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RESUMO

A consolidagdo da memoria da tarefa de esquiva inibitéria (EIl) requer a
ativacdo de uma série de vias de sinalizagdo intracelular com intuito de provocar
modificacbes duradouras ao nivel sinaptico, as quais s&8o responsaveis pela
estabilizac8o do trago mnemaonico. Sabe-se que a amigdala basolateral (BLA), através
de mecanismos que envolvem a liberagdo de noradrenalina, participa ativamente na
modulacdo deste processo. A p38MAPK é uma enzima da familia das proteina-
quinases ativadas por mitégeno (MAPK) que participa de varias respostas
neurofisiolégicas ao estresse. Entretanto, seu papel nos mecanismos de plasticidade
sindptica e no aprendizado de tarefas aversivas foi pouco estudado. O presente
trabalho investiga a participacdo da p38MAPK na BLA no processo de consolidacdo
da tarefa de El em ratos adultos. A infusdo do inibidor SB203580 na BLA
imediatamente, mas ndo 180 minutos apds o treinamento, impediu de uma maneira
dose-dependente a formacdo da memoria de longa duragdo, mas ndo da memoria de
curta duracdo, sem afetar a funcionalidade da amigdala, a locomocéo ou a ansiedade.
A infusdo do seu andlogo inativo SB202474 néo teve efeito. O treino na El também
induziu um aumento rpido e transitério na fosforilacdo da p38MAPK na BLA, a qual
foi revertida pela administracdo do antagonista dos receptores $-adrenérgicos timolol,
de uma maneira dose-dependente. Estes resultados indicam que a ativacdo da
p38MAPK ¢é essencial para a consolidacdo normal da tarefa de El, sendo este

processo controlado pelo sistema noradrenérgico na BLA.



ABSTRACT

Memory consolidation associated with learning the step-down inhibitory
avoidance (lIA) task requires the activation of several signaling pathways in order to
promote the lasting stabilization of the memory trace. It is well know that basolateral
amygdala (BLA) modulates this process through noradrenergic mechanisms that are
active in this structure. p38MAPK, a member of the mitogen activated protein kinases
(MAPK) mediates several neurophysiological responses to stress. However, the role of
this kinase in synaptic plasticity and fear-motivated learning has seldom been
analyzed. The present study explores the participation of BLA p38MAPK in IA memory
consolidation in adult male rats. Infusion of the p38MAPK inhibitor SB203580 into BLA
immediately, but not 180 min after training, impaired long-term memory (LTM) in a
dose-dependent manner without affecting short-term memory or BLA functionality. The
SB203580 inactive analog SB202474 had no effect whatsoever on IA memory. IA
training was accompanied by the rapid phosphorylation of p38MAPK in the BLA, which
is B-adrenergic receptor-dependent. Our results indicate that activation of p38MAPK is
essential for the normal consolidation of avoidance long-term memory and suggest that

this process is controlled by the noradrenergic system in the BLA.



1. INTRODUGAO

O aprendizado é o processo resultante da interacdo do individuo com o
meio (através de seus sistemas sensoriais) ou de representacfes internas (cognicao,
emocao), que possibilita tanto a aquisicdo de novas habilidades ou informacdes, como
o estabelecimento de novas relag6es com aquilo que ja foi previamente aprendido. Ele
confere ao individuo a capacidade de modificar seu comportamento em consequéncia

da prética ou da experiéncia (Izquierdo, 2002; Squire e Kandel, 2003).

A memoria, por sua vez, compreende o0 conjunto de mecanismos que
operam no sistema nervoso central (SNC) para que o aprendizado ocorra, e que
levam, em dltima instancia, ao estabelecimento de um trago duradouro (engrama).
Este representa a unidade informacional relacionada a um aprendizado especifico.
Tais mecanismos operam em sequéncia, e correspondem as diferentes fases da
memodria. A primeira € a fase de aquisicdo, onde toda informacdo relacionada a um
traco particular é reunida através dos sistemas sensoriais ou introspec¢do. Apos a
aquisicao, estas informagdes devem ser codificadas e armazenadas, 0 que constitui a
fase de consolidacdo. Como resultado, é estabelecido o engrama. Por fim, enquanto
permanecerem armazenadas, as informagdes consolidadas podem ser acessadas, 0
gue constitui a fase de evocacgéo, e representa o ato de lembrar (McGaugh, 2000; Abel

e Lattal, 2001).

s

Neste ponto, € importante ressaltar que nem todas as informacgbes que
chegam ao SNC séo armazenadas permanentemente. A grande maioria ndo passa da
fase de aquisicdo, e aquelas que iniciam o processo de consolidacdo podem néo ser
efetivamente retidas, dependendo de como esta fase € modulada. O estado de alerta,
0 estresse e a emocdo atuam como filtros, tanto na aquisicdo como na consolidacao,
efetuando esta selegdo. Por fim, muitas das memodrias que sdo consolidadas acabam

sendo esquecidas, especialmente aquelas que raramente sdo lembradas, de modo



gue o esquecimento atua como filtro final. Deste modo, o SNC é capaz de formar e
reter apenas as memorias que sao consideradas relevantes dentro do contexto no

qual o individuo esta inserido (Izquierdo, 2002; Squire e Kandel, 2003).

As memoérias podem ser classificadas utilizando-se diferentes critérios,
sendo que os dois principais sdo o conteudo ou a duracdo. De acordo com o
contetido, as memdrias sdo divididas em declarativas (também chamadas explicitas)
ou procedurais (também chamadas implicitas). As memorias declarativas requerem a
consciéncia para sua expressao, ao contrario das procedurais, que sdo inconscientes

(Izquierdo, 2002; Squire e Kandel, 2003).

As memoérias declarativas podem ser divididas em episddicas ou
semanticas, de acordo com o tipo de informacdo que armazenam. As primeiras
referem-se a eventos e acontecimentos importantes que ocorreram durante a vida do
individuo (por exemplo, fatos marcantes durante a faculdade ou a festa de formatura),
enquanto as Ultimas referem-se aos conhecimentos e informag¢Bes generalizadas
acerca do mundo (por exemplo, aquilo que foi aprendido nas disciplinas durante o
curso de graduacgdo). As estruturas cerebrais envolvidas no processamento da
memoria declarativa incluem o hipocampo e outras regibes do cortex cerebral. As
memarias procedurais, por sua vez, correspondem aos habitos e habilidades motoras
(por exemplo, os movimentos necessarios para realizar uma sutura durante uma
cirurgia). As estruturas cerebrais onde ocorre o processamento deste tipo de memoria
sdo distintas daquelas necesséarias para as memorias declarativas, e incluem a

amigdala, os nucleos da base e o cerebelo (Izquierdo, 2002; Squire e Kandel, 2003).

De acordo com a sua duragdo, as memorias sao divididas em trés
categorias: 1) memoria de trabalho, que corresponde aquela que dura de segundos a
poucos minutos, apenas para manter a informacado ativa enquanto esta € preparada

para ser codificada; 2) memdria de curta duragdo (STM), que dura de minutos a
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poucas horas, e funciona como uma memdria temporaria, permanecendo ativa apenas
durante o tempo necessério para que a 3) memoria de longa-duracéo (LTM), que dura
horas, dias ou anos, seja formada em sua forma final. A STM e a LTM requerem as
mesmas estruturas cerebrais, onde existem simultaneamente durante a fase de
consolidacdo. Porém, os mecanismos responsaveis por cada uma sao separados

(Izquierdo, 2002).

Para a elucidacdo dos mecanismos moleculares envolvidos nos processos
de memoria, tem-se empregado modelos animais baseados no aprendizado de tarefas
comportamentais simples, geralmente utilizando roedores como sujeitos
experimentais. Um modelo amplamente utilizado consiste na tarefa de esquiva
inibitéria (El), onde o animal, geralmente um rato, aprende que ao descer de uma
plataforma recebe um choque. Este aprendizado requer um Unico treino e envolve a
represséo especifica da tendéncia natural dos ratos para explorar o ambiente além da
plataforma (Izquierdo et al., 1998; lzquierdo et al., 2006). Assim, este paradigma
comportamental € Util por permitir a separacdo de cada uma das fases da memoria
mencionadas acima, bem como a diferenciagcdo entre STM e LTM. A combinacéo
destas caracteristicas com o emprego de ferramentas que possibilitam a manipulacao
dos mecanismos bioquimicos que operam em areas cerebrais especificas possibilitou
0 avanco no conhecimento sobre o processo de consolidacdo (Izquierdo et al., 1998;

Izquierdo et al., 2006).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. A consolidagdo da memodria e sua modulacéo pela amigdala

A consolidacao € o processo responsavel pela estabilizagdo da memoéria
ap6és sua aquisicdo (McGaugh, 1966). Os mecanismos operantes durante a
consolidacdo possibilitam que a memoria passe de um estado labil (STM) para um
estado permanente (LTM) (Dudai, 1996; McGaugh, 2000). Os processos envolvidos na
formacdo da LTM associada com a tarefa de El no rato ja estdo bem estabelecidos.
Resumidamente, o glutamato, atuando através de receptores NMDA, AMPA e
metabotrdpicos, induz um aumento nos niveis intracelulares de célcio, que leva a
ativacdo de vérias vias de sinalizagdo intracelular, as quais induzem a expresséo
génica e a sintese de novas proteinas. Como resultado final deste processo, ha o
estabelecimento de modificagbes duradouras na morfologia e composicdo das
sinapses dos neur6nios envolvidos no aprendizado (Davis e Squire, 1984; Izquierdo e
Medina, 1997; Lamprecht e LeDoux, 2004). Os eventos bioquimicos do processo de
consolidacdo ocorrem de maneira sequencial e transitoria em diversas éareas
cerebrais, incluindo o hipocampo, cértex entorrinal e a amigdala. Esta ultima, por sua
vez, possui um papel central na formacdo das memdrias aversivas (Izquierdo e

Medina, 1997; Izquierdo et al., 2006).

A amigdala € uma estrutura composta de aproximadamente 13 nucleos
principais (constituindo o complexo amigdaléide), os quais séo distinguidos em funcao
da sua citoarquitetura, histoquimica e conexdes (Krettek e Price, 1978; Petrovich et al.,
2001). De acordo com o esquema de classificacdo mais recente (McDonald, 1998;
Sah et al.,, 2003), os nacleos componentes da amigdala sdo separados em trés
grupos: 1) grupo profundo ou basolateral, que inclui os ndcleos laterais, basais, e
basal acessério; 2) grupo superficial, que inclui os nucleos corticais e ndcleo do trato

olfatério; e 3) o grupo centromedial, composto pelos ndcleos mediais e centrais. Por
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fim, os demais nucleos comp&em uma categoria separada, pois ndo sédo facilmente
classificados dentro de um desses critérios. Estes sdo as massas celulares
intercaladas e a area amigdalo-hipocampal (AHA). Existem extensas conexdes
internucleares e intranucleares (Sah et al., 2003). A Figura 1 resume a distribuicéo

anatdmica destes trés principais grupos no cérebro do rato.

O complexo basolateral consiste no nacleo lateral (LA), nucleo basal (B), e
0 nucleo basal acessério (AB). Costuma-se referir ao nucleo lateral e basal
conjuntamente, como nudcleo basolateral, enquanto o nucleo basal acessoério é
denominado nucleo basomedial. O LA esta localizado dorsalmente na amigdala, e
suas por¢des mais ventrais estdo adjacentes ao nucleo basal. Ele é delimitado
lateralmente pela capsula externa e medialmente pelo ndcleo central. O nucleo basal
esta localizado ventral ao LA, e o AB esta localizado adjacente a AHA e ventral ao
nacleo basal. Detalhes das subdivisbes e interconexfes entre os diferentes nucleos
podem ser encontrados em revisfes extensas dedicadas ao tema (Sah et al., 2003).
Neste trabalho, ao utilizarmos a denominacdo amigdala basolateral (BLA), estaremos

nos referindo ao nucleo basolateral (LA+B).

As aferéncias para a amigdala sdo separadas em dois grandes grupos: o
primeiro compreende projecdes corticais e do hipocampo, que fornecem informacgdes
provenientes de areas sensoriais e dos sistemas de memoria. O segundo compreende
projecdes do tronco cerebral e hipotdlamo, e estao relacionadas com comportamento
e sistemas autonémicos (Sah et al., 2003). A maior fonte de informacao sensorial é o
cortex cerebral, cujos neurbnios piramidais da camada V atingem toda a amigdala
através da cépsula externa, e transmitem informacdes uni ou polimodais provenientes
de areas associativas (Ottersen et al., 1986; Amaral e Insausti, 1992; Mascagni et al.,

1993).
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dorsal

Basolateral

Cortical

lateral medial Centro-medial

Figura 1. Principais subdivisbes do complexo amigdaléide no rato e distribuicéo

anatdmica. c.e = capsula externa, Pir = cortex piriforme (Sah et al., 2003).

J& as projec¢bes que trazem informacdes das areas relacionadas com o0s
processos de memdria se originam nos cortices perirrinal, entorrinal e parahipocampal,
e no hipocampo (Milner et al., 1998). Proje¢cbes entre a amigdala e estas areas séo
reciprocas e extensas (McDonald, 1998). A subdivisdo medial da LA recebe a maioria
das proje¢bes provenientes do cortex perirrinal, embora estas também se estendam
aos nucleos basal e cortical (Shi e Cassell, 1999). O cortex entorrinal possui uma
projecdo mais difusa, atingindo a maioria dos nucleos do complexo (McDonald e
Mascagni, 1997). Por fim, aferéncias do hipocampo sdo provenientes da regido

subicular e possuem o nucleo basal como principal alvo (Canteras e Swanson, 1992).

As eferéncias oriundas da amigdala atingem todo o cortex cerebral, bem
como as regides hipotalamicas e o tronco cerebral. O complexo basolateral (LA, B,
AB) possui uma importante projecéo para os sistemas de memodria localizados no lobo
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temporal medial, inervando o hipocampo e coértex perirrinal (Petrovich et al., 2001), e
outra para o0 nucleo accumbens (McDonald, 1991). Estas projecdes sé&o
glutamatérgicas e se originam de neurbnios semelhantes aos neurdnios piramidais
corticais (Pare et al., 1995). O complexo central, por sua vez, emite projecdes para o
hipotalamo e tronco cerebral. De um modo geral, o complexo basolateral confere valor
afetivo aos estimulos sensoriais que chegam através das aferéncias. Esta informacéo
€ processada localmente e, entdo, transmitida para o nucleo central, que é
responsavel por mediar respostas autondémicas e sinais comportamentais do medo

(Sah et al., 2003).

O possivel envolvimento da amigdala nos processos de aprendizado e
memoria foi sugerido apds a avaliacdo do efeito de lesdes cerebrais que envolvem
esta estrutura, hq mais de seis décadas (Weiskrantz, 1956). Entretanto, as primeiras
evidéncias surgiram ao demonstrar-se que o aprendizado de uma tarefa aversiva é
prejudicado apos a estimulacdo elétrica da amigdala (Goddard, 1964; Kesner e
Wilburn, 1974). Mais recentemente, empregou-se a infusdo de farmacos na amigdala
para investigar seu envolvimento na consolidacdo da memdria. De um modo geral, a
amigdala é responsavel por mediar os efeitos que estimulos emocionalmente salientes
ou estressantes possuem sobre a consolidacdo da memoria (Izquierdo, 2002; Squire e

Kandel, 2003).

Sabe-se que os estimulos aversivos ativam Varios sistemas hormonais
relacionados com o estresse (como os glicocorticéides e adrenalina), que atuam na
amigdala modificando a liberacéo de varios neurotransmissores. Destes, o principal €
a noradrenalina (Ma e Morilak, 2005; Morilak et al., 2005), que é liberada localmente a
partir dos terminais axonais dos neurdnios localizados no locus coeruleus e no nucleo
do trato solitario (Mcintyre et al., 2003; McGaugh, 2004). Estudos farmacolégicos
demonstraram que a transmissdo noradrenérgica possui, de fato, papel central na

mediacdo dos efeitos da amigdala sobre a consolidacdo da memoria (Ma e Morilak,
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2005). Assim, a infusdo de antagonistas dos receptores B-adrenérgicos apos o treino
prejudica o desempenho na tarefa de esquiva inibitéria, o que foi revertido pela
administracdo de noradrenalina (Ellis et al., 1983; Ellis e Kesner, 1983). Interessante
ressaltar que tais efeitos ndo parecem ser devido a um efeito sobre a aquisicdo ou
evocacao (McGaugh e Petrinovich, 1965; McGaugh, 2004), sugerindo que as infusdes
intra-amigdala afetam especificamente a consolidagdo da memdria (McGaugh, 1989;
McGaugh, 2000). De fato, a demonstracdo de que outros tratamentos afetam a
retencdo da LTM, mas n&o da STM (Bianchin et al., 1999; Schafe e LeDoux, 2000;
Barros et al., 2002), e que o treino na tarefa de esquiva inibitéria induz um aumento
transitorio na liberacdo de noradrenalina, num periodo de tempo coincidente com a
janela temporal da consolidacdo (Mclintyre et al., 2003; McGaugh, 2004), indicam uma

modulacao seletiva da amigdala sobre este processo.

Ao nivel celular, a noradrenalina liberada na amigdala atua tanto sobre
receptores a-adrenérgicos quanto B-adrenérgicos, que por sua vez exercem Seus
efeitos intracelulares através da modificagdo nos niveis de AMPc. Outros sistemas de
neurotransmissores, como acetilcolina e glutamato atuam em um ponto posterior nas
vias de sinalizacdo induzidas pela ativacdo dos receptores adrenérgicos. Por fim,
glicocorticoides e GABA induzem um aumento na liberacdo de noradrenalina a partir
dos terminais axonais de neurdnios noradrenérgicos, ou potencializam as respostas
intracelulares iniciadas nos neurénios da amigdala a partir desta liberacdo (Mclintyre et

al., 2003; McGaugh, 2004).

Estes efeitos da amigdala sobre a consolidacdo da memdria parecem ser
exercidos seletivamente pela sua subdivisdo basolateral. A consolidacdo é modulada
pela ativagdo ou bloqueio pos-treino dos receptores NMDA ou AMPA da BLA (Rubin et
al., 2001; Bonini et al., 2003), ao contrario do nucleo central adjacente, onde
manipulagdes nao parecem ter nenhum efeito significante sobre a consolidagao

(Tomaz et al., 1992; Parent e McGaugh, 1994; Da Cunha et al., 1999). Assim, mesmo
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infusBes relativamente grandes dentro da amigdala (i.e., > 0,2 ul, como utilizado nos
trabalhos mais antigos, com volumes chegando até 1,0 ul) provavelmente influenciam
seletivamente a BLA, apesar de a difusdo estender-se para Varios nucleos

componentes do complexo amigdaléide.

Uma das interpretacBes possiveis de todos estes achados é que estas
manipulacdes descritas na amigdala afetam o processo de consolidag&o proprio desta
estrutura. Entretanto, evidéncias mais recentes sugerem que a amnésia é resultado da
modulacdo que a amigdala exerce sobre o processo de consolida¢do que ocorre em
outras estruturas, ja que a variacado das condi¢cdes de estimulo elétrico ou tratamento
farmacologico possibilita tanto a facilitacdo quanto o prejuizo na tarefa de esquiva
inibitéria (Gold e Van Buskirk, 1975), e lesdes da stria terminalis (uma das principais
vias eferentes da amigdala) revertem a amnésia provocada pela estimulacéo elétrica
(Liang e McGaugh, 1983) ou farmacos (McGaugh, 2004). Por fim, manipula¢cdes na
amigdala sdo capazes de alterar a inducdo da LTP no hipocampo (Mcintyre et al.,
2003; McGaugh, 2004), uma forma de plasticidade sinptica que pode estar envolvida

no processo de formacéo da LTM.

2.2. Papel da via de sinalizacdo da proteina-quinase ativada por mitégenos

(MAPK) na consolidagcdo da meméria

A fosforilagdo de proteinas é uma das modificacdes pos-traducionais mais
comuns que as células utilizam para responder aos estimulos extracelulares e para
regular a fungéo de varias proteinas, possuindo um papel importante nos processos de
plasticidade sindptica e memoria (Sweatt, 2001a). Trata-se de uma reacgéao reversivel,
mediada por um tipo de enzima denominada quinase, a qual é definida em fungéo do
tipo de mensageiro que provoca sua ativacdo. As principais familias de quinases que
participam no processo de consolidagdo da memdria da El incluem a PKA, PKC, PKG,

CaMKIl e MAPK. Suas acdes principais incluem ativacdo de fatores de transcricao
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como CREB e a induc&o de genes imediatos (c-fos, zif268), controlando, dessa forma,

a sintese proteica (Sweatt, 2001a).

Os membros da familia da proteina-quinase ativada por mitogenos (MAPK,
do inglés mitogen activated protein kinases) possuem um papel importante em
diversos processos celulares. Trés grandes familias de MAPKs foram bem
caracterizadas: a quinase regulada por sinais extracelulares (ERK), p38MAPK e JNK-
MAPK (Johnson e Lapadat, 2002; Kumar et al., 2003; Cuadrado e Nebreda, 2010). As
cascatas de sinalizac@o destas vias caracterizam-se pela presenca de trés quinases
gue atuam de maneira sequencial: MAP quinase quinase quinase (MAPKKK) - MAP
quinase quinase (MAPKK) - MAP quinase (MAPK) (Johnson e Lapadat, 2002). As
MAPKKKs séo serina/treonina quinases que, quando ativadas, fosforilam e ativam a
proxima quinase na cadeia, a MAPKK. MAPKKs sdo quinases de dupla especificidade,
que fosforilam ambos residuos de treonina e tirosina nas MAPKSs, resultando na sua
ativacdo. Estas, por sua vez, sdo serinal/treonina quinases que, quando ativadas,
fosforilam um grande numero de substratos na célula, incluindo vérios fatores de
transcricdo e outras quinases. Ja foram identificados varios membros dentro de cada

familia de MAPK (Widmann et al., 1999).

A p38MAPK possui quatro isoformas (p38a, p38p3, p38y e p38d), sendo a
p38a a isoforma mais comum. Ela é ativada através da fosforilagdo dupla na treonina
180 e tirosina 182 atraves de uma MAPKK imediatamente acima na sua via de
sinalizagdo, denominada MAP2K6 (também conhecida como MKKG6). H& evidéncias
sugerindo que outras MAPKKs, como a MAP2K3 (conhecida também por MKK3),
também podem ativar a p38MAPK. A MAP2K®6, por sua vez, é ativada por varias
MAPKKKSs, cuja ativagdo € iniciada por uma diversidade de estimulos (Roux e Blenis,
2004; Cuadrado e Nebreda, 2010). Isso demonstra a complexidade desta via de
transducdo de sinais, onde ocorre a integracdo de multiplos sinais provenientes de

diferentes vias (Figura 2).
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Figura 2. Via de sinalizacdo da p38MAPK (Cuadrado e Nebreda, 2010).

Interessante ressaltar que a p38MAPK pode ser ativada por mecanismos
noradrenérgicos, embora isto foi demonstrado mais frequentemente em preparacdes
in vitro de células que ndo pertencem ao SNC (Tsang e Rabkin, 2009; Lajevic et al.,
2011), ou em células ndo-neuronais, como os pinealdcitos (Chik et al., 2004). Nestes
tltimos, a noradrenalina atua através de receptores B-adrenérgicos e induz a elevacao
dos niveis intracelulares de calcio e AMPc, o que ultimamente provoca a fosforilagdo

da p38MAPK através da MKK3 e MKK®6 (Chik et al., 2004).

Os substratos da p38MAPK incluem outras quinases, proteinas citosélicas
e fatores de transcricdo, como resumido na Figura 2. Estes substratos podem controlar
o estado de fosforilagdo de outras proteinas, bem como a transcrigdo génica e sintese
de novas proteinas. A atividade da p38MAPK pode ser diminuida através de sua

desfosforilagdo mediada por varias fosfatases, como a fosfatase de proteinas 2A.
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Outros estudos sugerem que as fosfatases de especificidade dupla 16 (DUSP16,
também conhecida como MAPK fosfatase-7 ou MKP7, 14,15) e 10 (DUSP10 ou
MKP5) também podem reduzir a atividade da p38MAPK (Kyriakis e Avruch, 2001;

Roux e Blenis, 2004; Cuadrado e Nebreda, 2010).

Inicialmente, descreveu-se o0 papel das MAPKs nas respostas induzidas
por fatores de crescimento e respostas ao estresse (Segal e Greenberg, 1996; Ichijo,
1999; Zhang e Liu, 2002). Entretanto, evidéncias recentes mostram que essa via de
sinalizacdo também possui um papel importante no cérebro adulto, regulando véarias
formas de plasticidade sindptica e memdria em sistemas que abrangem de

invertebrados até mamiferos (Sweatt, 2001b; Sweatt, 2004).

A ERK é o membro da familia de MAPKSs cujo papel nestes processos foi
mais bem caracterizado (Grewal et al., 1999; Sweatt, 2001b; Thiels e Klann, 2001,
Adams e Sweatt, 2002; Sweatt, 2004; Thomas e Huganir, 2004). A atividade da ERK é
necessaria para o estabelecimento da LTP no hipocampo e na amigdala (English e
Sweatt, 1997; Huang et al., 2000) e em outras regides corticais (Di Cristo et al., 2001).
Além disso, esta mesma via de sinalizagcéo € requerida para o estabelecimento da LTD
no cerebelo (Kawasaki et al., 1999). Por fim, a ERK também participa na formacao das
memodrias espaciais (Blum et al., 1999) e aversivas, como o condicionamento pelo
medo (Atkins et al., 1998) e esquiva inibitoria (Izquierdo, 2002; Izquierdo et al., 2006).
Na El, sua atividade € necesséria tanto no hipocampo quanto na amigdala para a

consolidacdo da LTM (Rossato et al., 2004).

by

Nos neurdnios, a ERK é ativada em resposta a liberacdo do
neurotransmissor glutamato (Fiore et al., 1993), em um mecanismo dependente da
elevacao intracelular de célcio (mediado pelo receptor do tipo NMDA ou pelos canais
de calcio voltagem-dependentes) (Walker et al., 2003). Sua ativacdo provoca, entao,

mudancas na atividade e quantidade de receptores glutamatérgicos do tipo AMPA nas
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sinapses (Zhu et al.,, 2002), bem como modificacbes estruturais na morfologia das
espinhas dendriticas (Wu et al., 2001b). Estes dois mecanismos seriam a ligacao entre
a ativacdo da ERK e as alteragBes fisioldégicas que ultimamente correspondem a

formacgao da LTM (Thomas e Huganir, 2004).

A ERK é necessaria para o controle da expressdo génica, e esta é
provavelmente uma fungdo essencial desta via de sinalizagdo na regulagdo dos
processos de plasticidade singptica e memdria. Algumas formas de potenciagcdo que
séo bloqueadas por inibidores da ERK ndo ocorrem quando n&o ha translocacdo da
quinase para o nucleo. (Patterson et al., 2001). Dentre os fatores de transcricdo que
séo substratos de fosforilagcdo pela ERK, os cruciais para a consolidacdo da memoria
incluem Elkl e CREB (Thomas e Huganir, 2004). Embora nédo seja capaz de ativa-lo
diretamente, a ERK induz uma fosforilagdo prolongada o fator de transcricdo CREB,
através das quinases efetoras RSK e MSK. A auséncia desta fosforilagdo prolongada

impede a formagéo de uma LTM (Hardingham et al., 2001; Wu et al., 2001a).

J& o papel das outras duas familias de MAPK (JNK-MAPK e p38MAPK), foi
mais amplamente descrito nas respostas ao estresse e estimulos inflamatorios, e
frequentemente em outros sistemas que ndo o SNC (Ashwell, 2006), embora os
componentes das cascatas de sinalizagéo destas outras formas de MAPK também sao
expressos nas estruturas cerebrais importantes para a memaria e aprendizado (Lee et
al.,, 2000). De fato, recentemente descobriu-se que a p38MAPK e a JNK-MAPK
também estdo envolvidas nos processos de plasticidade sindptica e memodria
(Bolshakov et al., 2000; Zhen et al., 2001; Alonso et al., 2003; Bevilaqua et al., 2003;
Guan et al., 2003). Assim, a ativacdo da p38MAPK pode ser induzida por BDNF em
fatias do hipocampo (Blanquet, 2000), e sua atividade é necessaria em uma forma de
LTP induzida por BDNF no giro denteado (Ying et al., 2002). Além disso, a p38MAPK
pode regular uma forma de LTD dependente do receptor NMDA no hipocampo

(Bolshakov et al., 2000) e a inducé@o de LTP no cértex cingulado anterior (Toyoda et
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al., 2007). Por fim, esta quinase € necesséria no hipocampo para a consolidacao da
memoria associada ao aprendizado da tarefa de esquiva inibitéria (Alonso et al.,

2003).

Apesar do extenso conhecimento acumulado sobre os neurotransmissores
gue sdo necessarios e atuam na amigdala para que esta exerca seu papel modulador
sobre a consolidagcdo da memodria, as vias de sinalizacéo intracelular ainda foram
pouco estudadas nesta estrutura. Embora ja se demonstrou que a atividade da ERK é
necessaria na amigdala para formar a LTM de memorias aversivas, a participagédo de
outras formas de MAPK, como a p38MAPK, ainda nao foi investigada. Esta quinase é
um alvo interessante, pois além de participar nas respostas induzidas por estimulos
estressantes, existe uma potencial regulacdo de sua atividade por mecanismos
dependentes de noradrenalina, neurotransmissor central no funcionamento da
amigdala. Portanto, a participacdo da p38MAPK nos mecanismos de memoria ainda
necessita ser esclarecida em detalhes, e, em particular, seu possivel papel na BLA
durante a consolidacdo da tarefa de esquiva inibitéria. Assim, este trabalho busca
avancar no entendimento desta questdo, através do cumprimento dos objetivos a

seqguir.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar se a atividade da p38MAPK na BLA é necesséria para a

consolidacédo da tarefa de El em ratos adultos.

3.2. Objetivos especificos

e Investigar se a p38MAPK ¢é necessaria na BLA para que ocorra a formacao da
LTM associada ao aprendizado da tarefa de El, empregando-se a infuséo local de
diferentes doses do inibidor SB203580 ou do seu andlogo inativo SB202474, em
diferentes tempos apos o treino.

e Investigar se a p38MAPK ¢é necessaria na BLA para que ocorra a formacédo da
STM associada ao aprendizado da tarefa de El, empregando-se a infuséo local do
inibidor SB203580 na dose e tempo onde a reten¢éo da LTM foi prejudicada.

e Investigar se a funcionalidade da amigdala é afetada pelo SB203580, avaliando-
se o reaprendizado da tarefa de El em ratos onde a infusdo do inibidor provocou
amneésia.

e Investigar se a amnésia induzida pela inativacdo da p38MAPK é devida a
mecanismos de dependéncia de estado.

e Investigar se o prejuizo na tarefa de El apos a inativagdo da p38MAPK na BLA
ndo € devido a efeitos inespecificos sobre a locomocgao, avaliando-se o efeito da
infuséo local do SB203580 sobre o desempenho na tarefa de campo aberto.

e Investigar se o prejuizo na tarefa de El apos a inativagdo da p38MAPK na BLA
néo € resultado do aumento nos niveis de ansiedade, avaliando-se o efeito da

infuséo local do SB203580 no desempenho na tarefa de labirinto em cruz elevado.

23



Investigar se o treino na El induz a ativagdo da p38MAPK na BLA, através da
guantificacdo da dupla fosforilagdo por western blot em diferentes tempos apos o
treino.

Identificar a dose do antagonista dos receptores beta-adrenérgicos timolol que
provoca amnésia para a LTM associada ao aprendizado da tarefa de EI.

Investigar se a ativagdo da p38MAPK induzida na BLA pelo treino na tarefa de El
é dependente da ativacdo de receptores beta-adrenérgicos, através da infusdo
pos-treino do antagonista timolol na dose que provocou amnésia, e quantificacdo

da fosforilagédo por western blot.
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Abstract

p38MAPK mediates several neurophysiological responses to stress. However, the role of this
kinase in synaptic plasticity and fear-motivated learning has seldom been analyzed. The
present study explores the participation of p38MAPK in step-down inhibitory avoidance (I1A)
memory consolidation in the basolateral amygdala (BLA) of adult male rats. Infusion of the
p38MAPK inhibitor SB203580 into BLA immediately but not 180 min after training impaired
long-term memory in a dose-dependent manner without affecting BLA functionality or short-term
memory retention. The SB203580 inactive analog SB202474 had no effect whatsoever on IA
memory. |A training was accompanied by the rapid and B-adrenergic receptor-dependent
phosphorylation of p38MAPK in the BLA. Our results indicate that activation of p38MAPK is
essential for the normal consolidation of avoidance long-term memory and suggest that this

process is controlled by the noradrenergic system in the BLA.



Introduction

The step-down inhibitory avoidance learning paradigm (IA) is commonly employed for studying
the neurobiological basis of fear-motivated memory in rodents. During IA training, stepping
down from a platform located in a fear-conditioning training box is paired with a footshock. Thus,
in a single and very short training session, animals learn to refrain from stepping down when
placed again on the platform. The sequence of molecular events involved in the consolidation of
IA memory in the hippocampus has been extensively described (Izquierdo, Bevilagua, Rossato,
Bonini, Medina, & Cammarota, 2006). However, although several reports indicate that the
basolateral amygdala (BLA) is also necessary for avoidance memory retention (Gallagher,
Kapp, Musty, & Driscoll, 1977; McGaugh, 2004), comparatively little is known about the
signaling cascades activated in BLA during IA memory processing.

The p38 family of mitogen-activated protein kinases (p38MAPK) was originally described as a
group of Ser-Thr kinases chiefly involved with modulation of the responses to stressful and pro-
inflammatory stimuli (Ashwell, 2006). However, reports showing that brain-derived neurotrophic
factor (BDNF) activates p38MAPK in hippocampal slices (Blanquet et al., 2000), and that
BDNF-induced long-term potentiation (LTP) of perforant path—granule cell synapses leads to
p38MAPK activation (Ying, Futter, Rosenblum, Webber, Hunt, Bliss, & Bramham, 2002),
suggest that p38MAPK plays a key role in synaptic plasticity. Indeed, pharmacological
manipulations of p38MAPK modify the effect of different agents on plasticity (Butler, O'Connor,
& Moynagh, 2004; Gisabella, Rowan, & Anwyl, 2003; Kelly, Vereker, Nolan, Brady, Barry,
Loscher, Mills, & Lynch, 2003; Rush, Wu, Rowan, & Anwyl, 2002; Wang, Walsh, Rowan,
Selkoe, & Anwyl, 2004), and these kinases are highly expressed in brain regions that are
essential for memory processing, including the BLA (Lee, Park, Che, Han, & Lee, 2000).
Despite these facts, the participation of p38MAPK in associative learning has seldom been
studied (Alonso, Bevilaqua, Izquierdo, Medina, & Cammarota, 2003; Blum, Moore, Adams, &
Dash, 1999; Zhen, Du, Romano, Friedman, & Harvey, 2001). In particular, the possible role of
p38MAPK in BLA during the consolidation of IA memory has not yet been investigated. In order
to do that we used the specific p38MAPK inhibitor 4-(4-fluorophenyl)-2-(4-methylsulfinylphenyl)-
5-(4-pyridyl)1H-imidazole (SB203580; Cuenda, Rouse, Doza, Meier, Cohen, Gallagher, Young,

& Lee, 1995; Jiang, Van Cleemput, Sheerin, Ji, Zhang, Saucier, Corcoran, & Zhang, 2005;



Young, McLaughlin, Kumar, Kassis, Doyle, McNulty, Gallagher, Fisher, McDonnell, Carr,

Huddleston, Seibel, Porter, Livi, Adams, & Lee, 1997).

Materials & Methods

Animals, surgery and drug infusion procedure: A total of 204 naive male Wistar rats (3-month-
old 280-300 g) bought at FEPPS (Fundacao Estadual de Producéo e Pesquisa em Saude do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil) were used. The animals were housed 5 to a cage and
kept with free access to food and water under a 12/12 light/dark cycle, with light onset at 7:00
AM. The temperature of the animal room was maintained at 22-24°C. To implant them with
indwelling cannulas, rats were deeply anesthetized with thiopental (i.p., 30-50 mg/Kg) and 22-
gauge cannulas stereotaxically aimed to the BLA (A -2.4, L £5.1, V -3.1, mm) in accordance
with coordinates taken from the atlas of Paxinos & Watson (1986). Animals were allowed to
recover from surgery for 4 days before submitting them to any other procedure. At the time of
drug delivery, 30-gauge infusion cannulas were tightly fitted into the guides. Infusions (0.5
ul/side) were carried out over 60 s with an infusion pump and the cannulas were left in place for
60 additional seconds to minimize backflow. The placement of the cannulas was verified
postmortem: 2-4 h after the behavioral test, 0.5 pl of 4% methylene-blue were infused as
described above and the extension of the dye 30 min thereafter was taken as an indication of
the presumable diffusion of the vehicle or drug previously given to each animal. Only data from
animals with correct implants were analyzed. All procedures were conducted in accordance with
the “Principles of laboratory animal care” (NIH publication N° 85-23, revised 1996). Every effort

was made to reduce the number of animals used and to minimize their suffering.

Inhibitory avoidance learning task: Rats were trained in a one-trial, step-down inhibitory
avoidance during the light phase of the subjective day (between 9.00-11.00 h. The training
apparatus was a 50 x 25 x 25 cm plexiglass box with a 5 cm-high, 8 cm-wide and 25 cm long
platform on the left end of a series of bronze bars which made up the floor of the box. For
training, animals were gently placed on the platform facing the left rear corner of the training
box. When they stepped down and placed their four paws on the grid, received a 2 s, 0.8 mA
scrambled footshock and were immediately withdrawn from the training box. Long-term memory

retention was evaluated in a non-reinforced test session carried out at 24 hours training. In the



test session, the animals were placed back on the training box platform until they eventually
stepped down to the grid. The latency to step-down during the test session was taken as an
indicator of long-term memory retention. In some experiments, short term memory was

evaluated 3 h after training using a different set of animals.

Open field and plus maze tests: To analyze their exploratory and locomotor activities, animals
were placed on the left rear quadrant of a 50x50x39 cm open field with plywood walls and a
floor divided into 12 equal squares. The numbers of line crossings and the number of rearings
were measured over 5 min and taken as indicators of locomotor and exploratory activities,
respectively. To evaluate their anxiety state, rats were exposed to an elevated plus maze. The
total number of entries into the four arms, the number of entries and the time spent into the
open arms were recorded over a 5 min session. Twenty-four hours before exposure to the open

field or the plus maze, the animals received bilateral 0.5 pl infusions in the BLA.

Immunoblot Assays: Animals we Kkilled by decapitation and BLA rapidly dissected out and
homogenized in ice-chilled buffer (20 mM Tris-HCL, pH 7.4, 0.32 M sucrose, 1 mM EDTA, 1 mM
EGTA, 1 mM PMSF, 10 pyg/ml aprotinin, 15 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml bacitracin, 10 ug/ml
pepstatin, 15 pg/ml trypsin inhibitor, 50 mM NaF, and 1 mM sodium orthovanadate). Protein
concentration was determined using the BCA protein assay. Equal amounts of protein were
fractionated by SDS-PAGE and electrotransferred to polyvinylidene difluoride membranes
(PVDF). After verification of protein transfer by Ponceau S staining, the blots were blocked in
Tween-Tris buffer saline (TTBS; 100 mm Tris-HCI, pH 7.5, containing 0.9% NaCl and 0.1%
Tween 20) and incubated overnight with primary antibodies. Blots were washed in TTBS and
incubated with HRP-coupled anti-lgG antibody, washed again and the immunoreactivity
detected using the ECL-Prime GE kit. Densitometric analysis was carried out in an ImageQuant

RT-ECL system.

Chemicals: SB203580 and SB202474 were from Calbiochem (USA). Timolol was bought from
Sigma-Aldrich (USA). prhrsopyris2P38MAPK and p38MAPK antibodies were from Cell Signaling
(USA). Drugs were dissolved in saline or DMSO and stored protected from light at -20°C until
use. Right before that an aliquot was thawed and diluted to working concentration with 0.1%

DMSO in saline (pH 7.2). The doses utilized were determined based on pilot experiments and



on previous studies showing the effect of each compound on learning or behavioral

performance.

Statistics: Since a ceiling of 300 s was imposed to step-down latency during test sessions, IA
data were analyzed using the Kruskal-Wallis non-parametric test followed by Dunn’s
comparisons or the Mann-Whitney U test, as appropriate. Data from immunoblots and open
field and elevated plus maze experiments were analyzed using repeated measures ANOVA

followed by Dunnett’'s comparison test or Student’s t-test, as appropriate.

Results

To analyze the effect of p38MAPK inhibition on aversive memory processing, male Wistar rats
were trained in a one-trial, step-down inhibitory avoidance task (IA) and immediately after that
received bilateral intra-BLA infusions of vehicle (VEH; 0.1% DMSO in saline) or SB203580.
Retention of 1A long-term memory (LTM) was evaluated in a non-reinforced test session carried
out 24 h after training. SB203580 (2-200 pM/side) hindered LTM in a dose-dependent manner
(Fig 1 — 0 min; H = 11.52, p < 0.01 for 200 pM vs. VEH group in Dunn's multiple comparison
after Kruskal-Wallis test). No significant effect on IA LTM was observed when SB203580 was
given in the BLA 180 min posttraining (Fig 1 — 180 min). The intra-BLA infusion of SB202474
(200 uM), an inactive analog of SB203580 (Cocolakis, Lemay, Ali, & Lebrun, 2001; Ho, Price,
Mackova, & Chik, 2001), did not affect IA LTM regardless the moment of infusion (Fig 1). The
amnesia caused by intra-BLA infusion of SB203580 was entirely reversible as the animals
normally acquired the IA response when submitted to a second IA training session 48 h after
the first one (Fig 2A; U = 5.0, p < 0.05 vs. VEH in Mann-Whitney U test), suggesting that
SB203580 does not leave any residual effect or cause any functional damage to the BLA.
Moreover, the amnesic action of SB203580 was not due to a protracted influence on locomotor
activity and anxiety state since, as can be seen in Table 1, SB203580 (200 pM) did not modify
the number of crossings and rearings in an open field or changed the total number of entries
into the four arms and the number of entries and the time spent in the open arms of an elevated
plus maze when given in the BLA 24 h before the respective behavioral session (Table 1). The
amnesic effect of p38MAPK inhibition was not due to state-dependency either. Immediate

posttraining intra-BLA infusion of SB203580 (200 pM) was amnestic in rats given VEH or



SB203580 (200 uM) 15 min before a LTM test session carried out 24 h after training (Fig 2B; H
= 15.18, p < 0.05 vs VEH/VEH group in Dunn's multiple comparison after Kruskal-Wallis test).
Please, note that SB203580 (200 uM) did not affect LTM expression when given 15 min before
the test session to rats that received VEH immediately posttraining (Fig 2B; VEH/SB group). In
addition, SB203580 did not have any effect in short-term memory retentions, as tested 3 h after
training (Fig 2C). The best-characterized mechanism for activating p38MAPK is dual
phosphorylation of a Thr-Gly-Tyr motif by upstream MAPK kinases. Therefore, in order to
analyze |IA whether learning of the IA response was accompanied by activation of p38MAPK
signaling, we used an antibody that detects p38MAPK only when dually phosphorylated at
Thr180/Tyr182 (i.e. when active; (Freshney, Rawlinson, Guesdon, Jones, Cowley, Hsuan, &
Saklatvala, 1994; Mittelstadt, Salvador, Fornace, & Ashwell, 2005; Raingeaud, Gupta, Rogers,
Dickens, Han, Ulevitch, & Davis, 1995). Training in IA caused a rapid increase in the
phosphorylation levels of p38MAPK in BLA. p38MAPK phosphorylation peaked 30 min
posttraining and returned to control levels 180 min after the training session (Fig 3A; F(3,21) =
4.41; p < 0.05). No change in total p38MAPK was detected at any posttraining time studied (Fig
3A). p38MAPK signaling is controlled by [-adrenergic receptors in different experimental
systems (Chik, Mackova, Price, & Ho, 2004; Morioka, Tanabe, Inoue, Dohi, & Nakata, 2009;
Steinle, Chin, Williams, & Panjala, 2008), and several reports suggest that noradrenergic
activation of the BLA is essential for consolidation of fear-motivated memories (Canal, Chang, &
Gold, 2008; LalLumiere, Buen, & McGaugh, 2003; Mcintyre, Hatfield, & McGaugh, 2002;
Radwanska, Nikolaev, & Kaczmarek, 2010). Indeed, when given in the BLA immediately after
training, the B-adrenergic receptor antagonist timolol (0.05-5 mM) hindered IA LTM retention
(Fig 3B; H =10.02; p < 0.05 vs. V group in Kruskal-Wallis followed by Dunn’s test), and blocked
the IA training-induced phosphorylation of p38MAPK (Fig 3C; t(4) = 3.524; p < 0.05 in paired

Student’s t-test).

Discussion
It has been previously reported that training in an eyeblink conditioning learning task activates
p38MAPK in the cerebellar vermis but not in the hippocampus of rabbits (Zhen et al., 2001), and

that activation of p38MAPK signaling pathway in the nucleus accumbens plays a key role in the



acquisition of conditioned place-preference responses (Gerdjikov, Ross, & Beninger, 2004;
Zhang, Cui, Chen, Na, Chen, Wei, Li, Liu, & Xin, 2011). In addition, p38MAPK seems to
mediate the protective effect of adenosine A2A receptor blockade on the amnesia caused by
administration of beta-amyloid peptides (Canas, Porciuncula, Cunha, Silva, Machado, Oliveira,
Oliveira, & Cunha, 2009). This kinase is also necessary for the induction of NMDA receptor-
dependent long-term potentiation in the anterior cingulate cortex (Toyoda, Zhao, Xu, Wu, Ren,
& Zhuo, 2007), and for in vitro conditioning in a preparation from the pond turtle Pseudemys
scripta elegans (Keifer, Zheng, & Zhu, 2007). However, there have been very few studies of the
involvement of p38MAPK in fear memory processing, and no one of them analyzed the
upstream factors controlling its putative activation during memory consolidation. In this study,
we trained rats in step-down inhibitory avoidance and gave them intra-BLA infusions of the
specific pP38MAPK inhibitor SB203580 at different posttraining times. We found that SB203580
did not affect short-term avoidance memory but impaired long-term IA memory in a dose-
dependent manner only when given immediately but not 180 min h after training. Control
experiments indicate that this amnesia was not due to unspecific behavioral alterations, drug
lingering effects, BLA damage, inhibition of memory retrieval, or state dependency. Moreover,
the SB203580 inactive analog had no effect whatsoever on IA memory retention, confirming
that the amnesic action of SB203580 was due to bona fide impairment of p38MAPK enzymatic
activity. We also found that IA training was accompanied by the rapid, reversible and timolol-
sensitive upregulation of p38MAPK in BLA. Together, our results demonstrate that BLA
p38MAPK is necessary for IA LTM consolidation during a restricted posttraining time window
lasting less than 3 h, and that this signaling pathway is controlled by the noradrenergic system.

The positive effects of noradrenaline on p38MAPK signaling in several biological systems are
well documented. Thus, beta-adrenergic receptor agonists stimulate p38MAPK in T-cells
(Lajevic, Suleiman, Cohen, & Chambers, 2011), cardiomyocytes (Tsang & Rabkin, 2009),
endothelial cells (Fu, Yin, Chi, Hwang, & Hsu, 2006), vascular smooth muscle cells
(Kalyankrishna & Malik, 2003), and pinealocytes (Chik et al., 2004) through a mechanism
involving upregulation of adenylate cyclase activity, cAMP production, PKA activation and a rise
in intracellular Ca®* levels. Since it has been previously reported that stimulation of the

cAMP/PKA pathway via activation of (-adrenergic receptors in BLA improves fear memory



retention (Ferry, Roozendaal, & McGaugh, 1999; Roozendaal, Schelling, & McGaugh, 2008), it
is tempting to suggest that such a pathway also controls p38MAPK signaling during IA memory
consolidation in the BLA. At this stage, we can only speculate about the biochemical and
physiological mechanism modulated by the 3-adrenergic receptor-p38MAPK tandem during this
process. Although originally described as a kinase predominantly involved in the stress-induced
up-regulation of neuronal transcriptional activity (Mielke & Herdegen, 2000), more recent reports
showing that p38MAPK mediates group | metabotropic glutamate receptor-dependent plasticity
and chemically-induced long-term potentiation (Coogan & O'Connor, 1999; Rush et al., 2002),
maybe through modulation of AMPA receptor internalization (Boudreau, Reimers, Milovanovic,
& Wolf, 2007; Zhong, Liu, Gu, & Yan, 2008), points to a role for p38MAPK in the mechanisms
controlling the efficacy of glutamatergic synapses. Indeed, it has been recently demonstrated
that modulation of AMPA-receptor turnover in the amygdala is essential for fear memory
consolidation (Joels & Lamprecht, 2010) and that emotion enhances learning via noradrenaline
regulation of AMPA-receptor trafficking (Hu, Real, Takamiya, Kang, Ledoux, Huganir, &
Malinow, 2007). Experiments to assess whether a mechanism such as that operates to

modulate the lasting storage of avoidance memory in the BLA are presently under way.
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Legends

Figure 1. Inhibition of p38MAPK activity in BLA hinders IA LTM. Rats trained in the IA task
received intra-BLA infusions of vehicle (VEH), the p38MAPK inhibitor SB203508 (SB, 2-200 uM)
or its inactive analog SB202474 (200 pM) immediately (O min) or 180 min posttraining.
Retention for IA long-term memory was evaluated in a non-reinforced test session carried out
24 h after training. ** = p < 0.01 vs. VEH in Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s comparison.

Data are presented as median + interquartile range; n=9 per group.

Figure 2. The amnesic effect of SB203508 is not due to reduced functionality of the BLA
or state-dependency. (A) Rats trained in IA received intra-BLA infusions of vehicle (VEH) or
SB203508 (SB; 200 uM) immediately after training. Long-term memory was evaluated in a test
session carried out 24 h later (T1). * = p < 0.05 vs. VEH in Mann-Whitney U test). Immediately
after T1, animals were re-trained, and retention was reassessed 24 h later (T2). Data are
presented as median % interquartile range; n = 9 per group. (B) Rats trained in IA received
posttraining infusions as in (A), but were given intra-BLA infusions of VEH or SB 15 min before
a retentions test session carried out 24 h posttraining. ** = p < 0.01 in Kruskall-Wallis test
followed by Dunn’s comparison. Data are presented as median * interquartile range; n = 8 per
group. (C) Rats were trained and treated as in (A), but short-term memory retention was

evaluated 3 h after training. Data are presented as meanzinterquartile range; n=9 per group.

Figure 3. IA training induces the B-adrenergic receptor-dependent activation of p38MAPK
in BLA. (A) Rats trained in 1A were killed immediately (O min), 30 min or 180 min after training,
BLA dissected-out and the levels of total and dually phosphorylated p38MAPK were quantified
by immunoblot. ** = p < 0.01 vs naive control animals in repeated measures ANOVA followed
by Dunnett's comparison. Data are presented as mean + SEM; n = 8 per group. (B) Rats trained
in IA received intra-BLA infusions of vehicle (V) or of the B-adrenergic receptor antagonist
timolol (T; 0.05-5 mM) immediately posttraining. Long-term memory was evaluated 24h later.
Data are presented as median * interquartile range; n=7-8 per group; * = p < 0.05 vs. V in
Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s comparison. (C) Rats were trained as in (A) and

immediately after training received intra-BLA vehicle (T 30 min) or timolol (+TIM; 5 mM). Thirty



18

min later, animals were sacrificed and the phosphorylation state of BLA p38MAPK was
evaluated as in (B). * = p < 0.05 in paired Student’s t-test. Data are presented as mean = SEM;

n =5 per group.

Table 1: Intra-BLA infusion of SB203580 does not affect locomotor and exploratory
activities or anxiety state. SB203580 (200 uM) was bilaterally infused (0.5 pl) in the BLA 24 h
before submitting rats to an open field or a plus maze behavioral session. Data are expressed
as mean (+ SEM) of the total number of entries, the number of entries into the open arms and
the time spent in the open arms (Plus maze), and of the number of crossings and rearings

(Open field). VEH = vehicle; n=7-8.
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Table 1

VEH SB203580
Total Entries 153+1.1 16.9+1.6
Entries in Open Arms 76+0.8 7.2+0.9
% Time in Open Arms 28.3+29 26.1+3.7
Crossings 63.1+5.8 69.2+6.8
Rearings 20.3+3.1 19.6+29




6. CONSIDERACOES FINAIS

Em resumo, os achados deste trabalho nos permitem concluir que:

. A atividade da p38MAPK é necessaria na BLA imediatamente, mas ndo 180
minutos apos o treino, para que ocorra a consolidagdo da LTM associada ao
aprendizado da El no rato adulto. Isto € sugerido pelo fato de que o inibidor
SB203580 provocou amnésia de maneira dose-dependente, sem efeito do seu
analogo inativo SB202474, em um teste 24 horas apés o treino (Fig. 1 do
artigo).

) A atividade da p38MAPK nao é necesséria na BLA para a formacdo da STM
associada com a El, uma vez que o inibidor SB203580 ndo provocou amnésia
quando o teste foi executado 3 horas ap0s o treino (Fig. 2C do artigo).

) A evocacdo da LTM associada com a El n&o requer a atividade da p38MAPK
na amigdala. Isto é sugerido pelo fato que a infusdo pré-teste do inibidor
SB203580 ndo provocou amnésia (Fig. 2B do artigo).

. A amnésia provocada pela inativagdo da p38MAPK na BLA néo é devido a
mecanismos de dependéncia de estado, uma vez que 0s animais que
receberam o inibidor SB203580 pos-treino foram amnésicos independente de
receberem veiculo ou SBS203580 pré-teste (Fig. 2B do artigo).

. A amnésia provocada pela inativacdo da p38MAPK néo é devido a destruicao
da integridade da BLA, uma vez que esta pdde ser revertida através do retreino
na tarefa (Fig. 2A do artigo).

o A inativacdo da p38MAPK na BLA ndo afeta os niveis de ansiedade, nem
prejudica a atividade locomotora, de modo que a amnésia observada nao é
devido a efeitos inespecificos, pois o inibidor SB203580 administrado 24 horas
antes do teste nas tarefas de campo aberto e labirinto em cruz elevado néo

teve nenhum efeito (Tabela 1 do artigo).
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o O treino na EIl induz um aumento rapido (em até 30 minutos) e transitorio
(menor do que 180 minutos), nos niveis de p38MAPK fosforilada na BLA (Fig.
3A do artigo).

. A fosforilacdo da p38MAPK na BLA induzida pelo treino na El é provocada pelo
sistema noradrenérgico, através da ativacao de receptores beta-adrenérgicos.

Isto é sugerido pela inibicAo da fosforilagdo da p38MAPK pelo antagonista

timolol (Fig. 3C do artigo).

Estes achados confirmam a participacdo da p38MAPK na amigdala
basolateral durante a formagdo de uma memoria aversiva, e demonstram, pela
primeira vez, que esta ativacdo é mediada pelos receptores B-adrenérgicos. Os
mecanismos bioquimicos que ocorrem apoés a ativacao destes receptores, entretanto,
ainda precisam ser investigados detalhadamente. Devido ao padrdo de ativacdo
precoce da quinase, restrito aos momentos iniciais apdés o treino na El, pode-se
especular que a fosforilacdo do fator de transcricio CREB, e a inducdo de genes
imediatos como c-fos, zif268 e Arc (também dependentes da ativacdo de CREB),
sejam possiveis substratos da p38MAPK. Estes, em ultima instancia, podem regular a
transmissdo glutamatérgica através da modificagdo da atividade ou insercdo de

receptores AMPA nas sinapses ou alteracdes na sua morfologia.
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