) e, quando necessario, o teste post hoc de Dunn.
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4. Resultados

4.1. S100B e a consolidagao da memoéria

Este experimento tem como objetivo verificar o efeito da proteina S100B
sobre a consolidacdo da memoria, quando administrada no hipocampo, em
diferentes concentracdes, na tarefa de esquiva inibitéria. Para isso, utilizamos
um total de 36 ratos, canulados bilateralmente no hipocampo dorsal, e, destes,
30 animais tiveram as coordenadas das infusbes confirmadas como corretas
mediante exame mesoscopico (ver Material e Métodos). Quatro grupos
selecionados aleatoriamente entre os animais canulados receberam a infusao de
S100B nas concentragdes 0,02 uM (N=7), 0,2 uM (N=7), e 2,0 uM (N=7), ou de
seu veiculo (N=9), o tampao fosfato salino (TFS), sempre administrados

imediatamente apds a sessao de treino.
Os resultados estdo mostrados na Figura 4.1.

Como os dados (i) ndo se distribuiam normalmente (Teste de Kolmogorov-
Smirnov, P<0,05) e também (ii) houve laténcias que atingiram o valor “teto” de

180 s, utilizamos estatistica ndo-paramétrica.

Os treinos dos grupos nao diferiram significativamente entre si, permitindo
a analise dos dados (Teste de ANOVA de Kruskal-Wallis, P=0,957).

Todos os grupos mostraram diferenca significativa entre as laténcias na
sessdo de treino e de teste (“a”’, no grafico - teste de Wilcoxon, P<0,05),

demonstrando terem aprendido a tarefa.

Houve diferenca significativa entre os grupos nas laténcias das sessdes de
teste (Teste de ANOVA de Kruskal-Wallis, P=0,041), que, posteriormente
ordenadas pelo teste post-hoc de Dunn de comparag¢des multiplas, mostrou que
os grupos 0,2 uM e 2 uM eram significativamente diferentes do grupo controle

(veiculo) com P<0,05 (“b”, no grafico).
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Figura 4.1

Efeito da infusdo bilateral de S100B no hipocampo dorsal de ratos imediatamente apds o
treino na tarefa de Esquiva Inibitéria. Dados expressos como mediana (intervalos interquartis)
das laténcias de descida da plataforma. (a) Diferenga significativa entre as laténcias do treino
e do teste no grupo (teste de Wilcoxon, P<0,05); (b) Diferenca significativa da laténcia no
teste com relagéo ao grupo controle (teste de Dunn, P<0,05). N=9,7,7,7, respectivamente.
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4.2. S100B e a evocagao da memoria

Este experimento tem como objetivo verificar o efeito da proteina S100B
sobre a evocagdo da memoria, quando administrada no hipocampo, em
diferentes concentracdes, na tarefa de esquiva inibitoria. Para isso, utilizamos
um total de 39 ratos, canulados bilateralmente no hipocampo dorsal, e, destes,
32 animais tiveram as coordenadas das infusGes confirmadas como corretas
mediante exame mesoscopico (ver Material e Métodos). Trés grupos
selecionados aleatoriamente entre os animais canulados receberam a infusédo de
S100B nas concentragdes 0,2 uM (N=11), e 2,0 uM (N=9), ou de seu veiculo
(N=12), o tampao fosfato salino (TFS), sempre administrados 20 minutos antes

da sesséo de teste.

Os resultados estdao mostrados na Figura 4.2.

Como os dados (i) ndo se distribuiam normalmente (Teste de Kolmogorov-
Smirnov, P<0,05) e também (ii) houve laténcias que atingiram o valor “teto” de

180s, utilizamos estatistica ndo-paramétrica.

Os treinos dos grupos néao diferiram significativamente entre si, permitindo
a analise dos dados (Teste de ANOVA de Kruskal-Wallis, P=0,971).

Todos os grupos mostraram diferenca significativa entre as laténcias na
sessdo de treino e de teste (“a”’, no grafico - teste de Wilcoxon, P<0,05),

demonstrando terem aprendido a tarefa.

Nao houve diferenga significativa entre os grupos nas laténcias das
sessodes de teste (Teste de ANOVA de Kruskal-Wallis, P=0,563).
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Figura 4.2

Efeito da infusado bilateral de S100B no hipocampo dorsal de ratos 20 min antes do teste na
tarefa de Esquiva Inibitéria. Dados expressos como mediana (intervalos interquartis) das
laténcias de descida da plataforma. (a) Diferenga significativa entre as laténcias do treino e do
teste no grupo (teste de Wilcoxon, P<0,05). Nao ha diferencga significativa entre os grupos nas
laténcias dos treinos ou dos testes (teste de ANOVA de Kruskal-Wallis, P=0,971 e 0,563,
respectivamente). N=12, 11 e 9, respectivamente.
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4.3. DRB e a consolidagao da meméria

Este experimento tem como objetivo verificar o efeito proprio do DRB,
inibidor da sintese de ARN (necessaria a sintese proteica), sobre a consolidagao
da memodria quando administrada no hipocampo, em diferentes concentracoes,
na tarefa de esquiva inibitéria. Para isso, utilizamos um total de 60 ratos,
canulados bilateralmente no hipocampo dorsal, e, destes, 51 animais tiveram as
coordenadas das infusbes confirmadas como corretas mediante exame
mesoscépico (ver Material e Métodos). Quatro grupos selecionados
aleatoriamente entre os animais canulados receberam a infusdo de DRB nas
concentragbes 0,6 uM (N=12), 2,5 uM (N=12) e 12,5 uM (N=14), ou de seu
veiculo (N=13), o tampao fosfato salino (TFS), sempre administrados

imediatamente apds a sessao de treino.

Os resultados estao mostrados na Figura 4.3.

Como os dados (i) ndo se distribuiam normalmente (Teste de Kolmogorov-
Smirnov, P<0,05) e também (ii) houve laténcias que atingiram o valor “teto” de

180s, utilizamos estatistica ndo-paramétrica.

Os treinos dos grupos néao diferiram significativamente entre si, permitindo
a analise dos dados (Teste de ANOVA de Kruskal-Wallis, P=0,119).

Todos os grupos mostraram diferenca significativa entre as laténcias na
sessdo de treino e de teste (“a”’, no grafico - teste de Wilcoxon, P<0,05),

demonstrando terem aprendido a tarefa.

Houve diferenca significativa entre os grupos nas laténcias das sessdes de
teste (Teste de ANOVA de Kruskal-Wallis, P=0,003), que, posteriormente
ordenadas pelo teste post-hoc de Dunn de comparag¢des multiplas, mostrou que
o grupo 12,5 uM era significativamente diferente do grupo controle (veiculo) com
P<0,05 (“b”, no gréfico).
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Figura 4.3

Efeito da infusao bilateral de DRB no hipocampo dorsal de ratos imediatamente apds o treino
na tarefa de Esquiva Inibitéria. Dados expressos como mediana (intervalos interquartis) das
laténcias de descida da plataforma. (a) Diferencga significativa entre as laténcias do treino e do
teste no grupo (teste de Wilcoxon, P<0,05); (b) Diferenga significativa da laténcia no teste
com relagéo ao grupo controle (teste de Dunn, P<0,05). N=13,12, 12 e 14, respectivamente.
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4. 4. S100B e a consolidagao da meméria — Mecanismo de facilitagao |

4. 4. 1. Infusao bilateral de S100B (2 uM) concomitantemente a de

DRB (2,5 uM)

Este experimento tem como objetivo verificar se a infusdo concomitante de
DRB em concentragdo sem efeito proprio (2,5 uM - ver experimento anterior)
reverte o efeito facilitatério da proteina S100B (2, uM) administrada no
hipocampo imediatamente apds o treino, na tarefa de esquiva inibitéria. Para
isso, utilizamos um total de 92 ratos, canulados bilateralmente no hipocampo
dorsal, e, destes, 85 animais tiveram as coordenadas das infusdes confirmadas
como corretas mediante exame mesoscopico (ver Material e Métodos). Quatro
grupos selecionados aleatoriamente entre os animais canulados foram assim
divididos: TFS + DMSO 20% (N=23), TFS + S100B (N=16), S100B + DMSO
20% (N=20) e S100B + S100B (N=23)

Os resultados estdo mostrados na Figura 4.4.1.
Como os dados (i) ndo se distribuiam normalmente (Teste de Kolmogorov-
Smirnov, P<0,05) e também (ii) houve laténcias que atingiram o valor “teto” de

180s, utilizamos estatistica nao-paramétrica.

Os treinos dos grupos nao diferiram significativamente entre si, permitindo
a analise dos dados (Teste de ANOVA de Kruskal-Wallis, P=0, 349).

Todos os grupos mostraram diferenca significativa entre as laténcias na
sessdo de treino e de teste (“a”’, no grafico - teste de Wilcoxon, P<0,05),

demonstrando terem aprendido a tarefa.

Nao houve diferenca significativa entre os grupos nas laténcias das
sessodes de teste (Teste de ANOVA de Kruskal-Wallis, P=0,314).
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Figura 4.4.1.

Efeito da infusdo bilateral concomitante de DRB, em concentracdo sem efeito proprio (2,5

. uM), e de S100B (2 uM) no hipocampo dorsal de ratos, ambas imediatamente apés o treino
na tarefa de Esquiva Inibitéria. Dados expressos como mediana (intervalos interquartis) das
laténcias de descida da plataforma. (a) Diferenga significativa entre as laténcias do treino e do
teste no grupo (teste de Wilcoxon, P<0,05). Nao ha diferencga significativa entre os grupos nas
laténcias dos treinos ou dos testes (teste de ANOVA de Kruskal-Wallis, P=0,349 e 0,314,
respectivamente). N=23, 16, 20, 23, respectivamente.
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4. 4. 2. Infusado bilateral de S100B (4 uM) concomitantemente a de

DRB (2,5 uM)

Este experimento complementa o anterior e visa testar a hipétese de que a
infusdo concomitante da proteina junto com igual volume (0,5 ul de veiculo
DMSO 20% pode té-la diluido excessivamente (ou afetado sua estrutura), o que
explicaria por que ndo conseguimos replicar o efeito facilitatério da S100B no
experimento 4.4.1. Deseja-se, portanto, verificar se a infusdo concomitante de
DRB em concentragdo sem efeito préprio (2,5 uM) reverte o efeito facilitatorio da
proteina S100B (agora em 4 uM) administrada no hipocampo imediatamente
apos o treino, na tarefa de esquiva inibitéria. Para isso, utilizamos um total de 45
ratos, canulados bilateralmente no hipocampo dorsal, e, destes, 38 animais
tiveram as coordenadas das infusGes confirmadas como corretas mediante
exame mesoscopico (ver Material e Métodos). Quatro grupos selecionados
aleatoriamente entre os animais canulados foram assim divididos: TFS + DMSO
20% (N=13), TFS + S100B (N=8), S100B + DMSO 20% (N=9) e S100B + S100B

(N=8). Os resultados estdo mostrados na Figura 4.4.2.

Como os dados (i) ndo se distribuiam normalmente (Teste de Kolmogorov-
Smirnov, P<0,05) e também (ii) houve laténcias que atingiram o valor “teto” de

180s, utilizamos estatistica ndo-paramétrica.

Os treinos dos grupos néao diferiram significativamente entre si, permitindo
a analise dos dados (Teste de ANOVA de Kruskal-Wallis, P=0,275). Todos os
grupos mostraram diferenga significativa entre as laténcias na sessao de treino e
de teste (“a”, no grafico - teste de Wilcoxon, P<0,05), demonstrando terem

aprendido a tarefa.

Houve diferenca significativa entre os grupos nas laténcias das sessdes
de teste (Teste de ANOVA de Kruskal-Wallis, P=0,021), que, posteriormente
ordenadas pelo teste post-hoc de Dunn de comparag¢des multiplas, mostrou que
o grupo S100B/DMSO era significativamente diferente do grupo controle

(veiculo) com P<0,05 (“b”, no grafico).
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Figura 4.4.2.

S100B/DMSO S100B/DRB

Efeito da infusdo bilateral concomitante de DRB, em concentracdo sem efeito proprio (2,5
. uM), e de S100B (4 uM) no hipocampo dorsal de ratos, ambas imediatamente apés o treino
na tarefa de Esquiva Inibitéria. Dados expressos como mediana (intervalos interquartis) das
laténcias de descida da plataforma. (a) Diferencga significativa entre as laténcias do treino e do
teste no grupo (teste de Wilcoxon, P<0,05); (b) Diferenga significativa da laténcia no teste
com relag&o ao grupo controle (teste de Dunn, P<0,05). N= 13, 8, 9, 8, respectivamente
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4. 5. S100B e a consolidagao da meméria — Mecanismo de facilitagao Il

Este experimento tem como objetivo verificar se a infusdo intra-hipocampal
de DRB em concentragdo sem efeito préprio (12,5 uM) 2 h apos o treino reverte
o efeito facilitatério da proteina S100B (2u M) imediatamente apos o treino, na
tarefa de esquiva inibitéria. Para isso, utilizamos um total de 92 ratos, canulados
bilateralmente no hipocampo dorsal, e, destes, 85 animais tiveram as
coordenadas das infusbes confirmadas como corretas mediante exame
mesoscépico (ver Material e Métodos). Quatro grupos selecionados
aleatoriamente entre os animais canulados foram assim divididos: TFS + DMSO
20% (N=20), TFS + S100B (N=19), S100B + DMSO 20% (N=14) e S100B +
S100B (N=11)

Os resultados estdo mostrados na Figura 4.5.

Como os dados (a) nédo se distribuiam normalmente (Teste de Kolmogorov-
Smirnov, P<0,05) e também (b) houve laténcias que atingiram o valor “teto” de

180s, utilizamos estatistica nao-paramétrica.

Os treinos dos grupos nao diferiram significativamente entre si, permitindo
a analise dos dados (Teste de ANOVA de Kruskal-Wallis, P=0,711).

Todos os grupos mostraram diferenca significativa entre as laténcias na
sessdo de treino e de teste (“a”’, no grafico - teste de Wilcoxon, P<0,05),

demonstrando terem aprendido a tarefa.

Houve diferenca significativa entre os grupos nas laténcias das sessdes de
teste (Teste de ANOVA de Kruskal-Wallis, P=0,013), que, posteriormente
ordenadas pelo teste post-hoc de Dunn de comparagdes multiplas, mostrou que
o grupo S100B/DMSO era significativamente diferente do grupo controle

(veiculo) com P<0,05 (“b”, no grafico).
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Figura 4.5.

Efeito da infus&o bilateral intra-hipocampal de S100B (2 uM) imediatamente apds o treino, e
de DRB (12,5 uM), 2 h apo6s o treino, na tarefa de Esquiva Inibitéria. Dados expressos como
mediana (intervalos interquartis) das laténcias de descida da plataforma. (a) Diferencga
significativa entre as laténcias do treino e do teste no grupo (teste de Wilcoxon, P<0,05); (b)
Diferenca significativa da laténcia no teste com relagdo ao grupo controle (teste de Dunn,
P<0,05). N= 20, 19, 14, 11 respectivamente
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5. Discussao

5.1. S100B e a consolidagao da memoéria

Foi encontrado efeito facilitatério da consolidagdo da memadria em Esquiva
Inibitéria da proteina S100B quando infundida nas concentragdes de 0,2 uM e 2
uM.

Este resultado confirma o dado da literatura encontrado por Mello e Souza
e colaboradores (2000), confirmando o efeito da proteina na formagcao da

memoria aversiva em ratos Wistar.

5. 2. S100B e a evocagao da memoria

Nao foi observado nenhum efeito da proteina S100B sobre a evocagao da

memoria, nas condigdes ja descritas anteriormente.

Entretanto, Mello e Souza e colaboradores (2000) e nés neste trabalho
observamos um efeito facilitatério da proteina sobre a consolidacdo da memodria,
nas mesmas concentracoes, tarefa comportamental e local de infusdo utilizados
neste experimento. Podemos, portanto, nos perguntar a que se deve esta

diferenca nos resultados obtidos nos dois diferentes periodos da memoria.

Como a S100B é uma proteina amplamente distribuida no SNC e, em
especial no hipocampo (Gelai et al., 1995) e as suas fungdes até entdo
determinadas sao muitas, podemos levantar varias hipoteses para resolver tal
questdo. Uma destas hipoteses € a qual nos baseamos para justificar os outros
experimentos deste trabalho: sendo a proteina em questdao um importantissimo
fator neurotréfico, esta, quando aumentada, poderia estar envolvida no
prolongamento de terminacgdes sinapticas durante a fase de consolidagdo da

memoria, facilitando-a desta maneira.
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Sabe-se que o aumento e o rearranjo de terminagdes sinapticas s6 sao
necessarios durante a fase da consolidagdo da memoria, nunca na da evocagao
(Izquierdo, 2002). Portanto, segundo nossa hipotese, a resposta facilitatoria
encontrada nos experimentos durante a fase de consolidag¢ao, e dariam devido a
este papel neurotréfico da proteina, o que é confirmado pela auséncia de efeito

na fase de evocacéao.

Um passo importantissimo para que ocorra esse aumento e rearranjo de
terminagdes sinapticas durante a fase de consolidacdo da memodria, € a sintese
de proteinas estruturais (lzquierdo, 2002). Para verificar a hipdtese aqui
sugerida, executamos os demais experimentos deste trabalho, interferindo
farmacologicamente nesta etapa fundamental para a formagdo de novas

memoarias.

5. 3. DRB e a consolidagao da meméria

O agente inibidor escolhido foi o DRB, um inibidor da caseina cinase |l
(CKIl, ICs5p ~6 uM) bastante empregado como inibidor da transcricdo mediada
pela ARN polimerase Il, que depende da CKIl, entre outros fatores (Zandomeni
et al., 1986); ou seja, o DRB inibe a sintese de ARN, e, deste modo, também a
sintese protéica, necessaria aos eventos de plasticidade sinaptica envolvidos na

consolidacdo da meméaria.

Igaz e colaboradores (2002) estdo entre aqueles que empregaram o DRB
como inibidor da sintese protéica, contornando, assim, as desvantagens dos
efeitos inespecificos que outros agentes muito usados (como, por exemplo, a
anisomicina ou a cicloheximida) geralmente causavam (Gold, 2007; Radulovic &
Tronson, 2007; Hernandez & Abel, 2007). Entre outros efeitos interessantes,
estes autores demonstraram, usando o DRB, a existéncia de pelo menos duas
janelas temporais criticas para a expressdo génica no hipocampo, uma proxima

ao momento do treino e outra ocorrendo entre 3 e 6 h apdés o treino, uma
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atividade bifasica similar aquela observada por outros autores com a anisomicina
(Grecksch e Matthies, 1980; Freeman et al., 1995; Bourtchuladze et al., 1998).

A Figura 4.3 mostra uma curva dose-resposta para o DRB infundido no
hipocampo dorsal imediatamente apds o treino na tarefa de esquiva inibitéria,
mostrando que o efeito amnésico ja se observa na concentragdo de 12,5 uM
(para este tempo): consistente com isso, lgaz e colaboradores (2002)
encontraram o mesmo efeito com uma concentragao parecida (10 uM, ou 3,2
ng/ul), mas somente quando infundida imediatamente apds o treino, pois quando
aplicado 2 h mais tarde, apenas uma concentragdo mais alta (50 uM, ou 8,0
ng/ul) € amnésica. Nao tivemos tempo de fazer uma curva dose-resposta para o
DRB 2 h pés-treino, e, assim, estarmos mais tranquilos com relagdo a quais

concentracdes de DRB poderiamos considerar como “sem efeito” a cada tempo.

5. 4. S100B e a consolidagdao da memoria — Mecanismo de facilitagao |

Nesta parte do trabalho, o objetivo foi a replicacdo do resultado do efeito
facilitatorio da proteina S100B, obtido no trabalho de Mello e Souza e
colaboradores (2000) e, obtendo este efeito, observar a reversdo ou nao deste
utilizando-se um inibidor de sintese de ARNm (DRB), que tem como efeito geral
inibir a sintese protéica. Se o DRB for infundido imediatamente apds o treino em
esquiva inibitéria, seu efeito tera inicio logo no inicio da consolidagdo da
memoria, bloqueando a primeira fase da sintese protéica (Ilgaz, et al., 2002).
Além disso, aplicando o DRB juntamente com a S100B, em uma concentragéo
em que ele, por si s6 ndo demonstre estatisticamente efeito préprio, podemos
observar uma reversao ou nao do efeito facilitatério da proteina em questéao (de
Oliveira et al., 2007).
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5. 4. 1. Infusao bilateral de S100B (2 uM) concomitantemente a de

DRB (2,5 uM)

O efeito facilitatorio sobre a consolidagdo da memoria da proteina
S100B, nas condi¢cdes descritas anteriormente, ndo foi observado neste

experimento, tornando-o inconclusivo.

A néo replicacao do efeito encontrado no trabalho de Mello e Souza e
colaboradores (2000) neste estudo pode se dar por inumeros fatores, mas
sugerimos uma hipo6tese que achamos a mais importante dentre muitas. Por a
S100B estar sendo infundida simultaneamente com o veiculo do DRB, o DMSO
20%, ela estaria sendo diluida e acabaria tendo uma efetividade no local da
infusdo diminuida, ndo replicando a mesma concentragao utilizada no trabalho
anterior. Devido a isso, utilizando o dobro da concentracdo aqui utilizada,

eliminamos a variavel da dilui¢cdo. Isso foi testado no experimento seguinte.

5. 4. 2. Infusao bilateral de S100B (4 uM) concomitantemente a de

DRB (2,5 uM)

O efeito facilitatorio da proteina S100B sobre a consolidagdo da memoria
encontrado anteriormente neste trabalho no estudo de Mello e Souza e
colaboradores (2000) foi replicado, nas mesmas condi¢des, e o DRB infundido

concomitantemente reverteu seu efeito.

Esta reversao de efeito indica a influéncia da proteina na transcricdo génica
que ocorre imediatamente apds o treino dos animais em Esquiva inibitéria (Igaz
et al., 2002).

O papel da S100B sobre a transcrigdo génica esta cada vez mais sendo
estudado (Donato, 2001, lkura et al., 2002). A regulagcédo da transcricdo génica
esta acoplada com muitos processos intracelulares mediados por segundos

mensageiros. A S100B, uma proteina ligante de Ca++, esta diretamente ligada a
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esta sinalizagdo, devido a sua influéncia sobre este ion, um dos mais
importantes segundos mensageiros intracelulares (Ikura, 2002). Tendo, entao, a
S100B um papel sobre a transcricdo génica e este papel estar envolvido com a
regulagdo da quantidade de Ca++ intracelular, o resultado aqui encontrado pode

estar relacionado a este fato, hipétese a ser verificada em estudos posteriores.

5. 5. S100B e a consolidagao da meméria — Mecanismo de facilitagao Il

Foi observado o efeito facilitatério da proteina S100B sobre a consolidagao
da memodria em esquiva inibitéria, quando infundida intra-hipocampalmente e,
quando em concentracdo sem efeito proprio, o DRB infundido

concomitantemente duas horas apés a proteina, reverteu seu efeito.

Tendo o DRB revertido o efeito da S100B, podemos dizer que também um
dos mecanismos pelo qual a proteina desempenha seu papel facilitatério sobre a
consolidacdo da memoria esta envolvido com o aumento na transcricao génica
que ocorre durante o segundo pico de sintese protéica necessaria para a

formagado de uma nova memoaria.

Como ja descrito anteriormente, é sugerido na literatura (Igaz et al., 2002)
que a segunda janela de sintese protéica € a fase onde sao expressa proteinas
estruturais, as quais sao fundamentais para a remodelacido sinaptica requerida
para a formagdo da memoria de longa duragdo. Sendo a proteina S100B um
conhecido fator neurotréfico (Nishiyama, 2002), podemos sugerir que ela age
neste caso também como um, aumentando o numero de terminagdes sinapticas,
tendo como etapa limitante a segunda fase de sintese protéica apds o
aprendizado da tarefa, o que influencia de maneira positiva a formacdo da

memoria.
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6. Conclusoes

(@) A infusao bilateral intra-hipocampal pré-teste da S100B nao teve
qualquer efeito estatisticamente significativo na tarefa de Esquiva
Inibitéria, permitindo-nos concluir que essa proteina, em duas concentragoes

efetivas pos-treino (ver 6.2), ndo afeta a evocagédo dessa memoria aversiva;

(b) A infusdo bilateral intra-hipocampal pés-treino da S100B foi
facilitatoria nas concentragoées 0,2 UM e 2uM, mas sem qualquer efeito em 2
uM, na tarefa de Esquiva Inibitéria, replicando achado anterior de nosso

laboratdrio (Mello e Souza et al., 2000);

(c) A infusdo bilateral intra-hipocampal p6s-treino do DRB néo teve
qualquer efeito estatisticamente significativo na tarefa de Esquiva Inibitoria nas
concentragdes de 0,6 e 2,5 uM, mas foi amnésica na concentragdo de 12,5

pM;

(d) A infusdo bilateral intra-hipocampal pos-treino de DRB, em
concentragao sem efeito proprio (2,5 uM), concomitantemente a de S100B foi
capaz de reverter o efeito facilitatorio desta sobre a memodria da tarefa de
Esquiva Inibitéria, demonstrando que a agao da S100B depende da primeira
fase da sintese protéica no hipocampo; essa reversdo so foi conclusiva no
experimento 4.4.b em que a concentragdo da S100B era de 4 uM, pois com o
mesmo desenho experimental, ndo conseguimos replicar o efeito facilitatério da
S100B 2 uM, provavelmente por um efeito “diluidor” do 0,5 ul adicional de

veiculo DMSO 20% que foi infundido concomitantemente;

(e) A infusao bilateral intra-hipocampal pés-treino de DRB (12,5 uM) 2
h apos o treino e da infusdo de S100B (2 uM), foi também capaz de reverter o
efeito facilitatério desta sobre a memoria da tarefa de Esquiva Inibitdria,
demonstrando que a agao da S100B também depende da segunda fase da

sintese proteica no hipocampo.
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