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RESUMO 
 

 O núcleo reuniens (NR) do tálamo é o maior dos núcleos da linha média do tálamo, 

localizado acima do terceiro ventrículo. Possui um perfil de conectividade funcional que 

inclui o hipocampo e o córtex pré-frontal, tornando-se uma área de especial interesse no 

estudo do processamento cognitivo. Estudos recentes têm mostrado que o NR parece ter 

um papel modulatório em diversas etapas do processamento mnemônico. O objetivo 

principal deste trabalho foi investigar a participação do NR no processo de 

desestabilização e reconsolidação de memórias aversivas contextuais em ratos.  Para 

tanto, utilizamos ferramentas farmacológicas com objetivos específicos, como inativar a 

região, ou impedir a degradação protéica e a ativação dos receptores NMDA-N2B, dois 

passos importantes para a desestabilização sináptica de memórias. Também utilizamos a 

anisomicina e a clonidina, em doses amnésicas, como controle positivo para os efeitos 

das demais drogas, tanto na desestabilização quanto na reconsolidação, em ratos Wistar 

machos submetidos à cirurgia estereotáxica. Tanto a inativação quando o bloqueio da 

degradação proteica e da ativação dos receptores NMDA-N2B foram capazes de impedir 

a desestabilização da memória aversiva contextual em um protocolo de reativação, 

quando as drogas foram infundidas antes da sessão de reativação. O muscimol e o TCN-

201, um antagonista de receptores NMDA-N2A, reconhecidamente importantes para a 

restabilização de uma memória após sua desestabilização, foram injetados após a sessão 

de reativação. Ambas as drogas foram capazes de impedir a reconsolidação da memória, 

provocando uma queda nos níveis de congelamento no teste subsequente, assim como a 

anisomicina e a clonidina. O marcador Egr1/Zif268 é bastante utilizado como marcador 

da plasticidade necessária para o processo de desestabilização-reconsolidação de 

memórias. Utilizando tal marcador, investigamos a plasticidade em diversas regiões do 

encéfalo quando o NR se encontrava ativo (veículo) e inativo (muscimol) durante a sessão 

de reativação. O número de células Egr1/Zif268 positivas diminuiu em relação ao grupo 

veículo no próprio NR, comprovando a eficácia da inativação com o muscimol, no 

hipocampo dorsal e nos córtices pré-límbico e infralímbico. Já na amígdala basolateral e 

no hipocampo ventral, houve aumento do número de células Egr1/Zif268 positivas. Esses 

resultados indicam que o NR é parte essencial da circuitaria necessária para a 

desestabilização e a reconsolidação de memórias aversivas contextuais, e nos dão pistas 

de como essa circuitaria interage, já que sua atividade influencia a plasticidade em 

diversas regiões. 
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plasticidade 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

The nucleus reuniens (NR) is the major nucleus of the midline thalamus, located 

right above the third ventricle. It has functional connectivity with the hippocampus and 

the prefrontal cortex, making him a particular area of interest to study cognitive processes. 

Recent studies have shown that the NR seems to have a modulatory role in several steps 

of mnemonic processing. The main objective of this work was to investigate NR’s role in 

destabilization and reconsolidation of contextual aversive memories in rats. We used 

pharmacological tools to achieve specific objectives. The NR was inactivated, the protein 

degradation was inhibited, or NMDA-N2B receptors were antagonized, the last two being 

necessary steps for synaptic memory destabilization. We have also used anisomycin and 

clonidine at amnesic doses, as positive controls for the effect of the other drugs on 

memory destabilization and reconsolidation, in male Wistar rats submitted to stereotaxic 

surgery aiming the NR. Inactivation of the NR, blockade of protein degradation, or 

antagonism of NMDA-N2B receptors were all capable of preventing memory 

destabilization when used before the reactivation session in our protocol. Both muscimol 

and TCN-201, an antagonist of NMDA-N2A receptors, known to be required for memory 

restabilization after destabilization, were infused right after the reactivation session. Both 

drugs hindered memory reconsolidation, like anisomycin or clonidine, causing decreased 

freezing times in subsequent testing. Egr1/Zif268 is vastly used as a marker of the 

plasticity needed for memory destabilization-reconsolidation. Using it, we investigated 

the occurrence of plasticity in several encephalic areas when NR was active (vehicle) or 

temporarily inactive (using muscimol) during the reactivation session. Egr1/Zif268 

positive cells were diminished in the muscimol group compared to the vehicle group in 

the NR, showing the effectiveness of this inactivation and the dorsal hippocampus 

prefrontal and infralimbic cortices. In contrast, there was an increase in Egr1/Zif268 

positive cells in the basolateral amygdala and ventral hippocampus. Our results suggest 

that the NR is an essential piece of the circuitry needed for contextual aversive memories 

destabilization and reconsolidation, also giving us some clues on how this circuitry 

behaves, given that NR activity influenced plasticity in several areas. 

Key words: memory; destabilization; reconsolidation; nucleus reuniens; plasticity 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1.Memória: conceito e história 

A busca pelo entendimento de como a memória funciona é mais antiga do que a 

neurociência e a psicologia. Há pelo menos 2500 anos seres humanos têm se perguntado 

como somos capazes de perceber e guardar informações sobre o mundo (Cassel et al., 

2013; Queenan et al., 2017). Durante grande parte desse período, memórias não eram 

consideradas entidades físicas, e muito menos armazenadas pelo sistema nervoso central, 

como as consideramos hoje. Isso influenciou os lugares e formas como procuramos por 

elas durante a história da humanidade. Descartes, por exemplo, foi um grande expoente 

do dualismo mente-corpo, e defendia que a matéria física da qual nosso corpo é feito não 

poderia gerar processos da mente, como a memória (Descartes, 1641; Queenan et al., 

2017). 

Apenas nos últimos 500 anos as definições sobre memória passaram a depender 

de evidências adquiridas através de experimentação, voltando-se para a Ciência. Antes 

disso, muito do que era considerado sobre a memória e a cognição baseava-se 

completamente em conceitos religiosos e pensamentos filosóficos com validação 

experimental quase nula (Cassel et al., 2013). Os filósofos gregos Aristóteles e Platão 

realizaram observações sobre o que consideravam ser a memória. Platão afirmava que 

lembrar é a capacidade de “recuperar algum conhecimento que o indivíduo tinha antes, 

ou alguma percepção, ou outra experiência, de um estado de memória” (tradução livre; 

Ross, 1930). 

Andreas Vesalius, considerado o pai da anatomia, pode ser considerado 

responsável pela mudança conceitual que designou o cérebro como o lugar onde a 

percepção e a memória aconteceriam. Através de seus estudos de dissecção em corpos 

humanos, Vesalius realizou descrições detalhadas dos nervos, e pontuou que todos estes 

se conectavam ao cérebro. Realizou também estudos aprofundados do nervo óptico, 

ligando conceitualmente a percepção do mundo externo ao cérebro humano. Antes, tais 

conceitos já haviam sido descritos pelos gregos Herophilus e Erasistratus, mas acabaram 

suprimidos pela visão Aristotélica preferida pela Igreja Católica durante a Idade Média, 

vindo novamente à tona durante o Renascimento (Gomes et al., 2015). 
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Já no século XIX, o cérebro era amplamente considerado o local de origem dos 

pensamentos e da memória. Pioneiros da psicologia cognitiva, como Paul Broca e Carl 

Wernicke, já estudavam pacientes que sofreram danos físicos ao sistema nervoso central 

advindos, por exemplo, de acidentes vasculares cerebrais e epilepsia, para descrever como 

diferentes áreas do cérebro, quando afetadas, não causavam danos globais irreparáveis à 

função cognitiva, mas sim danos localizados. Assim, apesar de a classificação do cérebro 

em áreas ainda ser muito incipiente, desenvolveram o conceito de que nosso cérebro 

possui diversas áreas com diferentes funções, que muito influenciaria a neurociência do 

século seguinte (Queenan et al., 2017). No início do século XX, a segunda guerra mundial 

levou a um aumento significativo de casos de danos cerebrais localizados, e aprofundou 

ainda mais a noção do cérebro dividido em áreas. Por outro lado, especificamente no 

campo do estudo da memória, Karl Lashley (1950) chegava à conclusão, após uma busca 

assídua pelo “engrama” no córtex, que não era possível demonstrar a localização isolada 

de uma memória no sistema nervoso central, e considerou que o engrama estaria presente 

em uma região inteira do cérebro. O termo engrama havia sido cunhado por Richard 

Semon algumas décadas antes, em 1904. Em sua definição, um engrama consistia na 

“modificação duradoura da substância irritante, produzida por um estímulo de uma 

experiência” (Schacter et al., 1978). 

Em 1953, o neurocirurgião William Scoville, na tentativa de tratar uma epilepsia 

refratária grave que acometia o paciente Henry Molaison, removeu bilateralmente a maior 

parte do seu lobo temporal, mais especificamente a parte anterior do hipocampo, a 

amígdala e grande parte do córtex adjacente. Logo em seguida, Henry Molaison, que viria 

a ser amplamente conhecido como paciente H.M., desenvolveu uma severa amnésia, tanto 

anterógrada quanto retrógrada. H.M. tornou-se incapaz de formar novas memórias. Além 

disso, sua capacidade de lembrar de eventos autobiográficos também havia sido destruída. 

No entanto, seu intelecto e sua personalidade foram mantidos intactos (Scoville and 

Milner, 1957; Dossani et al., 2015). Brenda Milner e Suzanne Corkin, pesquisadoras que 

estudaram os danos causados à capacidade mnemônica de H.M. durante toda a sua vida, 

foram responsáveis pela inauguração de uma nova era no campo do estudo da memória, 

descrevendo a importância da formação hipocampal para o processamento mnemônico  

(Squire, 2009). 
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Nos anos seguintes às primeiras descrições do déficit mnemônico do paciente 

H.M., outros tipos de memórias e seus sistemas foram descritos (Squire, 2004). Concluiu-

se que nem todas as memórias são iguais, nem criadas e mantidas nos mesmos lugares. 

No entanto, todas essas descobertas haviam sido feitas em um nível macroscópico do 

cérebro. Ainda não se sabia exatamente que tipo de tecido ou material seria responsável 

pela formação das memórias no sistema nervoso central. No século XIX, Santiago Ramon 

y Cajal, considerado o pai da neurociência moderna, realizou estudos histológicos do 

cérebro, mostrando que este, assim como outros tecidos, era composto por células: os 

neurônios. Foi também Ramon y Cajal um dos primeiros neurocientistas a propor que o 

mecanismo de aprendizado se baseava em mudanças estruturais entre as células do córtex 

(Ramon y Cajal, 1894). No entanto, somente em 1949 fomos capazes de produzir a 

primeira teoria de como células próximas seriam capazes de mudar suas estruturas e 

conexões em conjunto (Hebb, 1949). Donald Hebb postulou que neurônios que se ativam 

em conjunto acabam por interconectar-se de forma duradoura, o que consistiria na base 

para a modificação sináptica responsável pelo aprendizado e pela formação de memórias. 

Evidência experimental de tal teoria foi publicada em 1973 (Bliss e Lomo, 1973), quando 

os autores demonstraram um aumento sustentado na eficiência sináptica em células 

granulares do giro denteado de coelhos anestesiados após estimulação elétrica repetida da 

via perforante. Tal fenômeno foi denominado “potenciação de longo-prazo” e é 

considerado, até hoje, um mecanismo fundamental para a neurobiologia da memória. 

Apesar de todos os avanços anteriores, a possibilidade de observar e estudar as 

células do cérebro de forma independente é bastante recente. Muito embora em humanos 

isso ainda não seja possível, em roedores já o é. Podemos criar animais transgênicos, 

modificar a expressão de proteínas em células específicas de regiões de interesse em seus 

cérebros, quantificar proteínas e outras moléculas, ativar e desativar receptores 

específicos, e até mesmo controlar quais neurônios ficarão ativos ou inativos durante 

determinada tarefa (Queenan et al., 2017; Denny et al., 2017).  

Em 2021, completaremos 117 anos da primeira definição de engrama, cunhada 

por Richard Semon, mas continuamos em busca dos mecanismos da memória e dos 

engramas. Ainda não compreendemos completamente como as diferentes formas de 

memórias funcionam, como o cérebro as armazena, nem como podemos modifica-las 

durante a vida. O conceito de memória, hoje, não é menos elusivo do que há 500 anos: 
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memória é o mecanismo pelo qual armazenamos, modificamos, e utilizamos informações 

adquiridas através de experiências. 

 

1.2. Análise de comportamento aversivo como ferramenta para o estudo das 

memórias 

 

 O aprendizado de medo é um processo adaptativo altamente conservado na escala 

evolutiva, e permite aos indivíduos adquirir informações sobre pistas e contextos 

envolvidos em situações de alto valor biológico, como situações de perigo e risco de vida. 

Assim, essas informações podem ser, posteriormente, utilizadas na produção de uma 

resposta comportamental apropriada. 

 O condicionamento aversivo contextual (CAC) é derivado do condicionamento 

clássico descrito por Ivan Pavlov, que consiste no pareameamento de um estímulo neutro 

com um estímulo saliente, alterando assim a valência desse estímulo neutro de forma que 

ele, sozinho, passe a provocar respostas de medo. Tal mudança de valência indica um 

aprendizado associativo dessas informações (Pavlov, 1927). Esse tipo de aprendizado 

tornou-se essencial para o estudo da neurobiologia das memórias aversivas, assim como 

dos mecanismos celulares e moleculares que suportam tais processos (Fendt e Fanselow, 

1999). No caso de Pavlov, o estímulo pareado era um sinal sonoro que ocorria logo antes 

da apresentação de alimento para cães. Após associar este sinal sonoro com a comida, os 

cães passaram a salivar ao ouvir somente o sinal sonoro, não sendo mais necessária a 

apresentação do alimento para que a salivação ocorresse. No condicionamento aversivo 

contextual, o indivíduo aprende que certas informações e estímulos são preditores de 

eventos aversivos, como um choque nas patas. A resposta comportamental mais utilizada 

para mensurar o aprendizado, nesse caso, é a imobilidade, ou “congelamento”, frente à 

apresentação do estímulo condicionado, ou seja, aquele que previamente era neutro e teve 

sua valência alterada pela associação com um estímulo incondicionado aversivo (choque 

nas patas). Frente à impossibilidade de escapar da apresentação do estímulo 

incondicionado (já que os choques são aplicados numa caixa fechada em que não há 

possibilidade de fuga), a imobilidade é uma resposta inata de roedores (Blanchard e 

Blanchard, 1969). 
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 A definição de contexto, para fins de experimentação comportamental em 

animais, é bastante ampla. Segundo Maren e colaboradores, contextos contêm tanto 

informações internas do indivíduo, como estados psicológicos, emocionais e hormonais, 

quanto informações externas, como as ambientais e sociais, com as quais interagem os 

processos cognitivos em determinada tarefa. Além disso, a representação contextual 

inclui a representação do tempo como percebida pelo indivíduo, o que é de essencial 

importância para a avaliação interna da experiência e para as expectativas do indivíduo 

em relação a futuras experiências que sejam semelhantes. Dessa forma, a 

contextualização suporta a flexibilidade comportamental e a reativação de informações 

relacionadas como um todo, processos extremamente necessários para que haja um 

comportamento adaptativo. (Maren et al., 2013). Embora não tenham sido explorados 

neste trabalho, é sabido que outros parâmetros são utilizados como marcadores de 

experiências aversivas, como variações neuroendócrinas e autonômicas, especialmente 

de “hormônios do estresse”, um grupo de substâncias relacionada também ao estado 

interno do indivíduo submetido ao CMC (Izquierdo et al., 2016). Devido à essas 

características, o condicionamento de medo contextual é uma ferramenta importante para 

o estudo de memórias que possuem uma valência emocional importante. 

 

1.3. Etapas do processamento mnemônico 

 

Para fins de organização do conhecimento, costumamos dividir o processamento 

mnemônico em etapas, muito embora saibamos que não são processos que ocorrem de 

forma isolada no sistema nervoso central. Tais processos são: aquisição, consolidação, 

reconsolidação e extinção.  

A aquisição e a consolidação foram os primeiros processos mnemônicos a serem 

estudados, pois poderiam explicar como armazenamos informações e aprendemos. 

Müller e Pilzecker (1900) foram os primeiros a propor uma hipótese sobre a consolidação 

de memórias. Eles descobriram que, em humanos, um novo aprendizado era prejudicado 

se seguido pelo aprendizado de outra informação, sugerindo que uma nova memória 

inicialmente existe em um estado frágil e se consolida durante o tempo (McGaugh, 2000). 

Seguindo esta lógica, podemos definir a consolidação como o processo de 

armazenamento de longo termo da memória no cérebro. De fato, já existiam estudos 
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anteriores mostrando que traumas físicos cerebrais provocavam a perda de memórias, e a 

teoria de Muller e Pilzecker oferecia uma explicação plausível para a amnésia retrógrada 

observada nos pacientes estudados (McDougall, 1901). Em 1966, utilizando peixinhos 

dourados, Agranoff e colaboradores demonstraram que tanto choques eletroconvulsivos 

(já utilizados em estudos anteriores), quanto a puromicina e o cicloheximide (ambos 

inibidores de síntese protéica), quando aplicados após o treino, bloqueavam o 

aprendizado dos peixes em uma tarefa aversiva (Agranoff et al., 1966). Estudos 

subsequentes encontraram mais e mais evidências da existência da consolidação em 

diversas espécies (McGaugh, 2000). No entanto, certos pontos permaneciam elusivos: 

Uma vez consolidada, essa memória é imutável? Ou existiria um processo capaz de 

modificá-la?  

Considerando que os achados, por muitos anos, indicavam que a consolidação era 

um processo de estabilização de memórias, e que uma vez estáveis, procedimentos que 

antes geravam amnésia não eram mais capazes de fazê-lo, a ideia de que uma memória 

consolidada não poderia mais ser modificada não parecia absurda (McGaugh, 1966; 

Squire et al., 1984). No entanto, tal ideia estava longe de ser um consenso entre os 

pesquisadores. Em 1968, Misanin e colaboradores demonstraram que, após uma breve 

sessão de reexposição a um contexto pareado, era possível provocar amnésia em animais 

se utilizados eletrochoques, mesmo que essa memória tenha sido consolidada muito 

tempo antes (Misanin et al., 1968). Em 1979, considerando as evidências disponíveis na 

época, Lewis publicou uma revisão em que definia dois estados de uma memória: o ativo 

e o inativo. Além disso, afirmava que a plasticidade necessária para interferir em uma 

memória era transitória, durando pouco tempo após a sua ativação, mas independia do 

tempo transcorrido entre a ativação e a consolidação inicial da memória. Lewis também 

salientou que tal plasticidade parecia basear-se na reestruturação de proteínas, abrindo 

caminho para o que pautaria grande parte do estudo da memória em décadas 

subsequentes: metabolismo protéico (Lewis, 1979). Outros pesquisadores, porém, na 

mesma época, acreditavam que a lembrança de uma memória, mesmo que influenciasse 

o comportamento do indivíduo, era apenas uma leitura passiva das informações 

consolidadas anteriormente, não abrindo qualquer janela para sua modificação.  O termo 

reconsolidação (ou reconsolidation, em inglês) só veio a ser utilizado nos anos 1990 

(Dudai, 2012). Em 1997, Jean Przybyslawski e Susan Sara demonstraram 

experimentalmente que a administração do antagonista de receptores NMDA MK-801 
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induzia amnésia em roedores quando administrado até 120 minutos após a reativação de 

uma memória previamente consolidada. Dessa forma, demonstraram experimentalmente 

a possiblidade de reconsolidação de uma memória. Além disso, demonstraram que a 

reconsolidação envolvia, ao menos em parte, os mesmos processos intracelulares 

subsequentes à ativação dos receptores NMDA que já eram conhecidos durante a 

consolidação (Przybylawski e Sara, 1997). Já nos anos 2000, Nader, Schafe e Le Doux 

demonstraram que a anisomicina, um inibidor de síntese protéica, se infundida 

diretamente na amígdala basolateral de roedores logo após uma sessão de reativação da 

memória previamente consolidada, provocava amnésia duradoura. Demonstraram, ainda, 

que caso a reativação não fosse realizada, o efeito amnésico não era induzido (Nader et 

al., 2000). Após esta publicação o interesse pela reconsolidação aumentou 

significativamente, e anos de pesquisa utilizando as mais variadas espécies, incluindo a 

humana, em diversas tarefas comportamentais e com diferentes drogas e interferentes, 

demonstraram que o fenômeno da reconsolidação acontece, essencialmente, em todos os 

animais (Haubrich e Nader, 2016). 

Após o aumento do interesse científico sobre a reconsolidação de memórias no 

começo dos anos 2000, diversos pesquisadores começaram a descrever que, muitas vezes, 

a sessão de reativação não levava à ocorrência da reconsolidação, e a memória estudada 

permanecia imutável apesar dos interferentes utilizados. Sabemos, hoje, que memórias 

possuem condições limitantes que devem ser superadas durante a reativação para que 

desestabilizem e sejam reconsolidadas, e vários parâmetros dessas condições limitantes 

têm sido estudados e descritos na literatura científica na última década (Schroyens et al., 

2017). Primeiramente, a desestabilização de uma memória depende da interação entre o 

aprendizado inicial e as condições da reativação. Isso significa que deve existir uma 

condição razoável de diferença entre o aprendizado inicial e a sessão de reativação: as 

condições não podem ser nem extremamente diferentes, nem exatamente iguais 

(Sevenster et al., 2013; Almeida-Corrêa e Amaral, 2014; Beckers e Kindt, 2017; Junjiao 

et al., 2019). Para que haja desestabilização, a reativação deve conter novidades 

suficientes para que o indivíduo seja obrigado a atualizar as informações já adquiridas 

sobre determinada situação ou contexto, gerando assim um sinal que permite a 

desestabilização das informações associadas. Porém, o estímulo não pode ser 

extremamente diferente, de forma que uma nova memória seria formada, já que a 
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memória anterior não seria recrutada (Lee, 2010; Finnie e Nader, 2012; Fernandez et al., 

2017; Junjiao et al., 2019). 

Outro fator decisivo na ocorrência da desestabilização de uma memória são as 

características de sua consolidação, como a sua força. Existem relatos consistentes na 

literatura de que protocolos de aprendizado muito intensos geram memórias fortes que 

não são tão facilmente desestabilizadas quanto memórias geradas por protocolos menos 

intensos. Em 2009, Wang e colaboradores demonstraram que uma memória aversiva 

formada por um treino de intensidade alta não apresentava capacidade de desestabilização 

frente a uma sessão de reativação, e correlacionaram sua força e sua incapacidade de 

desestabilização com a diminuição da expressão de receptores NMDA contendo a 

subunidade N2B na amígdala basolateral após a consolidação dessa memória intensa 

(Suzuki et al., 2004; Wang et al., 2009; Winters et al., 2009). Ainda, a idade da memória 

também tem importância nesse processo. Quanto mais longo o período de espera entre o 

condicionamento e a sessão de reativação, mais difícil tende a ser a desestabilização dessa 

memória (Milekic e Alberini, 2002; Suzuki et al., 2004; Eisenberg e Dudai, 2004; 

Frankland et al., 2006; Baratti et al., 2008; Bustos et al., 2009; Haubrich et al., 2015). As 

condições neurobiológicas em que essa memória é consolidada tendem a influenciar 

posteriormente a sua capacidade de desestabilização. Por exemplo, em 2018, 

demonstramos que a atividade do núcleo reuniens do tálamo (NR) durante a consolidação 

de uma memória aversiva contextual determinou, posteriormente, a sua capacidade de 

desestabilização e suscetibilidade a um agente amnésico (Troyner et al., 2018). Ainda, foi 

reportado que a atividade do córtex pré-frontal durante a consolidação de uma memória 

influencia a sua reativação, interferindo na capacidade de desestabilização do traço 

mnemônico (Guise e Shapiro, 2017). As características da sessão de reativação também 

são muito importantes para que seja estabelecido um protocolo efetivo: sessões de 

reativação muito curtas falham em induzir a desestabilização da memória (Bustos et al., 

2009), enquanto sessões muito longas tendem a levar a memória a extinção, um processo 

diferente da reconsolidação (Pedreira e Maldonado, 2003; Lee et al., 2006; Perez-Cuesta 

e Maldonado, 2009; Zhu et al., 2018; Cahill et al., 2019). Mais recentemente, exploramos 

a possibilidade de que a especificidade e generalização de uma memória aversiva 

contextual também seja um fator determinante para a ocorrência da desestabilização. 

Sabemos que memórias generalizadas são aparentemente menos suscetíveis à 

interferentes durante a reconsolidação, o que se deve provavelmente a uma falha de 
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desestabilização (Gazarini et al., 2014; Troyner et al., 2018; Marin et al., 2020; Flavell et 

al., 2020). Apesar dos estudos publicados, este é um campo que deve ser ainda mais 

explorado nos próximos anos, pois a mecanística da correlação entre generalização e 

resistência a interferentes durante a reconsolidação ainda não foi completamente 

desvendada (Alfei et al., 2020; Flavell et al., 2020). 

No entanto, é preciso observar que nenhum desses limitantes é intransponível. 

Durante os anos, algumas formas de superá-los foram descritas na literatura: o aumento 

do tempo da sessão de reativação (Suzuki et al., 2004; Frankland et al., 2006), a 

apresentação de estímulos novos durante a sessão de reativação (Winters et al., 2009; Lee, 

2010; Haubrich et al., 2015), e o uso de “reguladores” de plasticidade neuronal. Durante 

a sessão de reativação, a plasticidade neuronal pode ser aumentada de forma a induzir a 

desestabilização da memória, superando os limitantes neurobiológicos que ela possa ter. 

Por exemplo, através de manipulações epigenéticas, Gräff e colaboradores demonstraram 

que memórias remotas (nas quais um longo tempo passa entre a sessão de 

condicionamento e a de reativação) podem tornar-se novamente suscetíveis a 

desestabilização através do uso de inibidores da HDAC-2 (histona deacetilase 2), 

aumentando a expressão de genes relacionados à neuroplasticidade (Gräff et al., 2014). 

A neurotransmissão glutamatérgica, classicamente envolvida em processos de 

plasticidade neuronal (Lynch e Baudry, 1984; Kim et al., 1991; Rodrigues et al., 2001; 

Morris, 2013), também foi explorada nesse sentido. A D-cicloserina, um agonista parcial 

de receptores NMDA, foi utilizado em diversos protocolos mnemônicos como facilitador 

da desestabilização e da reconsolidação (Gazarini et al., 2014; Ortiz et al., 2016; Saitoh 

et al., 2017; Ortiz et al., 2019) e tem sido testado inclusive na prática clínica para o 

tratamento do TEPT (transtorno de estresse pós-traumático). O TEPT, em partes, é uma 

condição patológica que se instala após traumas que geram memórias aversivas que são 

muito difíceis de serem desestabilizadas e esquecidas (Kida, 2019). Também 

demonstramos que uma infusão do agonista glutamatérgico NMDA diretamente no 

núcleo reuniens do tálamo se mostrou capaz de resgatar a capacidade de desestabilização 

de uma memória aversiva contextual consolidada sob a influência do agonista 

adrenérgico alfa-2 ioimbina, que leva à formação de memórias fortes através da supra 

ativação da neurotransmissão noradrenérgica, inibindo sua capacidade de 

desestabilização (Troyner, 2017). 



24 
 
De forma geral, a ocorrência da reconsolidação no CAC é atestada por 

modificações comportamentais após uma sessão de reativação da memória. Após ou 

durante essa sessão de reativação, intervenções farmacológicas ou comportamentais são 

aplicadas para que tenham ação sobre a reconsolidação da memória. Na maior parte dos 

casos, drogas amnésicas como inibidores de síntese proteica ou antagonistas NMDA são 

utilizados logo após a sessão de reativação para que a reconsolidação seja bloqueada. 

Dessa forma, uma diminuição significativa nos comportamentos defensivos frente ao 

contexto condicionado será observada em testes subsequentes. Em outros casos, drogas 

que potencializam a reconsolidação da memória podem ser utilizadas, aumentando assim 

a expressão de comportamentos defensivos nos testes. De qualquer forma, para que as 

intervenções sobre a reconsolidação tenham efeito, é necessário que a desestabilização da 

memória ocorra durante a sua reativação. Já que a expressão de comportamentos 

defensivos durante a sessão de reativação não é um preditor da ocorrência da 

desestabilização, e não existem outros meios diretos para a verificação de sua ocorrência, 

é comum que pesquisadores utilizem intervenções durante a reconsolidação para 

determinar se a sessão de reativação foi suficiente para a ocorrência da desestabilização 

(Kida, 2019; Zhang et al., 2018; Wideman et al., 2018). As condições para a ocorrência 

da desestabilização de memórias são relevantes para que protocolos de modificações de 

memórias possam ser utilizados na clínica. A possibilidade de interferir com memórias 

apresentou-se como uma tentadora oportunidade de tratamento para pacientes com 

patologias psiquiátricas relacionadas à manutenção de memórias traumáticas, aversivas e 

negativas, como fobias, o TEPT e ansiedade generalizada (Krawczyk et al., 2017), por 

exemplo. Para tanto, é necessário entender quais são os mecanismos moleculares, 

celulares e sistêmicos envolvidos nessa desestabilização, para que possamos então 

aumentar a eficácia das intervenções voltadas à auxiliar esses pacientes.  

O estudo da mecanística da ocorrência da desestabilização de memórias é muito 

mais recente do que a da reconsolidação. Mamou e colaboradores, em 2006, 

hipotetizaram que receptores glutamatérgicos NMDA na amígdala basolateral poderiam 

ser importantes para o processo de desestabilização de memórias auditórias, visto que a 

literatura já descrevia a importância desses receptores durante a sua aquisição e 

consolidação (Miserendino et al., 1990; Kim et al., 1993; Rodrigues et al., 2001; Walker 

e Davis, 2002). Segundo os autores, se tais receptores fossem importantes para esse 

processo, a utilização de antagonistas NMDA na amígdala basolateral antes de uma 
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sessão de reativação deveria manter tais memórias imutáveis, ou seja, essas memórias 

não seriam posteriormente afetadas pelo efeito amnésico do inibidor de síntese proteica 

anisomicina. Essa hipótese foi confirmada com o uso do antagonista NMDA AP5 ou do 

antagonista seletivo de receptores NMDA que contém a subunidade N2B ifenprodil. Em 

ambos os casos, a infusão destas drogas antes da reativação não impediu a expressão da 

memória de medo durante a reativação, mas impediu o efeito amnésico da anisomicina, 

indicando que a memória não havia sido desestabilizada (Mamou et al., 2006). Em 2008, 

Suzuki e colaboradores demonstraram que a ativação de canais de cálcio voltagem-

dependentes e receptores CB1 eram necessários para a desestabilização de memórias 

contextuais aversivas (Suzuki et al., 2008). Do ponto de vista celular e molecular, os 

achados são ainda mais recentes. Pesquisadores demonstraram que, além do efeito já bem 

reconhecido da neurotransmissão adrenérgica sobre a reconsolidação de memórias, para 

que estas sejam desestabilizadas há a necessidade de um aumento na excitabilidade das 

membranas dos neurônios envolvidos com essa memória no hipocampo de roedores. 

Ainda, no mesmo artigo, Lim e colegas demonstraram que a administração do beta-

bloqueador propranolol e de um antagonista NMDA impediram o aumento dessa 

excitabilidade celular e bloquearam o efeito da anisomicina após a reativação, indicando 

que não houve desestabilização do traço mnemônico (Lim et al., 2018). Em 2019, 

Pignatelli e colegas demonstraram que, para que haja a desestabilização de memórias de 

medo contextuais, há um aumento transitório da excitabilidade das células envolvidas no 

engrama dessa memória (Pignatelli et al., 2019). Ou seja, para que a memória seja 

reativada e desestabilizada, é necessário que as mesmas células e regiões encefálicas que 

foram recrutadas durante a sua aquisição e consolidação sejam recrutadas durante a sua 

reativação. Sabendo que a reconsolidação de memórias aversivas é dependente da síntese 

proteica, pesquisadores da área passaram a se perguntar se a desestabilização dessas 

memórias seria, então, dependente do passo bioquímico anterior, ou seja, da degradação 

de estruturas proteicas nas células que subsidiam essa memória. De fato, em 2008, Lee e 

colaboradores demonstraram que a desestabilização de memórias é dependente de 

degradação proteica no hipocampo de roedores através do sistema ubiquitina-

proteassoma. Com a infusão do inibidor específico do proteassoma, β-lactona (clasto-

lactacystin-β-lactone), eles demonstraram que a ubiquitinação de proteínas presentes nas 

sinapses das memórias estudadas foi diminuída, e assim a suscetibilidade da memória à 

ação amnésica do inibidor de síntese proteica anisomicina foi anulada (Lee et al., 2008). 
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O mesmo fenômeno também foi demonstrado, posteriormente, na amígdala (Jarome et 

al., 2011). Também sabemos que a ativação de receptores NMDA, em especial contendo 

a subunidade N2B, aumenta a atividade do proteassoma tanto in vitro quanto in vivo 

(Bingol e Schuman, 2006, Jarome et al., 2011). Esse mecanismo não é regulado 

diretamente pelo influxo de cálcio promovido pela ativação dos receptores NMDA, mas 

sim pela CaMKII (proteína quinase II dependente de cálcio/calmodulina) (Jarome et al., 

2016), e estudos bioquímicos demonstraram que o domínio catalítico da CaMKII tem 

uma alta seletividade de ligação pela cauda C-terminal da subunidade reguladora N2B do 

receptor NMDA (Strack e Colbran, 1998; Strack et al., 2000; Mayadevi et al., 2002), o 

que demonstra a ligação da ativação dessa subunidade para a ativação do proteassoma e 

consequente desestabilização da memória. 

 

1.4. Plasticidade mnemônica e neurotransmissão glutamatérgica 

A grande maioria das sinapses excitatórias do cérebro utiliza o glutamato como 

neurotransmissor. Receptores AMPA e NMDA são canais ionotrópicos glutamatérgicos. 

Enquanto os receptores AMPA mediam a transmissão glutamatérgica rápida, os 

receptores NMDA são conhecidos por apresentarem uma cinética muito mais lenta, em 

comparação. O poro iônico dos receptores NMDA encontra-se, enquanto a membrana 

celular estiver em potencial de repouso, bloqueado por um íon magnésio em sua porção 

extracelular. Para que o poro iônico dos receptores NMDA seja desbloqueado, é 

necessário que haja a despolarização da membrana através da ativação de receptores 

AMPA e que, ao mesmo tempo, glutamato e glicina se liguem ao receptor. Ainda, essa 

despolarização é mais eficaz em abrir os poros NMDA quando uma série de eventos 

sinápticos acontece em um curto espaço de tempo (Hansen et al., 2018). Devido a esses 

mecanismos, os receptores NMDA são considerados detectores de coincidência entre a 

atividade pré e pós-sináptica, evento essencial para a ocorrência de plasticidade sináptica 

(Seeburg et al., 1995; Baez et al., 2018). Receptores NMDA são tetrâmeros, ou seja, 

estruturas proteicas compostas por quatro subunidades. Duas dessas subunidades são 

obrigatoriamente subunidades denominadas NR1, que compõe um grupo com oito 

variantes, todas codificadas pelo mesmo gene, e as outras duas são subunidades 

reguladoras que contém o sítio de ligação do glutamato. Há quatro variantes das 

subunidades NR2 (A, B, C e D) e duas variantes das subunidades NR3 (A e B) (Paupard 
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et al., 1997; Goebel e Poosch, 1999). No hipocampo, na amígdala e no córtex pré-frontal, 

assim como em outras regiões do sistema nervoso central envolvidas em funções 

cognitivas, as subunidades reguladoras N2A e N2B são a grande maioria (Jin et al., 1997; 

Sanz-Clemente et al., 2013; Paoletti et al., 2013). 

As subunidades reguladoras dos receptores NMDA determinam suas 

características fisiológicas e farmacológicas (Dingledine et al., 1999; Paoletti et al., 

2013). A potência de ação do glutamato, por exemplo, é influenciada pela composição 

das subunidades NR2 nos receptores NMDA (Erreger et al., 2005; Hansen et al., 2008). 

O grande influxo de cálcio mediado pela ativação dos receptores NMDA gera cascatas de 

comunicação intracelulares que produzem aumentos duradouros na força sináptica, um 

fenômeno teorizado primeiramente por Donald Hebb (Hebb, 1949) e demonstrado 

experimentalmente por Bliss e Lomo (1973), e chamado de potenciação de longo-prazo 

(LTP, do inglês long-term potentiation). No entanto, a ativação prolongada e fraca desses 

mesmos receptores leva a um pequeno, porém duradouro, influxo de cálcio que diminui 

a força sináptica. Esse evento no sentido contrário da LTP é comumente chamado de 

depressão de longo prazo (LTD, do inglês long-term depression). Em suma, a direção da 

plasticidade (LTP ou LTD) pode ser determinada pela modulação da frequência do 

estímulo e de sua intensidade, o que recruta tipos diferentes de receptores NMDA, 

contendo subunidades reguladoras diferentes, já que estas apresentam estruturas e 

funcionalidades diferentes e ativam vias de comunicação intracelulares distintas. Achados 

farmacológicos indicam que, em geral, a ativação de NMDA-N2A é especialmente 

importante para a indução da LTP, enquanto que a ativação de NMDA-N2B está 

envolvida na LTD (Massey et al., 2004; Liu et al., 2004; Chen et al., 2007). Ainda, quando 

o glutamato se liga aos receptores NMDA-N2A, é mais provável que eles se abram do 

que quando o glutamato se liga a receptores NMDA-N2B (Paoletti et al., 2013). 

Considerando que as subunidades N2A são altamente expressas nas sinapses dos cérebros 

de mamíferos adultos (Cull-Candy e Leszkiewicz, 2004), é bastante plausível que 

receptores NMDA-N2A sejam responsáveis pela maior parte da LTP mediada pela 

sinalização de cálcio. Em adição a isso há o fato de que estimulações de alta frequência 

que induzem LTP ativam predominantemente NMDA-N2A (Erreger et al., 2005). 

Resultados discrepantes presentes na literatura, no entanto, indicam que a mera ativação 

das subunidades N2A ou N2B não é determinante na orientação da plasticidade 

(ocorrência de LTP ou LTD) (Barria e Malinow, 2005; Bartlett et al., 2007). Assim, em 
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2010, Foster e colaboradores demonstraram que, mais do que a estrutura do poro iônico, 

a estrutura das caudas citoplasmáticas dessas subunidades é de extrema importância nesse 

processo. Utilizando estruturas quiméricas, eles desenvolveram um receptor que continha 

a estrutura do canal dos receptores NMDA que contém subunidades N2A, porém com a 

cauda citoplasmática característica das subunidades N2B. Com esses receptores, eles 

demonstraram que a cauda citoplasmática N2B é uma importante mediadora na interação 

de proteínas intracelulares e ativação de segundo-mensageiros, e que sua presença, 

independente da estrutura do canal iônico, é imprescindível para a ocorrência da LTP. Já 

a cauda citoplasmática das subunidades N2A não é essencial para a sua ocorrência, e 

ainda, parece inibi-la (Foster et al., 2010). Em suma, embora ambos os subtipos de 

receptores NMDA (N2A ou N2B) contribuam para a ocorrência de plasticidade, a 

generalização de que as subunidades N2A produzem plasticidade no sentido da LTP, 

enquanto subunidades N2B produzem plasticidade no sentido da LTD, parece uma 

simplificação da realidade biológica da função desses subtipos de receptores NMDA. 

Independentemente de toda a discussão sobre a funcionalidade das subunidades 

N2A e N2B durante a indução de plasticidade, a proporção entre elas contribui para a 

regulação metaplástica da indução de desestabilização em memórias de medo. Em 2013, 

Milton e colaboradores demonstraram que há uma dissociação funcional entre os 

receptores NMDA contendo as subunidades N2A e N2B na amígdala basolateral de 

roedores. Ao passo que os receptores NMDA-N2B seriam necessários para a 

desestabilização da memória de medo, os receptores NMDA-N2A são necessários para a 

sua restabilização após a reativação (Milton et al., 2013). Em 2016, um grupo de pesquisa 

da Universidade do Texas em Dallas publicou o achado de que uma linhagem de 

camundongos que expressavam mais receptores NMDA contendo a subunidade N2A em 

neurônios alfa-CaMKII (porção alfa da proteína quinase II dependente de 

cálcio/calmodulina) positivos na amígdala basolateral, de forma relativa à expressão de 

receptores NMDA que contém a subunidade N2B, eram incapazes de desestabilizar uma 

memória de medo (Holehonnur et al., 2016). Utilizando-se do fato de que subunidades 

N2B apresentam muito maior afinidade pela CaMKII (Strack e Colbran, 1998; Strack et 

al., 2000; Mayadevi et al., 2002), uma molécula segundo-mensageira importante para a 

indução de plasticidade sináptica, do que pelas subunidades N2A, Barria e Malinow 

demonstraram que a substituição de subunidades N2B por subunidades N2A reduziu 

drasticamente a indução de plasticidade. No entanto, quando as subunidades N2A foram 
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modificadas de forma que se ligassem à CaMKII com a mesma afinidade das subunidades 

N2B, a plasticidade sináptica foi resgatada. Ainda, quando subunidades N2B foram 

modificadas de forma a perder a sua afinidade pela CaMKII, a plasticidade foi novamente 

reduzida. Esses dados indicam que a interação entre as subunidades N2B dos receptores 

NMDA e a CaMKII são imprescindíveis para a desestabilização de memórias (Barria e 

Malinow, 2005). Diversos outros grupos têm utilizado essa dissociação entre os 

receptores NMDA que contém as subunidades N2A e N2B como ferramenta para estudar 

processos de desestabilização e reconsolidação em roedores em diversos protocolos 

mnemônicos (Crestani et al., 2015; Yu et al., 2016; Monti et al., 2016; Nakayama et al., 

2016). Em revisão sistemática, Amorim e colaboradores (2021) encontraram indícios de 

mecanismos em comum descritos tanto para suportar a desestabilização de memórias 

quanto para suportar a regulação homeostática da plasticidade no sistema nervoso central. 

Dessa forma, a plasticidade homeostática, um mecanismo mais complexo do que a 

plasticidade hebianna, pode ser um mecanismo importante para o controle da 

desestabilização, o que ajudaria a entender a necessidade de uma sessão de reativação 

para a sua ocorrência. Ainda, os autores demonstraram teoricamente, utilizando dois 

modelos computacionais, que a plasticidade sináptica homeostática pode ser um dos 

mecanismos para o controle da desestabilização de memórias. (Amorim et al., 2021). 

 

1.5. Plasticidade sináptica e genes de expressão imediata: Egr1/Zif268 

 

 Já há algumas décadas, os genes de expressão imediata (do inglês “immediate 

early genes”, IEGs) são utilizados como marcadores de atividade neuronal, muito embora 

suas funções ainda não tenham sido completamente compreendidas.  

 Após a sinalização de um estímulo indutor de plasticidade sináptica, íons cálcio 

adentram a célula através do poro dos receptores NMDA, uma etapa essencial da 

plasticidade sináptica, pois facilita o recrutamento de receptores AMPA para as sinapses 

potenciadas (Collindridge et al., 1983; Kessels e Malinow, 2009). Além disso, os 

receptores NMDA da membrana plasmática mantém um fluxo de cálcio estável para que 

a sinalização necessária para a potenciação de longo prazo se mantenha, fortalecendo 

assim a plasticidade entre as células envolvidas, e sinalizando para que haja a produção 

de RNA mensageiro e síntese protéica (Kandel et al., 2014). A expressão de IEGs como 
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c-fos, egr1 e arc, é seletivamente e imediatamente suprarregulada durante etapas do 

processamento mnemônico em subpopulações de neurônios dentro de regiões que 

subsidiam processos de aprendizagem e memória (Gallo et al., 2018). 

 A proteína Egr1 também é conhecida como Krox-24, NGF1-A, Zif268, TIS8 e 

Zenk, e pertence à família de proteínas EGR (do inglês “early growth response”), tendo 

sido descoberta no final da década de 1980 (Curran et al., 1988). Embora tanto o gene 

quanto a proteína estejam presentes em todo o sistema nervoso central, sua expressão 

basal é variável, sendo que os níveis maiores são observados no neocórtex, em estruturas 

olfatórias primárias, no hipocampo, na amígdala, no estriado, no tálamo, e no córtex 

cerebelar. No córtex, sua maior expressão se concentra nas camadas IV e VI, e no 

hipocampo pode ser encontrada em maior quantidade na região CA1 (Worley et al., 1991; 

Beckman e Wilce, 1997; Hall et al., 2001; James et al., 2006; Veyrac et al., 2014). 

Sabemos que a expressão basal de Zif268/Egr1 é estritamente regulada pela atividade de 

receptores NMDA, sendo também responsivas à atividade de receptores AMPA e canais 

de cálcio voltagem dependentes (Murphy et al., 1991; Worley et al., 1991; Wang et al., 

1994). No hipocampo, a indução de plasticidade sináptica leva ao aumento na expressão 

de Egr1/Zif268, e aumento da duração da potenciação de longo prazo (LTP), que leva a 

mudanças consistentes que suportam a plasticidade e a formação de memórias. A indução 

do RNA mensageiro de Zif268 ocorre entre 10 e 120 minutos após o estímulo que induziu 

a plasticidade (Wisden et al., 1990; Abraham et al., 1991; Richardson et al., 1992). O 

envolvimento de Zif268/Egr1 na plasticidade decorrente da reativação de uma memória 

em roedores foi demonstrado de diversas formas. Utilizando camundongos nocaute para 

egr-1, Bozon e colegas demonstraram que sua expressão é necessária para a consolidação 

e a reativação de memórias de reconhecimento de objetos em roedores (Bozon et al., 

2003). Estudos demonstram que a expressão do gene Zif268 no hipocampo de roedores é 

necessária para a ocorrência da reconsolidação de uma memória aversiva contextual 

(Cole et al., 1989; Hall et al., 2001; Besnard et al., 2013). O envolvimento do Zif268 na 

reconsolidação de memórias não se restringe ao hipocampo, tendo também sido 

demonstrado na amígdala (Hall et al., 2001; Lee et al., 2005; Espejo et al., 2016; Marin 

et al., 2020). Diversos estudos demonstraram que a expressão de IEGs durante o 

processamento mnemônico é relevante para a integração de conjuntos de células ativados 

à circuitaria necessária para suportar determinada memória (Hashikawa et al., 2011; 

Tonegawa et al., 2015; Minatohara et al., 2016; Salery et al., 2021). Em específico, a 
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expressão de egr-1 é dependente da ativação de receptores NMDA e está associada a 

persistência da fase tardia de indução de LTP, majoritariamente responsável pela síntese 

proteica associada à plasticidade mnemônica durante a reconsolidação (Abraham et al., 

1991; Abraham et al., 1993; Richardson et al., 1992; Dragunow, 1996). Em 2013, Besnard 

e colaboradores demonstraram que camundongos nocaute para egr-1 apresentam um 

grande prejuízo de consolidação, enquanto que camundongos heterozigotos (que 

expressam parcialmente egr-1) demonstraram maior prejuízo na fase de reconsolidação 

de memórias. Tais dados demonstram que a quantidade da expressão de egr-1 pode ser 

um ponto importante na determinação dos processos mnemônicos (Besnard et al., 2013). 

 

1.6. Sistema límbico, núcleo reuniens e memórias 

 

Desde a primeira descrição da amnésia sofrida pelo paciente H.M. na década de 50, 

o hipocampo é provavelmente a região mais estudada no que se refere ao processamento 

mnemônico (Scoville and Milner, 1957; Einchenbaum, 1993). Organizada em algumas 

sub regiões distintas, como o giro denteado, e os cornus ammonius 1, 2 e 3, essa região 

possui ainda uma diferenciação anátomo-funcional através do eixo longitudinal do 

encéfalo, indo da região anterior até a posterior. Tal distinção regional inclui diferenças 

na expressão gênica e na conectividade funcional relacionadas ao processamento 

mnemônico (Moser e Moser, 1998). Existe praticamente um consenso de que o 

hipocampo é essencial para a representação espacial e para a memória episódica, ou seja, 

a capacidade de lembrar de eventos específicos. Diz-se que o hipocampo é capaz de 

executar tais funções ao criar um mapa espacial e temporal detalhado, chamado de mapa 

cognitivo, de diversas situações, e correlaciona-las entre si (O’Keefe e Nadel, 1978). 

Ainda, em se tratando de memórias contextuais, essa característica é essencial para 

explicar a importância do hipocampo no comportamento de mamíferos. O hipocampo é 

capaz de integrar informações sensoriais sobre o contexto, fazendo com que, num novo 

contexto, um novo mapa cognitivo seja formado. Já num contexto conhecido, o mapa já 

formado é reativado, de forma que o animal se comporte de forma adequada àquela 

situação. Novidades em mapas cognitivos já adquiridos anteriormente podem gerar 

transformações nessas memórias, levando à sua desestabilização e atualização (Lisman 

et al., 2017). 
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A amígdala é a região do cérebro relacionada ao processamento emocional. É 

composta por múltiplos pequenos núcleos que se interconectam, sendo os núcleos basal 

e central da amígdala os mais estudados em relação ao processamento mnemônico 

(Duvarci e Pare, 2014). É uma estrutura altamente conservada dentre as mais diversas 

espécies, incluindo mamíferos, répteis, aves e peixes (McDonald, 1998; Jarvis et al., 

2005). Há muito sabemos que lesões amigdalares experimentais causam prejuízos no 

reconhecimento de estímulos aversivos, como choques nas patas (Blanchard e Blanchard, 

1972). O acesso a informações sensoriais primárias faz com que a amígdala seja uma 

região de processamento rápido de valências, positivas ou negativas, que acabam por 

guiar o comportamento de forma adaptativa. Além do processamento de medo, a 

amígdala está intimamente relacionada em comportamentos ligados à recompensas 

positivas, como a alimentação e a adição, e à ansiogênese (Janak e Tye, 2015). 

O córtex pré-frontal medial (CPFm) de roedores consiste em três córtices, o anterior 

cingulado, mais dorsal, o pré-límbico, e o infralímbico, mais ventral (Nieuwenhuis e 

Takashima, 2011). O papel funcional do córtex pré-frontal medial no condicionamento 

aversivo contextual é assumido devido à sua importância no controle emocional do 

comportamento (Quirk e Beer, 2006). Estudos indicam que o CPFm tem um papel 

importante tanto em memórias recentes (Corcoran e Quirk, 2007; Stern et al., 2013), 

quanto em memórias remotas (Frankland et al., 2004; Stern et al., 2013). 

Anatomicamente, o CPFm possui conexões que o permitem acesso a estímulos que 

funcionam como motivadores do comportamento, como dor e recompensa, além de 

exercer controle sobre a atividade autonômica e ter um papel importante na formação de 

estratégias e tomada de decisão (Euston et al., 2012). 

 O núcleo reuniens do tálamo (NR) situa-se, anatomicamente, logo acima do 

terceiro ventrículo (Van der Werf et al., 2002). O tálamo subdivide-se em diversos tipos 

de núcleos de acordo com suas características anatômicas e funcionais: os núcleos 

principais (ou de retransmissão), os núcleos de associação, os núcleos da linha média e 

os núcleos intralaminares. O NR pertence ao grupo dos núcleos da linha média, assim 

como os núcleos paratenial, paraventricular e rombóide (Groenewegen e Witter, 2004). 

Os neurotransmissores principais encontrados no núcleo reuniens são os excitatórios 

arpartato e glutamato (Bokor et al., 2002; Cruikshank et al. 2012). 
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Dentre os núcleos da linha média, o NR é o mais estudado. Isso se deve ao fato de 

que, já em 1978, Herkenham demonstrou que ele é a maior fonte talâmica de aferentes ao 

hipocampo. Depois desse estudo, vieram outros que descreveram aferentes massivos e 

altamente organizados do NR ao hipocampo (Su e Bentivoglio, 1990; Dolleman-Van der 

Weel and Witter, 1996; Vertes et al., 2006, 2007). Os aferentes do NR inervam de forma 

proeminente a região CA1 dos hipocampos dorsal e ventral, assim como a camada 

molecular do subículo e do parasubículo (Vertes et al., 2006). No entanto, há evidências 

de que o NR inerve até 10 vezes mais a região ventral do hipocampo do que a região 

dorsal (Hoover e Vertes, 2012; Scheel et al., 2019). Em 1999, Bertram e Zhang 

demonstraram uma ativação direta e poderosa da região CA1 do HPC após estimulação 

elétrica do NR, em alguns casos maior do que a gerada pela mesma estimulação elétrica 

da região CA3. Até então, a via trissináptica do hipocampo era considerada a única fonte 

de conexões excitatórias à região CA1 (Bertram e Zhang, 1999). Neurônios provenientes 

do NR formam sinapses exclusivamente excitatórias tanto com as células piramidais da 

região CA1, quanto com interneurônios gabaérgicos (Dolleman Van der Weel e Witter, 

2000). Tal arranjo sugere que o NR não exerce apenas influências excitatórias sobre o 

HPC, mas também inibitórias via conexões excitatórias com interneurônios inibitórios. 

Quanto às regiões CA2, CA3 e giro denteado, há uma ausência significativa de conexões 

advindas do NR (Wouterlood et al., 1990).  

Todas as subdivisões do CPFm projetam-se, em grande quantidade, a todo eixo 

rostrocaudal do núcleo reuniens. Não parece haver diferenças nas quantidades e tipos 

dessas conexões entre essas subdivisões (Vertes, 2002).  Tais regiões são, por sua via, 

também densamente inervadas por eferentes do NR (Vertes et al., 2006). Viana di Prisco 

e Vertes demonstraram que a estimulação elétrica do NR promove respostas 

monossinápticas no CPFm, em especial das regiões dos córtices pré-límbico e 

infralímbico (Viana Di Prisco e Vertes, 2006). Há descrições de fibras do NR que se 

projetam bilateralmente tanto para o HPC quanto para o CPFm, assim como de células 

do NR que se projetam ao HPC e são inervadas por fibras provenientes do CPFm (Vertes 

et al., 2007; Hoover e Vertes, 2012; Varela et al., 2014; Zimmerman e Grace, 2018; Viena 

et al., 2020). Enquanto sabemos que o hipocampo inerva o CPFm densamente (Carr e 

Sesack, 1996; Hoover e Vertes, 2007), não há projeções diretas de retorno do CPFm para 

o HPC (Laroche et al., 2000; Vertes, 2004). Tal fato sugere que o NR pode ser a principal 

rota de transferência de informação do CPFm para o HPC. De fato, achados funcionais e 
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eletrofisiológicos indicam que o NR tem papel importante na sincronização da atividade 

entre HPC e CPFm em diversas tarefas (Cassel et al., 2013; Xu e Südhof, 2013; Ferraris 

et al., 2018).  

 

Outras áreas do sistema límbico são inervadas pelo NR. A amígdala basolateral 

(BLA) é uma delas, embora as conexões sejam significativamente menos densas do que 

as relatadas com o HPC e o CPFm (Vertes et al., 2006). Foram descritas células do NR 

que se projetam tanto para o HPC quanto para a amígdala basolateral, em pequeno 

número. Comparativamente, o número de células do NR que se projetam para o HPC é 

significativamente maior do que aquelas que se projetam para a BLA. No entanto, até a 

data não há descrições detalhadas dos tipos de conexões entre ambas as regiões (Su e 

Bentivoglio, 1990). 

As evidências indicam que o NR organiza interações diretas e indiretas entre 

diversas regiões encefálicas que são recrutadas durante diversas tarefas cognitivas, como 

o processamento mnemônico, motivação e ações direcionadas por avaliações de situação 

e formação de estratégias comportamentais. Isso acontece porque o NR modula, de forma 

específica e temporalmente controlada, os padrões de atividades neuronais nessas regiões 

(Dolleman-van der Weel et al., 2019). Por exemplo, a estimulação de baixa frequência do 

NR sobre as células piramidais do HPC parece controlar a sincronização entre o HPC e o 

CPF, importante para a consolidação de memórias (Dolleman-van der Weel et al., 2017). 

De forma complementar, Hauer e colaboradores (2019) demonstraram, através de 

inativação optogenética que a atividade do NR é essencial para a coordenação de ondas 

de baixa frequência entre o HPC e o CPF, que são importantes para a consolidação de 

memórias episódicas. 

Uma das capacidades cognitivas que dependem da interação entre o CPF e o HPC 

é a formação de mapas internos capazes de orientar o indivíduo através de tarefas em 

determinado espaço. O NR apresenta células, chamadas de head direction cells, que 

potencialmente influenciam mapas mentais formados no HPC (Jankowski et al., 2014). 

Em 2013, Xu e Südhof demonstraram que um circuito formado pelo CPFm-NR-CA1 

controla a especificidade e generalização de contextos no condicionamento aversivo 

contextual. Mais tarde, foi demonstrado que lesões no NR prejudicam a estabilidade e a 

taxa de disparo das place cells hipocampais. (Cholvin et al., 2018). Dessa forma, o NR 

parece ter um papel importante na cognição espacial, que acaba por influenciar a tomada 
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de decisões do indivíduo através de mapas mentais. Diversos estudos também apontam 

para um papel do NR na memória de trabalho. Hallock e colaboradores demonstraram, 

em 2016, que a sincronização das ondas teta entre HPC e CPF é essencial para tarefas que 

recrutam a memória de trabalho, e que o NR é responsável por essa sincronização 

(Hallock et al., 2016).  

Eventos que acontecem em contextos iguais ou muito semelhantes são 

organizados temporalmente na memória. É amplamente reconhecido que memórias para 

sequências de eventos são dependentes da atividade síncrona entre HPC e CPF (Euston 

et al., 2007; DeVito e Eichenbaum, 2011). Em 2019, Jayachandran e colaboradores 

demonstraram, utilizando uma tarefa de sequência de odores, que a inativação da via 

CPFm-NR aboliu a capacidade dos roedores de lembrarem dos odores em sequência 

(Jayachandran et al., 2019). Esse estudo demonstrou um papel do NR na capacidade de 

lembrar de eventos em sequência, embora outros estudos sejam necessários para 

confirmá-lo. Outro ponto importante é a participação do NR em tarefas executivas, 

creditadas majoritariamente ao CPF, como o comportamento direcionado a objetivos, 

atenção, e flexibilidade comportamental. Animais com lesão no NR no labirinto aquático 

de Morris não demonstraram dificuldades de aquisição nem retenção da memória. Porém, 

em contraste com os animais SHAM, que persistiram na busca pela plataforma quando 

esta foi retirada do quadrante correto, os animais com lesão no NR rapidamente desistiram 

do quadrante correto e passaram a procurar pelo aparato inteiro. Essa rápida mudança 

pode ser interpretada como dificuldade em adotar uma estratégia mais eficiente de busca 

(Dolleman-van der Weel et al, 2009). Consonante com essa ideia, Viena e colaboradores 

(2018) demonstraram que, em um labirinto em T, animais com inativação temporária do 

NR demonstraram comportamento repetitivo de busca no local errado mesmo após 

diversos erros e ausência de recompensa. Tal comportamento demonstra uma 

incapacidade de mudança de estratégia, reconhecida como falta de flexibilidade 

comportamental (Viena et al., 2018). Também há evidências de que o NR participe do 

controle inibitório de respostas prematuras e inapropriadas frente a estímulos visuais, 

mais especificamente respostas inapropriadas frente à antecipação de um estímulo visual. 

Animais com lesões no NR apresentaram respostas impulsivas e inapropriadas frente a 

estes estímulos (Prasad et a., 2019). 

Loureiro e colaboradores foram os primeiros a descrever o envolvimento do NR 

na persistência de memórias. Eles descreveram que, em ratos submetidos ao treinamento 



36 
 

no labirinto aquático de Morris que sofreram lesão no NR, a aquisição da memória foi 

normal, assim como sua expressão 5 dias depois, mas não houve expressão dessa memória 

25 dias após o aprendizado. Quando utilizada uma inativação temporária do NR, a 

expressão da memória não foi afetada nem 5, nem 25 dias após o aprendizado (Loureiro 

et al., 2012). Tais dados indicam que o NR participa do processo de consolidação de 

memórias a longo prazo, o que interfere diretamente na sua persistência. Evidências mais 

recentes apontam também para um papel importante do NR na persistência de memórias 

aversivas contextuais (Quet et al., 2020). Além disso, há evidências de que o NR participe 

ativamente do controle da generalização e especificidade de memórias aversivas 

contextuais, além da sua intensidade (Xu e Südhof, 2013; Troyner et al., 2018). Em 2019, 

Ramanathan e Maren demonstraram o envolvimento deste núcleo também na extinção de 

uma memória aversiva contextual. Em 2018, Ramanathan e colaboradores já haviam 

demonstrado, através de inibição optogenética, que fibras provenientes do CPF para o NR 

são essenciais para que ocorra a extinção de uma memória contextual de medo 

(Ramanathan et al., 2018). 

Em humanos, estudos envolvendo o NR ainda são incipientes, muito embora 

sugiram similaridades importantes entre o NR de roedores e humanos (Reagh et al.,2017; 

Thielen et al., 2018; Wagner et al., 2019; Romeo et al., 2019). Ainda, o NR parece estar 

envolvido em algumas patologias, como a doença de Alzheimer (Braak and Braak, 1991; 

Hardenacke et al., 2013, Walsh et al., 2020), a síndrome de Korsakoff (Visser et al., 1999; 

Bobal e Savage, 2005), autismo (Ray et al., 2005), depressão (Kafetzopoulos et al., 2018; 

Kafetzopoulos et al., 2021), epilepsia (Hirayasu and Wada, 1992a, 1992b; Bertram et al., 

2001; Sloan and Bertram, 2009; Graef et al., 2009; Wang et al., 2009; Drexel et al., 2011; 

Romeo et al., 2019; Dolleman-van der Weel e Witter, 2020), e esquizofrenia (Cohen et 

al., 1998; Lambe et al., 2007; Lisman et al., 2010; Lisman 2012; Zhang et al., 2012; 

Saalmann, 2014; Duan et al., 2015; Dolleman-van der Weel e Witter, 2020). 
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2. HIPÓTESE E OBJETIVOS 
 

As características neuroanatômicas, eletrofisiológicas e bioquímicas do núcleo 

reuniens, quando somadas às descobertas sobre a desestabilização e a restabilização de 

memórias no sistema nervoso central de mamíferos, contribuem para que hipotetizemos 

que o núcleo reuniens promove a desestabilização de traços mnemônicos de forma 

sistêmica, através da sua atividade em conjunto com outras regiões do encéfalo e da 

neurotransmissão glutamatérgica através dos receptores NMDA que contém as 

subunidades N2A e N2B, assim como sua reconsolidação. Pontanto, o objetivo principal 

deste trabalho é investigar a participação do núcleo reuniens na desestabilização e na 

reconsolidação de memórias aversivas contextuais, utilizando-se de ferramentas já 

conhecidas na literatura científica, através de um protocolo comportamental bem 

definido. 

 

2.1. Objetivos específicos 

 

 Investigar a participação do núcleo reuniens do tálamo na desestabilização de 

memórias aversivas contextuais. 

 Investigar a necessidade da degradação de proteínas no NR para a 

desestabilização de memórias aversivas contextuais. 

 Investigar a participação dos receptores NMDA-N2B do NR na desestabilização 

de memórias aversivas contextuais. 

 Investigar a participação do NR na reconsolidação de memórias aversivas 

contextuais. 

 Investigar a participação dos receptores NMDA-N2A do NR na reconsolidação 

de memórias aversivas contextuais. 

 Investigar a necessidade de síntese protéica no NR para a reconsolidação de 

memórias aversivas contextuais. 

 Investigar a participação do tônus noradrenérgico na reconsolidação de 

memórias aversivas contextuais subsidiadas pelo NR. 

 Investigar a influência da atividade do NR durante a desestabilização de 

memórias aversivas contextuais em outras regiões encefálicas: hipocampo 

dorsal, hipocampo ventral, córtex pré-frontal e amígdala basolateral. 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1. Animais  

 

Foram utilizados quatrocentos e quatorze ratos (Rattus norvergicus) Wistar 

machos, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina, 

com 2 a 4 meses de idade e peso entre 220 e 320 g. Durante sua permanência no biotério, 

os animais foram alojados em gaiolas plásticas padrão (36 x 30 x 15 cm) contendo até 5 

ratos cada. Eles tiveram água e comida ad libitum e a temperatura ambiente foi mantida 

em 21 ± 2 °C, com ciclo de luz claro/escuro de 12 h com início às 07 h. Todos os 

procedimentos foram realizados mediante aprovação do comitê de ética para o uso de 

animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA 6335220419). 

  

3.2. Drogas  

 

Muscimol (0,48 µg/µl; Tocris, EUA) foi dissolvida em PBS 0,01 M. O muscimol 

é uma ferramenta bem estabelecida na literatura, utilizada para induzir a inativação 

temporária de regiões encefálicas por meio da potencialização gabaérgica através de 

agonismo GABAa. Estima-se que o muscimol suprima a atividade de uma região de 0,5 

até 1 mm de diâmetro do ponto de infusão (Allen et al., 2008). A dose utilizada neste 

trabalho foi baseada em estudos prévios publicados pelo nosso laboratório (Stern et al., 

2014).  

Cloridrato de clonidina (CLO; 0,3 mg/kg; Sigma-Aldrich, EUA), dissolvida em 

água destilada e administrada de forma sistêmica através de injeção intraperitoneal em 

um volume de 1,0 mL/kg. A dose utilizada baseia-se em trabalhos prévios do laboratório 

(Gazarini et al., 2013, 2014; Troyner et al., 2018; Marin et al., 2020; Troyner e Bertoglio, 

2020). A clonidina é um agonista de receptores α2 adrenérgicos, reconhecida como agente 

amnésico e bloqueador da reconsolidação de memórias (Gamache et al., 2012).  

Tartarato de ifenprodil (IFE; 0,25 nmol/μl; Sigma-Aldrich, USA) foi dissolvido 

em PBS 0,01 M. O ifenprodil é um antagonista específico dos receptores NMDA que 

contém a subunidade N2B, prevenindo a desestabilização de memórias em diversos 
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trabalhos da literatura (Ben Mamou et al., 2006; Milton et al., 2013; Crestani et al., 2015; 

Haubrich et al., 2015; Monti et al., 2016; Shehata et al., 2018) 

β-lactona (clasto-lactacystin β-lactone; β-lac; 7,4 ng/μl; Sigma-Aldrich, EUA) foi 

dissolvida em PBS 0,01 M contendo 2% dimetilsulfóxido (DMSO). A β-lactona é um 

inibidor do sistema ubiquitina-proteassoma e utilizado para bloquear a degradação 

protéica relacionada à desestabilização de memórias (Lee et al., 2008; Jarome et al., 2011, 

2016; Shehata et al., 2018). 

Anisomicina (16 μg/μl; Sigma-Aldrich, USA) foi dissolvida em PBS 0,01 M. É 

um bloqueador de síntese protéica comumente utilizado como bloqueador de 

reconsolidação (Nader et al., 2000; Lee et al., 2008).  

TCN-201 (1 nmol/µL, Sigma-Aldrich, EUA) foi dissolvida em PBS 0,01 M. É um 

antagonista específico dos receptores NMDA que contém a subunidade N2A (Edman et 

al., 2012), envolvidos na reconsolidação de memórias (Milton et al., 2013). 

Todas as drogas infundidas intra-NR estavam no volume de 0,2 µL. Todas as 

soluções foram preparadas imediatamente antes do uso, sendo que a anisomicina e a β-

lactona tiveram o pH corrigido para 7,4. O volume da infusão intraperitoneal de clonidina 

foi de 1 mL/kg. 

 

3.3. Cirurgia estereotáxica  

 

Os animais foram primeiramente pesados e então receberam uma injeção 

intraperitoneal de quetamina (100 mg/ml/kg; Syntec Ltda., Brasil) e xilazina (10 

mg/ml/kg; Syntec Ltda., Brasil) para anestesia. Após atingir plano anestésico adequado, 

os animais tiveram os pêlos do topo da cabeça cortados e foram posicionados no aparelho 

estereotáxico (Stoelting, EUA) com o suporte de duas barras auriculares. A assepsia do 

campo cirúrgico foi realizada com solução de álcool iodado 2% e, posteriormente, uma 

solução anestésica de lidocaína 3% com epinefrina 1:50000 (Dentsply Pharmaceutical, 

Brasil) foi injetada por via subcutânea no local da incisão. Um corte longitudinal da pele 

acima do crânio permitiu a exposição e raspagem do periósteo para a exposição do crânio 

e das suturas lambdoide e coronal. Após perfuração com broca odontológica, dois 

parafusos de aço inoxidável foram afixados ao crânio do animal para oferecer suporte à 
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prótese de acrílico posteriormente utilizada. Uma cânula-guia de 15 mm confeccionada a 

partir de agulhas hipodérmicas (22 G; 25,0 x 7,0 mm) foi implantada unilateralmente em 

ângulo de 15° nas coordenadas obtidas através de consulta ao atlas do cérebro de ratos 

Paxinos e Watson (2009) referentes ao núcleo reuniens do tálamo (AP: − 1,8 mm from 

Bregma, ML: − 1,9 mm, DV: − 6,5 mm). Por fim, uma camada de acrílico odontológico 

auto-polimerizável de secagem rápida foi aplicada para cobrir toda a superfície exposta 

do crânio e afixar todas as peças em uma prótese sólida. O tratamento pós-operatório 

consistiu de uma injeção subcutânea de flunixin meglumina (2,5 mg/kg; Schering-Plough, 

Brasil), uma substância antipirética e antiinflamatória. Após o término da cirurgia, os 

animais foram mantidos em uma cama aquecida por 30 minutos para diminuir o risco de 

hipotermia. Em seguida, foram levados ao biotério e mantidos em suas caixas-moradia 

num número máximo de 4 animais por caixa por 10 dias para recuperação e posterior 

utilização experimental. 

 

3.4.Procedimento de microinjeção central 

 

A microinjeção de drogas ou veículo no núcleo reuniens do tálamo foi executada 

através de agulhas com 15,5 mm de comprimento confeccionadas a partir de agulhas 

gengivais (30 G, 13 mm) conectadas a um tubo de polietileno acoplado a uma 

microseringa (Hamilton, EUA) preenchida com água destilada. Uma bolha de ar foi 

interposta entre a água e a solução a ser injetada, de forma a facilitar a visualização do 

deslocamento da solução durante a infusão. No momento da microinjeção o animal foi 

deixado livre dentro de uma caixa de transporte de pequenas proporções. A agulha foi 

introduzida na cânula e a infusão foi realizada com o auxílio de uma bomba de infusão 

(Insight, Brasil), no volume de 0,2 μL durante 60 segundos. Após a injeção, a agulha foi 

mantida em posição por mais 30 segundos para assegurar a infusão total da droga e reduzir 

o fluxo retrógrado da solução.  

 

3.5.Histologia  

 

Ao término dos experimentos, os animais receberam uma solução anestésica de 

quetamina (100 mg/ml/kg) e xilazina (10 mg/ml/kg) por via intraperitoneal. Após 
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atingirem plano anestésico adequado, os animais receberam uma solução contendo cloral 

hidratado (15%; 3,0 ml/kg; Vetec, Brasil) através de injeção intraperitoneal, seguida pela 

microinjeção central de corante azul de Evans (0,2 μl). Após a decapitação, os encéfalos 

foram retirados e conservados individualmente em solução de formalina 10% por 48 

horas, sendo posteriormente transferidos para uma solução de sacarose 30% por, no 

mínimo, 48 horas antes da realização dos cortes histológicos. Para a verificação do sítio 

de injeção da droga, cortes coronais de 20 μm de espessura foram obtidos utilizando um 

criostato (Leica CM 1850, Alemanha) a uma temperatura aproximada de -25 °C. Os 

cortes foram fixados em lâminas de vidro para microscopia, gelatinizadas. Após a 

secagem, as lâminas foram submetidas à coloração por Hematoxilina-Eosina, montadas 

com resina sintética e cobertas com lamínulas. Imagens histológicas representativas 

foram obtidas com o auxílio de um microscópio óptico (Eclipse 50i, Nikon, EUA) 

equipado com câmera digital. Os cortes foram comparados a diagramas do cérebro de 

ratos (Paxinos e Watson, 2009) e apenas os animais com histologia confirmada para o 

NR foram incluídos na análise estatística dos dados. A figura 1 é uma imagem 

representativa do NR com o sítio de infusão considerado como correto para a análise 

histológica. A localização das injeções variou entre 1,8 e 2,3 mm posterior ao bregma. 

Animais que receberam injeções fora do NR (aproximadamente 23%) foram excluídos 

das análises estatísticas. 

 

Figura 1. Esquema ilustrativo do sítio de injeção considerado como correto para o núcleo reuniens do tálamo 
em cortes transversais do cérebro de ratos Wistar. Fonte: compilação do autor: Paxinos, et al., 2019, e figura 
de própria autoria. 
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3.6.Condicionamento de medo contextual 

 

O condicionamento de medo contextual foi realizado em uma caixa retangular (35 

x 20 x 30 cm), com paredes laterais e posterior de alumínio e parede frontal de acrílico, 

assim como sua tampa. O piso gradeado, feito com barras de aço inoxidável (3 mm de 

diâmetro, com 9 mm de espaçamento) encontrava-se conectado a um gerador digital de 

choques elétricos (Insight, Brasil). Esta caixa será doravante denominada de contexto 

pareado ou contexto A. Outro contexto, denominado contexto C, redondo, feito de 

plástico opaco com paredes de 20 cm de altura e uma grade de cobertura, foi utilizado 

quando o objetivo era omitir a sessão de reativação. Os experimentos comportamentais 

foram realizados sob condições de luminosidade controlada (70 lux) e ocorreram entre as 

10:00 e as 17:00. Cada animal passou por uma sessão de familiarização, na qual foi 

permitido explorar o contexto A livremente por 3 minutos. No dia seguinte, ocorreu a 

sessão de condicionamento ou pareamento, durante a qual o animal recebeu, após 30s de 

livre exploração, 3 choques elétricos nas patas (0,8 mA, 60 Hz, por 3 segundos), com 

intervalo de 30 segundos entre cada choque. A intensidade dos choques elétricos foi 

definida com base em padronização utilizando animais que passaram pelo mesmo 

procedimento cirúrgico, porém sem a injeção de drogas após o condicionamento. Foi 

considerada adequada a intensidade que provocava intenso aprendizado, sugerido por 

níveis de congelamento entre 60% e 85% na primeira reexposição ao contexto pareado. 

Após a aplicação dos choques elétricos, o animal foi deixado por mais 30 segundos no 

contexto A e então retirado e devolvido à caixa-moradia. Um dia após o condicionamento, 

os animais foram reexpostos ao contexto pareado (contexto A) durante 5 minutos, sem a 

apresentação de choques, para a reativação da memória aversiva (Reativação). Em alguns 

casos, utilizamos o contexto C, completamente diferente do contexto A, para uma sessão 

denominada de não-reativação, na qual a memória aversiva original não apresenta 

desestabilização e reconsolidação. O tempo de exposição a esse contexto também foi de 

5 minutos. Tratamentos que visavam interferir com a desestabilização da memória foram 

aplicados 10 minutos antes da sessão de reativação / não-reativação. Tratamentos que 

visavam interferir com a reconsolidação da memória foram aplicados logo após a sessão. 

Um dia depois, os animais foram expostos novamente ao contexto pareado (contexto A) 

durante 3 minutos, a fim de avaliar o impacto dos tratamentos e da sessão de reativação / 

não-reativação sobre o comportamento aversivo e a memória. Um dia após o teste A, os 
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animais foram expostos por 3 minutos a um contexto quadrado feito de vidro e com tampa 

gradeada, denominado contexto B, com o objetivo de investigar a especificidade e a 

generalização da memória aversiva contextual. De forma geral, os testes tiveram um 

espaçamento de 24 horas entre si. 

 

Figura 2 - Esquema representativo do protocolo comportamental utilizado. 

 

 

Figura 3. Esquema representativo das intervenções utilizadas e sua potencial ação sobre o congelamento no 
teste A. (1) Quando não há qualquer intervenção antes ou após a sessão de reativação, a memória permanece 
gerando respostas defensivas quando da exposição dos animais ao contexto pareado durante o teste A, 
mantendo o nível de congelamento semelhante àquele apresentado durante a sessão de reativação. (2) 
Quando há interveções farmacológicas utilizadas antes da sessão de reativação, estas são destinadas a 
interferir com a desestabilização da memória. Não havendo desestabilização, tampouco há reconsolidação 
dessa memória. Dessa forma, interferentes utilizados para bloquear a reconsolidação, como a anisomicina 
ou a clonidina, não são capazes de diminuir a resposta de congelamento do animal frente ao contexto 
pareado. Dessa forma, a porcentagem de congelamento se mantém. (3) Quando há desestabilização, 
intervenções farmacológicas utilizadas que interfiram com a reconsolidação da memória são capazes de 
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prejudicá-la. Assim, o nível de congelamento destes animais durante o teste A tende a ser significativamente 
menor do que o nível apresentado durante a sessão de reativação. Fonte: Própria autoria. 

 

3.7.Imunoistoquímica para EGR-1 

 

3.7.1. Perfusão intracardíaca e preparação do tecido cerebral  
 

Noventa minutos após a infusão dos tratamentos e sessão de reativação, os animais 

receberam uma solução anestésica contendo cloral hidratado 15% (p/v) (2,3 mg/ml/kg; 

Vetec, Brasil) e xilazina (10 mg/ml/kg; Syntec, Brasil) por via sistêmica através de 

injeção intraperitoneal, seguida de perfusão intracardíaca. Inicialmente foi estabelecido 

um fluxo com solução salina (0,9% NaCl; aproximadamente 300 mL por animal) e 

posteriormente com uma solução de paraformaldeído 4% em PBS 0,01 M (pH 7,4; 

aproximadamente 200 mL por animal). Os encéfalos foram retirados e conservados em 

solução tamponada de paraformaldeído 4 % por 48 h. Posteriormente, foram transferidos 

para uma solução de álcool 50 % (v/v), onde permaneceram por até 48 h e, depois, para 

uma solução de álcool 70 % (v/v) onde permaneceram até seu processamento 

(Processador de amostras Leica TP1020). Após o emblocamento em parafina 

(Emblocador de amostras Leica EG1150H), cortes seriados das regiões de interesse (8 

μm) foram obtidos em um micrótomo (Micrótomo rotativo Leica RM2255) e fixados em 

lâminas de vidro para microscopia, gelatinizadas. 

3.7.2. Reação imunoistoquímica 
 

A parafina foi derretida em estufa a 100°C por 2 minutos, e as lâminas foram então 

imediatamente imersas em 3 banhos de xilol (5 min cada), seguidos por 3 banhos de 

álcool etílico absoluto (5 min cada), e em seguida mergulhadas em dois banhos de PBS 

0,01 M. A peroxidase endógena foi bloqueada com uma solução de peróxido de 

hidrogênio 3 % (v/v) em metanol absoluto por 20 minutos, em temperatura ambiente, no 

escuro. Após 3 lavagens (5 min) com PBS 0,01 M (pH 7,4) gelado, a reativação antigênica 

foi feita com uma solução de tripsina 0,05% em PBS 0,01 M e incubação em estufa a 

37°C por 10 minutos. Após as lavagens, as lâminas foram então incubadas com o 

anticorpo primário monoclonal anti-EGR1 (1:50 em PBS 0,01 M; Santa Cruz 

Biotechnology, EUA) em câmara úmida a 4°C overnight (14-16 h). Após a incubação, as 

lâminas foram lavadas com PBS 0,01 M gelado e incubadas com anticorpo secundário 
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IgG-kappa conjugado a HRP (1:500; Santa Cruz Biotechnology, EUA) por 120 minutos 

em câmara úmida, temperatura ambiente. Após mais lavagens em PBS gelado (3 x 5 min), 

os cortes foram incubados com o complexo ABC avidina-biotina-peroxidase (1:500 em 

PBS-T; Vector Laboratories, EUA) por 60 minutos em câmara úmida, temperatura 

ambiente. A revelação foi feita com uma solução contendo tetracloreto de 3’3’-

diaminobenzidina (DAB 0,02%, Sigma Aldrich, EUA), peróxido de hidrogênio, DMSO 

e PBS 0,01 M durante 120 segundos. As lâminas foram então desidratas em banhos 

consecutivos de álcool absoluto e xilol, e montadas com ERV-Mount (Erviegas, Brasil) 

e lamínulas de vidro.  

3.7.3. Regiões de interesse e quantificação de células Egr1/Zif268 positivas 

  
A quantificação de células EGR1/Zif268 positivas foi realizada em porções de 0,4 

mm² do núcleo reuniens (2,2 - 3,2 mm posterior ao bregma), CA1 dorsal (2,2 – 3,2 mm 

posterior ao bregma), CA1 ventral (4,9 – 6,0 mm posterior ao bregma), amígdala 

basolateral (2,2 – 3,2 mm posterior ao bregma), e córtices pré-límbico e infralímbico (2,5 

– 3,7 mm anterior ao bregma). A quantificação foi manual através do software ImageJ 

(NIH, EUA). Cada área de interesse foi analizada em triplicata, e a média das três 

amostras foi calculada. Os dados do grupo não-reativado foram utilizados para 

normalização do número de células EGR1 positivas nos demais grupos. Assim, os 

resultados foram analisados como porcentagem dos valores dos grupos não-reativados. 

3.8.Análise estatística 

 

 O tamanho da amostra foi determinado através de análise de poder estatístico, e 

ficou estabelecida como 6-8 animais por grupo (α= 0,05; β= 0,10 e Cohen’s d= 1,0). Os 

resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). Após ter sido 

assegurada a distribuição normal dos dados e a homogeneidade de variância, estes foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA). Quando reexposições ao mesmo contexto 

foram analisadas, adotamos a ANOVA de medidas repetidas. Após as análises de 

variância, o teste post-hoc de Newman-Keuls foi aplicado, adotando-se um valor de 

significância estatística P < 0,05. Quando foi considerada apenas uma exposição ao 

contexto, como nos testes B, uma ANOVA de duas vias foi utilizada, seguida pelo teste 

post-hoc de Newman-Keuls quando necessário. O tamanho de efeito foi calculado 

utilizando a fórmula para Hedges’ g, de forma a refletir a diferença média entre dois 
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grupos que podem ser diferentes em tamanho (n ≤ 20). Um g ≥ 0,8 foi considerado um 

tamanho de efeito significativo (Ellis, 2010). Todos os dados obtidos foram analisados 

com o software Statistica® 13.5 (Dell, StatSoft Inc., EUA) e representados graficamente 

através do GraphPad Prism® 8 (GraphPad Prism, EUA). 

3.9.Descrição dos experimentos 

 

Experimento 1 

Cinquenta e dois ratos foram aleatoriamente alocados em 6 grupos (n= 7-10/grupo) 

baseando-se no pré-tratamento recebido (veículo ou muscimol) 10minutos antes da sessão 

de reativação, e no tratamento recebido (veículo, anisomicina ou clonidina) logo após a 

sessão de reativação. Os testes A e B foram realizados 24 e 48 horas após a sessão de 

reativação, respectivamente. 

Experimento 2 

Quarenta e sete ratos foram aleatoriamente alocados em 6 grupos (n= 7-9/grupo) 

baseando-se no pré-tratamento recebido (veículo ou β-lactona) 10minutos antes da sessão 

de reativação, e no tratamento recebido (veículo, anisomicina ou clonidina) logo após a 

sessão de reativação. Os testes A e B foram realizados 24 e 48 horas após a sessão de 

reativação, respectivamente. 

Experimento 3 

Cinquenta e três ratos foram aleatoriamente alocados em 6 grupos (n= 7-10/grupo) 

baseando-se no pré-tratamento recebido (veículo ou ifenprodil) 10minutos antes da sessão 

de reativação, e no tratamento recebido (veículo, anisomicina ou clonidina) logo após a 

sessão de reativação. Os testes A e B foram realizados 24 e 48 horas após a sessão de 

reativação, respectivamente. 

Experimento 4 

Setenta e seis ratos foram aleatoriamente alocados em 12 grupos (n= 6-8/grupo) 

baseando-se no pré-tratamento recebido (veículo, muscimol, β-lactona ou ifenprodil) 

10minutos antes da sessão de não-reativação, e no tratamento recebido (veículo, 

anisomicina ou clonidina) logo após a sessão de não-reativação. Os testes A e B foram 

realizados 24 e 48 horas após a sessão de reativação, respectivamente. 
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Experimento 5 

Cinquenta e dois ratos foram aleatoriamente alocados em 6 grupos (n= 7-10/grupo) 

baseando-se no pré-tratamento (veículo ou muscimol) recebido logo após a sessão de 

reativação e no tratamento recebido (veículo, anisomicina ou clonidina) 10 minutos após 

o pré-tratamento. Os testes A e B foram realizados 24 e 48 horas após a sessão de 

reativação, respectivamente. 

Experimento 6 

Quarenta e quatro ratos foram aleatoriamente alocados em 6 grupos (n= 6-8/grupo) 

baseando-se no pré-tratamento (veículo ou TCN-201) recebido logo após a sessão de 

reativação e no tratamento recebido (veículo, anisomicina ou clonidina) 10 minutos após 

o pré-tratamento. Os testes A e B foram realizados 24 e 48 horas após a sessão de 

reativação, respectivamente. 

Experimento 7 

Trinta e cinco ratos foram aleatoriamente alocados em 6 grupos (n= 5-6/grupo) 

baseando-se no pré-tratamento (veículo ou muscimol) recebido logo após a sessão de não-

reativação e no tratamento recebido (veículo, anisomicina ou clonidina) 10 minutos após 

o pré-tratamento. Os testes A e B foram realizados 24 e 48 horas após a sessão de 

reativação, respectivamente. 

Experimento 8 

Trinta e sete ratos foram aleatoriamente alocados em 6 grupos (n= 6-7/grupo) 

baseando-se no pré-tratamento (veículo ou TCN-201) recebido logo após a sessão de não-

reativação e no tratamento recebido (veículo, anisomicina ou clonidina) 10 minutos após 

o pré-tratamento. Os testes A e B foram realizados 24 e 48 horas após a sessão de 

reativação, respectivamente. 

Experimento 9 

Dezoito ratos foram aleatoriamente alocados em 3 grupos (n= 6/grupo), baseando-se 

no pré-tratamento recebido (veículo ou muscimol) 10 minutos antes da sessão, e no tipo 

de sessão realizada (reativação ou não-reativação). Os animais foram eutanasiados e 

tiveram seus encéfalos removidos 90 minutos depois. 
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4. RESULTADOS 
 

4.1.Efeitos da inativação temporária do NR sobre a expressão e a desestabilização 

de memórias aversivas contextuais 

 

Uma ANOVA de medidas repetidas demonstrou uma interação significativa entre 

pré-tratamento, tratamento e sessões (F2,46 = 7,5; p = 0,001) sobre o tempo de 

congelamento na sessão de reativação e no teste. Muito embora os fatores tratamento e 

pré-tratamento não tenham apresentado efeito quando isolados (Tratamento F2,46 = 1,42; 

p = 0,25; Pré-tratamento F2,46 = 2,41; p = 0,12) ou combinados (F2,46 = 0,76; p = 0,46), o 

fator Sessão, que corresponde à repetição da exposição ao contexto na sessão de 

reativação e no Teste A, mostrou efeito significativo de forma isolada e interagiu com os 

demais fatores (Sessão F1,46 = 26,78; p = 0,00; Sessão x Tratamento F2,46 = 21,14; p = 

0,00; Sessão x Pré-tratamento F1,46 = 37,84; p = 0,00). O post-hoc de Newman-Keuls 

mostrou que todos os grupos apresentaram valores semelhantes de congelamento durante 

a sessão de reativação, o que indica que não houve influência do pré-tratamento sobre a 

expressão da memória durante a reativação da memória. No teste A, no entanto, os grupos 

VEH-ANI e VEH-CLO tiveram níveis de congelamento significativamente menores do 

que o grupo VEH-VEH (p = 0,02; g = 1,59; e p = 0,05; g = 1,21, respectivamente). Ainda, 

ambos os grupos tiveram níveis significativamente mais baixos de congelamento em 

relação a eles mesmos durante a sessão de reativação (p = 0,0001; g = 2,02; e p = 0,0001; 

g = 1,63, respectivamente). Tais dados confirmam que tanto a anisomicina quanto a 

clonidina, utilizados como controles positivos, tiveram ação amnésica quando utilizados 

após a sessão de reativação. Além do efeito das drogas, confirmamos que a sessão de 

reativação realizada é capaz de provocar um processo de desestabilização-restabilização 

da memória aversiva contextual. Já os grupos MUS-ANI e MUS-CLO não mostraram 

diferenças significativas nem quanto ao controle durante o teste A (p = 0,98; g = 0,01; e 

p = 0,99; g = 0,13, respectivamente), nem quanto aos seus próprios valores durante a 

sessão de reativação (p = 0,98; g = 0,032; e p = 0,96; g = 0,17, respectivamente). Tais 

dados demonstram que a inatividade do NR durante a sessão de reativação impediu a 

desestabilização da memória aversiva, impedindo também a ação amnésica da 

anisomicina e da clonidina. A tabela 1 indica que não houve efeitos do pré-tratamento 

nem do tratamento sobre a especificidade e a generalização da memória no teste B. 
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Figura 4 A inativação do núcleo reuniens (NR) do tálamo antes de uma sessão de reativação não prejudica 
a expressão da memória aversiva, mas impede a sua desestabilização. Veículo (VEI) ou muscimol (MUS) 
foram infundidos no NR 10 minutos antes da sessão de reativação. Veículo (VEI), anisomicina (ANI), ou 
clonidina (CLO) foram aplicados logo após a sessão de reativação. As setas indicam os momentos de 
injeção. Os valores são expressos como média ± EPM da porcentagem de congelamento frente ao contexto 
pareado nas sessões de Reativação e Teste A. ANOVA de medidas repetidas seguida pelo post-hoc de 
Newman-Keuls. Asteriscos representam as diferenças significativas descritas abaixo. Fonte: própria 
autoria. 

Tabela 1. A inativação do núcleo reuniens (NR) do tálamo antes de uma sessão de reativação não influencia 
a generalização da resposta de medo frente a um contexto não-pareado (Teste B). ANOVA de duas vias. 

Teste B 

Grupo n Média EPM 

F2,46 =1,20; p 
= 0,30 

VEI-VEI 9 21 ±6 

MUS-VEI 10 13 ±3 

VEI-ANI 9 20 ±5 

MUS-ANI 7 30 ±8 

VEI-CLO 8 17 ±4 

MUS-CLO 9 23 ±8 
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4.2.Efeitos da inibição da degradação protéica no NR sobre a expressão e a 

desestabilização de memórias aversivas contextuais 

 

Uma ANOVA de medidas repetidas demonstrou uma interação significativa entre 

pré-tratamento, tratamento e sessões (F2,43 = 10,7; p = 0,0001) sobre o tempo de 

congelamento na sessão de reativação e no teste. Isoladamente, tanto o fator Pré-

tratamento (F1,42= 9,50; p = 0,003) quanto Tratamento (F2,42= 4,68; p = 0,014) 

apresentaram efeitos significativos, mas não quando combinados (F2,42 = 0,72; p = 0,49). 

O fator Sessão teve efeito significativo tanto de forma isolada (F1,42= 50,61; p = 0,00) 

quanto combinado aos demais fatores (Sessão x Pré-tratamento F1,42 = 26,18; p = 0,00; 

Sessão x Tratamento F2,42 = 16,35; p = 0,00). O post-hoc de Newman-Keuls mostrou que 

todos os grupos apresentaram valores semelhantes de congelamento durante a sessão de 

reativação, o que indica que não houve influência do pré-tratamento sobre a expressão da 

memória durante a reativação da memória. No teste, no entanto, os grupos VEH-ANI e 

VEH-CLO tiveram níveis de congelamento significativamente menores do que o grupo 

VEH-VEH (p = 0,0001; g = 2,68; e p = 0,0001; g = 2,69, respectivamente). Ainda, ambos 

os grupos tiveram níveis significativamente mais baixos de congelamento em relação a 

eles mesmos durante a sessão de reativação (p = 0,0001; g = 2,19; e p = 0,0001; g = 1,79, 

respectivamente). Como no experimento anterior, esses dados confirmam que tanto a 

anisomicina quanto a clonidina, utilizados como controles positivos, tiveram ação 

amnésica quando utilizados após a sessão de reativação. Já os grupos β-lac-ANI e β-lac -

CLO não mostraram diferenças significativas nem quanto ao controle durante o teste (p 

= 0,90; g = 0,17; e p = 0,97; g = 0,03, respectivamente), nem quanto aos seus próprios 

valores durante a sessão de reativação (p = 0,82; g = 0,07; e p = 0,44; g = 0,23, 

respectivamente). Na tabela 2, podemos observar que não há diferenças entre os grupos 

durante o teste B. Tais dados demonstram que a degradação proteica no NR é necessária 

para o processo desestabilização-restabilização de memórias aversivas, mas não para a 

expressão dessa memória aversiva durante a sessão de reativação, e tampouco interfere 

com a especificidade dessa memória quando testada no contexto B. 
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Figura 5 A inibição da degradação protéica no núcleo reuniens (NR) do tálamo antes de uma sessão de 
reativação não prejudica a expressão da memória aversiva, mas impede a sua desestabilização.Veículo 
(VEI) ou beta-lactona (β-LAC) foram infundidos no NR 10 minutos antes da sessão de reativação. Veículo 
(VEI), anisomicina (ANI), ou clonidina (CLO) foram aplicados logo após a sessão de reativação. As setas 
indicam os momentos de injeção. Os valores são expressos como média ± EPM da porcentagem de 
congelamento frente ao contexto pareado nas sessões de Reativação e Teste A. ANOVA de medidas 
repetidas seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls. Asteriscos representam as diferenças significativas 
descritas abaixo. N= 7-9 / grupo. 

Tabela 2. A inibição da degradação protéica no núcleo reuniens (NR) do tálamo antes de uma sessão de 
reativação não influencia a generalização da resposta de medo frente a um contexto não-pareado (Teste B). 
ANOVA de duas vias. 

Teste B 

Grupo n Média EPM 

F 2,42 = 2,10; p 
= 0,134 

VEI-VEI 7 14 ±2 

Β-lac-VEI 8 33 ±6 

VEI-ANI 8 17 ±2 

Β-lac -ANI 8 29 ±7 

VEI-CLO 9 17 ±3 

Β-lac - CLO 7 13 ±3 
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4.3.Efeitos do antagonismo de receptores NMDA-N2B sobre a expressão e a 

desestabilização de memórias aversivas contextuais 

 

Uma ANOVA de medidas repetidas demonstrou uma interação significativa entre 

pré-tratamento, tratamento e sessões (F2,49 = 13,0; p = 0,0001) sobre o tempo de 

congelamento na sessão de reativação e no teste. Os fatores Tratamento (F2,49 = 5,96; p = 

0,004) e Pré-tratamento F1,49= 16,08; p = 0,00) apresentaram efeito significativo de forma 

isoladas, mas não interagiram entre si (F2,49 = 2,86; p = 0,066). O fator Sessões apresentou 

efeito significativo tanto de forma isolada (F1,49= 35,42; p = 0,00), quanto interagiu com 

os demais fatores (Sessões x Pré-tratamento F1,49= 52,47; p = 0,00; Sessões x Tratamento 

F2,49 = 19,48; p = 0,00). O post-hoc de Newman-Keuls mostrou que todos os grupos 

apresentaram valores semelhantes de congelamento durante a sessão de reativação, o que 

indica que não houve influência do pré-tratamento sobre a expressão da memória durante 

a reativação da memória. No teste, no entanto, os grupos VEH-ANI e VEH-CLO tiveram 

níveis de congelamento significativamente menores do que o grupo VEH-VEH (p = 

0,0001; g = 2,84; e p = 0,0001; g = 3,36, respectivamente). Ainda, ambos os grupos 

tiveram níveis significativamente mais baixos de congelamento em relação a eles mesmos 

durante a sessão de reativação (p = 0,0001; g = 3,24; e p = 0,000; g = 3,21, 

respectivamente). Já os grupos IFE-ANI e IFE-CLO não mostraram diferenças 

significativas nem quanto ao controle durante o teste (p = 0,90; g = 0,17; e p = 0,97; g = 

0,03, respectivamente), nem quanto aos seus próprios valores durante a sessão de 

reativação (p = 0,97; g = 0,18; e p = 0,98; g = 0,37, respectivamente). Tais dados 

demonstram que a ativação de receptores NMDA-N2B no NR é necessária para a 

desestabilização de uma memória aversiva contextual, muito embora não o seja para sua 

expressão durante a reativação. Em relação ao teste B, podemos ver na tabela 3 que não 

houve nenhuma diferença estatisticamente significativa entre os grupos, o que demonstra, 

mais uma vez, que interferência no NR antes ou após a sessão de reativação não 

influenciam a especificidade da memória. 
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Figura 6. O antagonismo dos receptores NMDA que contém a subunidade N2B no núcleo reuniens (NR) 
do tálamo antes de uma sessão de reativação não prejudica a expressão da memória aversiva, mas impede 
a sua desestabilização. Veículo (VEI) ou ifenprodil (IFE) foram infundidos no NR 10 minutos antes da 
sessão de reativação. Veículo (VEI), anisomicina (ANI), ou clonidina (CLO) foram aplicados logo após a 
sessão de reativação. As setas indicam os momentos de injeção. Os valores são expressos como média ± 
EPM da porcentagem de congelamento frente ao contexto pareado nas sessões de Reativação e Teste A. 
ANOVA de medidas repetidas seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls. Asteriscos representam as 
diferenças significativas descritas abaixo. N = 8-10 / grupo. 

Tabela 3. O antagonismo dos receptores NMDA que contém a subunidade N2B no núcleo reuniens (NR) 
do tálamo antes de uma sessão de reativação não influencia a generalização da resposta de medo frente a 
um contexto não-pareado (Teste B). ANOVA de duas vias. 

Teste B 

Grupo n Média EPM 

F2,49 = 1,19; p = 0,31 

VEI-VEI 9 20 ±5 

IFE-VEI 9 11 ±4 

VEI-ANI 8 9 ±2 

IFE-ANI 10 7 ±2 

VEI-CLO 9 12 ±3 

IFE-CLO 10 14 ±4 
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4.4.Efeitos dos tratamentos utilizados sobre a sobre a expressão e a desestabilização 

de memórias aversivas contextuais em um protocolo de não-reativação 

 

Um ANOVA de medidas repetidas mostrou um efeito significativo das sessões 

(F1,64 = 2153; p = 0,0001), mas não do pré-tratamento (F3,64 = 1,4; p = 0,27) nem do 

tratamento (F2,64 = 2,3; p = 0,10), quando comparados os tempos de congelamento dos 

grupos nas sessões de reativação e teste. Não houve interação significativa entre pré-

tratamento, tratamento e as sessões (F3,64 = 0,69; p = 0,65). Todos os grupos apresentaram 

níveis significativamente mais altos de congelamento no teste quando comparados a eles 

mesmos na sessão de não-reativação (p ≤ 0,0001; g ≥ 4,32). Não há diferenças entre os 

grupos na sessão de não-reativação (p ≥ 0,85; g ≤ 0,61), nem no teste (p ≥ 0,55; g ≤ 0,32). 

Os dados apontam para a conclusão de que o pré-tratamento e o tratamento não foram 

capazes de produzir mudanças significativas no comportamento de congelamento dos 

animais quando uma sessão de não-reativação foi utilizada, indicando que a sessão de 

não-reativação foi diferente o suficiente para que não provocasse o processo de 

desestabilização-restabilização da memória aversiva contextual. Também, mostra tanto o 

pré-tratamento quanto o tratamento não são capazes de agir sobre a memória sem a 

reativação dela. Em relação ao teste B, podemos ver na tabela 4 que não houve nenhuma 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos. 
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Figura 7. Os pré-tratamentos e tratamentos utilizados nos experimentos anteriores não são capazes de 
influenciar a desestabilização e a reconsolidação de memórias aversivas quando a sessão de reativação é 
omitida. Veículo (VEI), muscimol (MUS), beta-lactona (β-LAC), ou ifenprodil (IFE) foram infundidos no 
NR 10 minutos antes da sessão de não-reativação no contexto C. Veículo (VEI), anisomicina (ANI), ou 
clonidina (CLO) foram aplicados logo após a sessão. As setas indicam os momentos de injeção. Os valores 
são expressos como média ± EPM da porcentagem de congelamento frente ao contexto pareado nas sessões 
de Reativação e Teste A. ANOVA de medidas repetidas seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls. N = 6-
8 / grupo.  

Tabela 4. Os pré-tratamentos e tratamentos utilizados nos experimentos anteriores no núcleo reuniens (NR) 
do tálamo antes ou após uma sessão de reativação não influenciam a generalização da resposta de medo 
frente a um contexto não-pareado (Teste B). Anova de duas vias. 

Teste B 

Grupo n Média EPM 

F6,64 = 2,17; p = 0,057 

VEI-VEI 6 3 ±1 

MUS-VEI 6 9 ±4 

β-LAC -
VEI 

6 5 ±2 

IFE-VEI 6 8 ±2 

VEI-ANI 6 2 ±0,5 

MUS-ANI 6 1 ±0,2 

β-LAC - 
ANI 

8 3 ±0,8 

IFE-ANI 8 3 ±0,7 

VEI-CLO 6 7 ±2 



56 
 

MUS-CLO 6 23 ±8 

β-LAC - 
CLO 

6 3 ±1 

IFE-CLO 6 4 ±12 

 

4.5.Efeitos da inativação temporária do NR sobre a reconsolidação de memórias 

aversivas contextuais  

 

A ANOVA de medidas repetidas demonstrou uma interação significativa entre 

pré-tratamento, tratamento e as sessões (F2,46 = 10,1; p = 0,0002). De forma isolada, o 

Pré-tratamento não apresentou efeito significativo (F2,46 = 0,84; p = 0,361), mas o 

Tratamento sim (F2,46 = 6,39; p = 0,003), e quando combinados houve interação 

significativa (F2,46 = 6,73; p = 0,002). O fator Sessões apresentou efeito de forma isolada 

(F1,46 = 146,48; p = 0,000), não apresentou interação com o Pré-tratamento (F1,46 = 2,16; 

p = 0,147), mas apresentou interação com o Tratamento (F2,46 = 3,45; p = 0,04). Como 

nos experimentos anteriores, não há diferenças entre os grupos durante a sessão de 

reativação. No teste, o post-hoc de Newman-Keuls mostrou que os grupos VEH-ANI e 

VEH-CLO apresentaram níveis de congelamento significativamente mais baixos do que 

o grupo VEH-VEH (p = 0,03; g = 3,40; e p = 0,0004; g = 5,86, respectivamente). Houve 

um efeito significativo da inativação do NR logo após a reconsolidação, já que o grupo 

VEH-MUS também apresentou níveis de congelamento significativamente reduzidos no 

teste em relação ao grupo VEH-VEH (p = 0,01; g = 2,24). De forma similar, os grupos 

MUS-ANI e MUS-CLO também apresentaram níveis mais baixos de congelamento do 

que o grupo VEH-VEH (p = 0,05; g = 1,88; e p = 0,02; g = 2,13, respectivamente). No 

entanto, não há diferenças significativas entre os grupos MUS-ANI e MUS-CLO em 

relação aos grupos MUS-VEH, VEH-ANI e VEH-CLO. Tais dados demonstram que a 

atividade do NR após a reativação da memória é essencial para a sua reconsolidação, 

assim como a síntese protéica e a atividade noradrenérgica. No entanto, não há um efeito 

sinérgico entre a inativação do núcleo e o efeito amnésico da anisomicina ou da clonidina. 

Em relação ao teste B, podemos ver na tabela 5 que não houve nenhuma diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos, apesar de a ANOVA indicar uma interação 

entre pré-tratamento e tratamento. 
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Figura 8.A inativação do núcleo reuniens (NR) do tálamo após uma sessão de reativação prejudica sua 
reconsolidação. Veículo (VEI) ou muscimol (MUS) foram infundidos no NR logo após a sessão de 
reativação. Veículo (VEI), anisomicina (ANI), ou clonidina (CLO) foram aplicados 10 minutos após o 
primeiro tratamento. As setas indicam os momentos de injeção. Os valores são expressos como média ± 
EPM da porcentagem de congelamento frente ao contexto pareado nas sessões de Reativação e Teste A. 
ANOVA de medidas repetidas seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls. Asteriscos representam as 
diferenças significativas descritas abaixo. N= 7-10 / grupo. 

Tabela 5. A inativação do núcleo reuniens (NR) do tálamo após uma sessão de reativação não influencia a 
generalização da resposta de medo frente a um contexto não-pareado (Teste B). ANOVA de duas vias 
seguida por post-hoc de Newman-Keuls. 

Teste B 

Grupo n Média EPM 

F 2,46 = 3,48; p 
= 0,039; sem 
diferenças no 

post-hoc 

VEI-VEI 9 27 ±6 

MUS-VEI 7 11 ±3 

VEI-ANI 8 14 ±6 

MUS-ANI 8 6 ±2 

VEI-CLO 10 11 ±2 

MUS-CLO 10 18 ±6 
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4.6.Efeitos do antagonismo de receptores NMDA-N2A sobre a reconsolidação de 

memórias aversivas contextuais 

 

A ANOVA de medidas repetidas demonstrou uma interação significativa entre 

pré-tratamento, tratamento e as sessões (F2,38= 6,99; p = 0,002). O pré-tratamento não 

apresentou efeito significativo isoladamente (F1,38= 0,14; p = 0,70), mas o tratamento sim 

(F2,38= 3,28; p = 0,04). A interação entre os dois fatores, no entanto, não foi significativa 

(F2,38= 0,52; p = 0,59). O fator sessões foi significativo de forma isolada (F1,38= 83,32; p 

= 0,000), e interagiu com o pré-tratamento (F1,38= 4,05; p = 0,05) e com o tratamento 

(F2,38= 7,22; p = 0,002). Como nos experimentos anteriores, não há diferenças entre os 

grupos durante a sessão de reativação. No teste, o post-hoc de Newman-Keuls mostrou 

que os grupos VEH-ANI e VEH-CLO apresentaram níveis de congelamento 

significativamente mais baixos do que o grupo VEH-VEH (p = 0,03; g = 3,40; e p = 

0,0004; g = 5,86, respectivamente). Houve um efeito significativo da inativação do NR 

logo após a reconsolidação, já que o grupo VEH-MUS também apresentou níveis de 

congelamento significativamente reduzidos no teste em relação ao grupo VEH-VEH (p = 

0,01; g = 2,24). De forma similar, os grupos MUS-ANI e MUS-CLO também 

apresentaram níveis mais baixos de congelamento do que o grupo VEH-VEH (p = 0,05; 

g = 1,88; e p = 0,02; g = 2,13, respectivamente). No entanto, não há diferenças 

significativas entre os grupos MUS-ANI e MUS-CLO em relação aos grupos MUS-VEH, 

VEH-ANI e VEH-CLO. 

Em relação ao teste B, podemos ver na tabela 6 que não houve nenhuma diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos. 
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Figura 9. O antagonismo de receptores NMDA que contém a subunidade N2A no núcleo reuniens (NR) do 
tálamo após uma sessão de reativação prejudica sua reconsolidação.Veículo (VEI) ou TCN-201 (TCN) 
foram infundidos no NR logo após a sessão de reativação. Veículo (VEI), anisomicina (ANI), ou clonidina 
(CLO) foram aplicados 10 minutos após o primeiro tratamento. As setas indicam os momentos de injeção. 
Os valores são expressos como média ± EPM da porcentagem de congelamento frente ao contexto pareado 
nas sessões de Reativação e Teste A. ANOVA de medidas repetidas seguida pelo post-hoc de Newman-
Keuls. N = 6-8 / grupo. 

Tabela 6. O antagonismo de receptores NMDA que contém a subunidade N2A no núcleo reuniens (NR) do 
tálamo após uma sessão de reativação não influencia a generalização da resposta de medo frente a um 
contexto não-pareado (Teste B). Anova de duas vias. 

Teste B 

Grupo n Média EPM 

F2,38 = 0,70; p 
= 0,50 

VEI-VEI 8 5 ±2 

TCN-VEI 7 24 ±5 

VEI-ANI 7 14 ±5 

TCN-ANI 8 22 ±9 

VEI-CLO 8 15 ±7 

TCN-CLO 6 23 ±5 
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4.7.Efeitos do muscimol, da clonidina, e da anisomicina sobre a reconsolidação de 

memórias aversivas contextuais em um protocolo de não-reativação 

 

Uma ANOVA de medidas repetidas mostrou uma interação significativa entre 

pré-tratamento, tratamento e as sessões (F2,29= 7,20; p = 0,003). Os fatores pré-tratamento 

(F1,29= 0,27; p = 0,60) e tratamento (F2,29= 0,12; p = 0,88) não foram significativos 

isoladamente, mas interagem entre si (F2,29= 3,46; p = 0,03). O fator Sessões foi 

significativo de forma isolada (F1,29= 2137,6; p = 0,000), mas não interagiu com o pré-

tratamento (F1,29= 0,79; p = 0,38) nem com o tratamento (F2,29= 0,45; p = 0,64). Todos os 

grupos apresentaram níveis significativamente mais altos de congelamento no teste 

quando comparados a eles mesmos na sessão de não-reativação (p ≤ 0,0001; g ≥ 16,36). 

Não há diferenças entre os grupos na sessão de não-reativação, nem no teste A. Os dados 

apontam para a conclusão de que o pré-tratamento e o tratamento não foram capazes de 

produzir mudanças significativas no comportamento de congelamento dos animais 

quando uma sessão de não-reativação foi utilizada, indicando que a o contexto da sessão 

de não-reativação foi diferente do contexto A o suficiente para que não provocasse o 

processo de desestabilização-restabilização da memória aversiva contextual. Também, 

mostra tanto o pré-tratamento quanto o tratamento não são capazes de agir sobre a 

memória sem a reativação da mesma. 

Em relação ao teste B, podemos ver na tabela 7 que não houve nenhuma diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos. 
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Figura 10. A inativação do núcleo reuniens (NR) do tálamo não é capaz de influenciar a reconsolidação de 
memórias aversivas quando a sessão de reativação é omitida. Veículo (VEI) ou muscimol (MUS) foram 
infundidos no NR logo após a sessão de não-reativação no contexto C. Veículo (VEI), anisomicina (ANI), 
ou clonidina (CLO) foram aplicados 10 minutos após o primeiro tratamento. As setas indicam os momentos 
de injeção. Os valores são expressos como média ± EPM da porcentagem de congelamento frente ao 
contexto pareado nas sessões de Reativação e Teste A. ANOVA de medidas repetidas seguida pelo post-
hoc de Newman-Keuls. N = 5-6 / grupo. 

Tabela 7. A inativação do núcleo reuniens (NR) do tálamo após uma sessão de não-reativação não influencia 
a generalização da resposta de medo frente a um contexto não-pareado (Teste B). Anova de duas vias. 

Teste B 

Grupo n Média EPM 

F2,29 = 0,013; p = 0,98 

VEI-VEI 6 27 ±6 

MUS-VEI 5 11 ±3 

VEI-ANI 6 14 ±6 

MUS-ANI 6 6 ±2 

VEI-CLO 6 11 ±2 

MUS-CLO 6 18 ±6 

 

 

4.8.Efeitos do TCN-201, da clonidina, e da anisomicina sobre a reconsolidação de 

memórias aversivas contextuais em um protocolo de não-reativação 

 

Uma ANOVA de medidas repetidas mostrou uma interação significativa entre 

pré-tratamento, tratamento e as sessões (F2,31= 6,3; p = 0,005) sobre o congelamento dos 

grupos nas sessões de não-reativação e teste A. O fator pré-tratamento não foi 

significativo isoladamente (F2,49= 1,74; p = 0,18), assim como o tratamento (F2,49= 0,22; 

p = 0,97). No entanto, a interação entre pré-tratamento e tratamento foi significativa 

(F4,49= 4,18; p = 0,005). Isoladamente, o fator sessões foi significativo (F1,49= 4649,7; p 

= 0,000), mas não interagiu com o pré-tratamento (F2,49= 0,59; p = 0,55) nem com o 

tratamento (F2,49= 1,10; p = 0,34). Todos os grupos apresentaram níveis 

significativamente mais altos de congelamento no teste A quando comparados a eles 

mesmos na sessão de não-reativação (p ≤ 0,0001; g ≥ 14,83). Não há diferenças entre os 

grupos em nenhuma das duas sessões. Os dados apontam para a conclusão de que o pré-

tratamento e o tratamento não foram capazes de produzir mudanças significativas no 
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comportamento de congelamento dos animais quando uma sessão de não-reativação foi 

utilizada, indicando que a o contexto da sessão de não-reativação foi diferente do contexto 

A o suficiente para que não provocasse o processo de desestabilização-restabilização da 

memória aversiva contextual. Também, mostra tanto o pré-tratamento quanto o 

tratamento não são capazes de agir sobre a memória sem a reativação da mesma. 

Em relação ao teste B, podemos ver na tabela 8 que não houve nenhuma diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos. 
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Figura 11. O antagonismo de receptores NMDA que contém a subunidade N2A no núcleo reuniens (NR) 
do tálamo não é capaz de influenciar a reconsolidação de memórias aversivas quando a sessão de reativação 
é omitida.Veículo (VEI) ou muscimol (MUS) foram infundidos no NR logo após a sessão de não-reativação 
no contexto C. Veículo (VEI), anisomicina (ANI), ou clonidina (CLO) foram aplicados 10 minutos após o 
primeiro tratamento. As setas indicam os momentos de injeção. Os valores são expressos como média ± 
EPM da porcentagem de congelamento frente ao contexto pareado nas sessões de Reativação e Teste A. 
ANOVA de medidas repetidas seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls. N = 6-7 / grupo. 

Tabela 8. O antagonismo de receptores NMDA que contém a subunidade N2A no núcleo reuniens (NR) do 
tálamo após uma sessão de não-reativação não influencia a generalização da resposta de medo frente a um 
contexto não-pareado (Teste B). Anova de duas vias seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls. 

Teste B 

Grupo n Média EPM 

F2,33 = 4,07; p 
= 0,026; sem 
diferenças no 

post-hoc 

VEI-VEI 6 4 ±2 

TCN-VEI 6 8 ±2 

VEI-ANI 6 10 ±3 

TCN-ANI 7 3 ±1 
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VEI-CLO 6 5 ±2 

TCN-CLO 6 6 ±2 

 

4.9.Efeitos da inativação temporária do NR sobre o número de células egr1/Zif268 

positivas no NR e em outras áreas recrutadas durante o processo de 

desestabilização-reconsolidação 

 

Houve um efeito significativo da condição experimental (reativação x não-

reativação - F2,12= 241,9; p = 0,000001) sobre o número de células Egr1/Zif268 positivas 

no núcleo reuniens. Os grupos veículo e muscimol reativados apresentaram uma 

quantidade significativamente maior de células positivas do que o grupo não-reativado (p 

= 0,0001; g = 13,2, e p = 0,0002; g = 6,97, respectivamente), muito embora o grupo 

muscimol tenha apresentado números significativamente mais baixos do que o grupo 

veículo (p = 0,0001; g = 7,41). Esses dados indicam que a atividade do NR é essencial 

para a desestabilização da memória aversiva contextual. Além disso, oferecem suporte 

para a eficácia do muscimol como agente inativador do NR. 

Na região CA1 do hipocampo dorsal, vemos um efeito significativo da condição 

experimental (reativação x não-reativação - F2,12= 29,3; p = 0,00002) sobre o número de 

células positivas. Embora ambos os grupos, veículo e muscimol, tenham apresentado 

valores significativamente maiores em relação ao grupo não-reativado (p = 0,0002; g = 

6,19, e p = 0,0008; g = 2,37, respectivamente)., o grupo muscimol apresentou valores 

mais baixos do que o grupo veículo (p = 0,01; g = 2,00). 

Já na região CA1 do hipocampo ventral, também vemos um efeito significativo 

da condição experimental sobre o número de células positivas (reativação x não-

reativação - F2,12= 7,36; p = 0,008). Diferente da região dorsal, na CA1 ventral o grupo 

muscimol apresentou uma quantidade maior de células Egr1/Zif268 positivas em relação 

ao grupo veículo (p = 0,007; g = 2,17), enquanto que os grupos veículo e não-reativado 

não apresentaram diferenças entre si. Tais dados indicam que a inativação do núcleo 

reuniens durante a desestabilização de uma memória aversiva contextual impacta a 

plasticidade de formas diferentes através do eixo dorso-ventral do hipocampo. 

No córtex pré-límbico também há efeitos significativos da condição experimental 

(reativação x não-reativação - F2,12= 107,0; p = 0,000001). Nesta região, o grupo veículo 

apresentou valores maiores do que os grupos não-reativado (p = 0,0002; g = 7,49) e 
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muscimol (p = 0,0001; g = 8,98), e os grupos muscimol e não-reativado não diferiram 

entre si. Já no córtex infralímbico, além do efeito significativo da condição experimental 

(F2,12= 178,4 p = 0,000001), vemos que o grupo veículo também apresentou valores 

significativamente maiores em relação aos grupos não-reativado (p = 0,000; g = 8,00) e 

muscimol (p = 0,0001; g = 9,17), que não diferiram entre si. Tais dados informam que o 

núcleo reuniens impacta significativamente a plasticidade relacionada à desestabilização 

de memórias no córtex pré-frontal medial. 

Por fim, na amígdala basolateral vemos um efeito significativo da condição 

experimental (F2,12= 43,2; p = 0,000001). Os grupos veículo e muscimol apresentaram 

números maiores de células Egr1/Zif268 positivas em relação ao veículo (p = 0,03; g = 

1,64 e p = 0,0002; g = 5,61, respectivamente), muito embora o grupo muscimol foi ainda 

significativamente maior em comparação ao grupo veículo (p = 0,0002; g = 3,93). Tais 

dados indicam que o NR influencia também a atividade plástica durante a 

desestabilização na amígdala basolateral. 
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Figura 12. A inativação do núcleo reuniens (NR) do tálamo 10 minutos antes da sessão de reativação 
influencia o número de células Egr1/Zif268 positivas no NR, hipocampo dorsal, hipocampo ventral, 
córtices pré-limbico e infralímbico, e amígdala basolateral.Veículo (VEI) ou muscimol (MUS) foram 
infundidos no NR 10 minutos antes da sessão de reativação ou da sessão de não-reativação. A seta indica 
o momento de injeção. Os valores são expressos como média ± EPM da porcentagem de células 
Egr1/Zif268 positivas em relação ao controle não-reativado (VEI n=6; MUS n=6). ANOVA de uma vias. 
N = 6 / grupo. 
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Figura 13. A infusão de Veículo ou Muscimol 10 minutos antes da sessão de reativação não influenciou a 

porcentagem de congelamento dos grupos reativados durante a sessão. 
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5. DISCUSSÃO 
 

O processo de desestabilização-reconsolidação de memórias aversivas contextuais 

recruta o hipocampo (Lux et al., 2017; Lee et al., 2019; Couto-Pereira et al., 2019), o 

córtex pré-frontal (Mamiya et al., 2009; Stern et al., 2013; Fukushima et al,. 2021) e a 

amígdala (Fukushima et al., 2014; Atsak et al., 2015; Silva et al., 2019; Fukushima et al., 

2021; Espejo et al., 2021). Já que o núcleo reuniens do tálamo contribui para a interação 

funcional entre o HPC e o CPF durante o processamento cognitivo, o que inclui o 

processamento mnemônico (Jin and Maren, 2015; Vetere et al., 2017; Dolleman Van der 

Well et al., 2019; Hauer et al., 2019; Silva et al., 2019; Kida, 2020; Ferraris et al., 2021), 

é surpreendente que não existiam estudos publicados investigando o papel direto do NR 

no processo desestabilização-reconsolidação de memórias aversivas contextuais. Este 

trabalho investigou tal papel utilizando ferramentas farmacológicas bem estabelecidas na 

literatura, como o muscimol, o ifenprodil, a anisomicina e a clonidina, mas também 

ferramentas mais recentes que não foram tão utilizadas, como a beta-lactona e o TCN-

201. Além disso, investigamos a plasticidade em diversas regiões do encéfalo durante a 

desestabilização dessas memórias aversivas, com o intuito de identificar o envolvimento 

dessas áreas e quanto a participação do NR neste processo influencia a plasticidade. 

O muscimol, antagonista GABAa, induz uma hiperpolarização rápida na região 

em que é infundido, podendo durar até 120 minutos, dependendo da concentração 

utilizada. Dessa forma, é utilizada comumente como uma ferramenta clássica no estudo 

da neurobiologia das memórias. É importante salientar que a inativação temporária da 

região de estudo, como a causada pelo muscimol, permite o retorno desta região a sua 

plena atividade para testes comportamentais subsequentes, o que é uma importante 

distinção a ser feita quando os dados são comparados com estudos que utilizam técnicas 

que induzem lesões permanentes (Martin e Ghez, 1999; Majchrzak e Di Scala, 2000). A 

anisomicina e a clonidina foram utilizadas como controles positivos nos experimentos 

realizados, pois possuem efeito amnésico amplamente reconhecido. Além disso, nos 

experimentos que investigaram a desestabilização de memórias aversivas contextuais, 

devemos salientar o fato de que este processo não necessariamente produz efeitos sobre 

o comportamento que sejam facilmente detectáveis. Assim, utilizamos drogas que agem 

sobre a reconsolidação, uma vez que temos como princípio que este processo deve, 

obrigatoriamente, ser precedido pela desestabilização mnemônica. A anisomicina é uma 

droga muito utilizada no estudo de substratos neurais durante o processamento 
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mnemônico, em especial nos processos de consolidação e reconsolidação (Nader et al., 

2000; Sara, 2000). Essa droga é capaz de reduzir a síntese protéica em sinapses neuronais 

em até 50%, além de causar uma redução significativa na frequência de disparo das 

células atingidas ao levar à uma significante despolarização das membranas plasmáticas 

e redução do metabolismo energético e função mitocondrial (Scavuzzo et al., 2019). Já a 

clonidina, agonista de receptores adrenérgicos, em especial os receptores alfa-2, é capaz 

de reduzir o tônus noradrenérgico no sistema nervoso central como um todo, levando à 

efeitos amnésicos (Houston, 1982; Lorez et al., 1983; Galeotti et al., 2004; Gazarini et 

al., 2013; Nguyen et al., 2017). 

A inativação do NR com o muscimol antes da sessão de reativação no contexto 

pareado não teve qualquer influência sobre a expressão do comportamento de medo, o 

que está em consonância com resultados descritos anteriormente (Ramanathan et al., 

2018; Lin et al., 2020; Quet et al., 2020), embora talvez isso não seja verdade para outros 

tipos de memória, como a de trabalho (Rahman et al., 2021). Ainda, este resultado 

converge com a ideia de que a expressão e a desestabilização de uma memória são 

processos dissociados (Suzuki et al., 2004; Bustos et al., 2009; Wang et al., 2009; 

Sevenster et al., 2012). Também não houve diferença significativa entre os grupos durante 

a exposição a um contexto não-pareado (teste B), o que indica que a inativação não afetou 

a especificidade da memória aversiva, de forma comparável com um estudo prévio 

(Ramanathan et al., 2018). Por fim, a inativação do NR claramente impediu a 

desestabilização da memória aversiva contextual, prevenindo a ação amnésica tanto da 

anisomicina infundida diretamente no NR, quanto da clonidina injetada de forma 

sistêmica logo após a sessão de reativação. É importante notar que os grupos veículo-

anisomicina e veículo-clonidina apresentaram valores significativamente mais baixos 

durante o teste A do que durante a sessão de reativação. Já os animais que tiveram o NR 

inativado antes da sessão de reativação, e receberam anisomicina ou clonidina logo após, 

não apresentaram mudanças significativas entre a reativação e o teste A. Dessa forma, é 

possível afirmar que a atividade do NR é essencial para a ocorrência da desestabilização 

da memória, inclusive de forma sistêmica uma vez que bloqueou o efeito sistêmico da 

clonidina. Ainda, utilizando os dados do grupo veículo-anisomicina, esta é a primeira 

demonstração descrita de que a síntese protéica no NR é necessária para a reconsolidação 

da memória aversiva contextual. De certa forma, a anisomicina pode ter um efeito 

biológico semelhante ao efeito provocado pelo agonismo de receptores GABA pelo 
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muscimol. Isso porque a anisomicina parece provocar uma redução significativa na 

capacidade energética das células, inativando-as (Scavuzzo et al., 2019). Em suma, essas 

informações indicam que o NR não é apenas uma zona de convergência ou passagem de 

informações entre o HPC e o CPF, mas também uma região que sofre plasticidade em 

resposta ao processamento mnemônico, subsidiando fisicamente memórias aversivas 

contextuais. 

Já é sabido que o processo de desestabilização de memórias aversivas requer 

degradação protéica nas sinapses que as subsidiam (Lee et al., 2008; Jarome et al., 2011, 

2016; Shehata et al., 2018). A beta-lactona é um inibidor da degradação protéica, agindo 

através do bloqueio do sistema ubiquitina-proteassoma (Jarome e Helmstetter, 2013; 

Jarome e Helmstetter, 2014; Lip et al., 2017). Utilizamos essa droga, infundida 10 

minutos antes da sessão de reativação, para estabelecer se a degradação proteica no NR 

também é necessária para a desestabilização de uma memória aversiva contextual. Os 

animais que receberam a beta-lactona e, posteriormente, clonidina ou anisomicina, não 

apresentaram queda nos níveis de congelamento no teste A, em relação aos níveis dos 

mesmos grupos na sessão de reativação. Assim, a degradação protéica no NR é necessária 

para a desestabilização de uma memória aversiva contextual. No teste B, podemos 

observar que o pré-tratamento e os tratamentos utilizados não influenciaram a 

especificidade e a generalização da memória em questão. 

A ativação de receptores NMDA que contêm a subunidade N2B é tida como 

essencial para a ocorrência de desestabilização sináptica em diversas regiões que se 

conectam com o núcleo reuniens (Ben Mamou et al., 2006; Wang et al., 2009; Milton et 

al., 2013; Crestani et al., 2015; Haubrich et al., 2015; Monti et al., 2016; Shehata et al., 

2018). Sabendo disso, para investigar se a ativação desses receptores no NR seria 

necessária para a desestabilização da memória aversiva contextual, utilizamos o 

antagonista ifenprodil infundido diretamente no NR 10 minutos antes da sessão de 

reativação. Os dados obtidos indicam que a atividade dos receptores NMDA-N2B no NR 

é essencial para a desestabilização de memórias aversivas contextuais, visto que os 

animais que receberam ifenprodil antes da sessão e anisomicina ou clonidina logo após 

não sofreram a mesma queda na porcentagem de congelamento durante o teste A que os 

grupos veículo-anisomicina e veículo-clonidina. Assim como o muscimol e a beta-

lactona, o ifenprodil não causou nenhum efeito significativo sobre a expressão durante a 

reativação, ou sobre a especificidade e generalização destas memórias no contexto B. 
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A inatividade do NR através da infusão de muscimol logo após a sessão de 

reativação influenciou a capacidade de reconsolidação da memória aversiva contextual, 

provocando uma queda na porcentagem de congelamento dos animais durante o teste A. 

Além disso, não preveniu o efeito da anisomicina ou da clonidina sobre a reconsolidação, 

tampouco teve efeito aditivo ao uso destas drogas. Esses dados indicam que a atividade 

do NR é necessária para a reconsolidação, muito possivelmente porque sua participação 

é essencial para que seja mantida a conectividade funcional entre HPC e CPF durante esse 

processo (Sierra et al., 2017; Hauer et al., 2019; Scheel et al., 2020). De fato, em 2017, 

Sierra e colaboradores demonstraram que a integridade do núcleo reuniens era essencial 

para que ocorresse a recuperação de uma memória através do processo de reconsolidação, 

e além disso também demonstraram a necessidade da atividade do NR para a sua 

persistência (Sierra et al., 2017). A infusão de anisomicina diretamente no NR após a 

sessão de reativação também foi capaz de impedir a reconsolidação, mostrando que a 

síntese protéica de novo no NR é necessária, em consonância com os experimentos 

realizados anteriormente envolvendo a desestabilização. Ainda, o uso da clonidina após 

a sessão de reativação também provocou efeitos negativos sobre a reconsolidação, 

diminuindo o congelamento deste grupo no teste A. Estudos prévios indicam que existem 

conexões entre o locus coeruleus e o núcleo reuniens, o que explicaria, em partes, o efeito 

da clonidina sobre a desestabilização e a reconsolidação suportadas por essa região (Krout 

et al., 2002; McKenna e Vertes, 2004). Especulamos que a falta de efeito aditivo entre 

muscimol e anisomicina ou clonidina se deva ao fato de que o muscimol foi infundido no 

NR logo após a sessão de reativação, e as demais drogas foram utilizadas entre 5 e 10 

minutos após a primeira infusão. Outra possibilidade, suportada pelo fato de que os 

grupos que receberam muscimol e uma das duas drogas amnésicas e veículo e uma das 

duas drogas amnésicas não diferem entre si, é que as drogas amnésicas atingiram um 

efeito chão, ou seja, a capacidade máxima de diminuir o congelamento no teste A no 

protocolo utilizado. 

Após a sessão de reativação, utilizamos também o TCN-201, um antagonista de 

receptores NMDA que contêm a subunidade N2A, correlacionada com a restabilização 

de memórias após sua desestabilização (Milton et al., 2013). Pudemos averiguar que o 

antagonismo destes receptores bloqueou a reconsolidação da memória aversiva 

contextual. Ainda, assim como ocorreu com o muscimol, o TCN-201, infundido 10 

minutos antes das demais, não teve efeito aditivo com alguma dessas drogas. Apesar de 
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sabermos que o sistema de neurotransmissão mais presente no NR é o glutamatérgico 

(Varela, 2014), não há dados disponíveis sobre o perfil dos receptores NMDA no NR, ou 

seja, quanto à sua quantidade e proporção. No entanto, é possível afirmar que os 

receptores NMDA presentes no NR que contêm a subunidade N2A são essenciais para a 

ocorrência da desestabilização de memórias aversivas contextuais.  

Independente das drogas utilizadas, sendo antes ou após a sessão de não-

reativação, quando a sessão de reativação foi omitida, a memória aversiva contextual 

permaneceu inalterada, de forma consonante com diversos estudos anteriores (Misanin et 

al., 1968; Nader et al., 2000; Bustos et al., 2006; Stern et al., 2012; Orlandi et al., 2020). 

Podemos afirmar isso porque não houve mudanças na expressão de congelamento entre 

os grupos durante os testes A e B, tampouco durante a sessão de não-reativação. 

O envolvimento de Zif268/Egr1 na plasticidade necessária para a modificação de 

memórias reativadas foi demonstrada em roedores de diversas formas, sendo 

correlacionada à atividade de receptores NMDA, AMPA e canais de cálcio voltagem 

dependentes (Murphy et al., 1991; Worley et al., 1991; Wang et al., 1994). Em 

camundongos nocaute para Zif268, verificou-se a impossibilidade da consolidação e 

reativação de memórias de reconhecimentos de objetos (Bozon et al., 2003). Também foi 

demonstrado que a expressão do gene Zif268 no hipocampo e na amígdala é necessária 

para a ocorrência da reconsolidação de uma memória aversiva contextual (Besnard et al., 

2013; Lee et al., 2005). No nosso caso, pudemos observar uma influência bastante 

significativa da infusão de muscimol no NR sobre a plasticidade tanto no próprio NR 

quanto em outras regiões. No NR, a sessão de reativação da memória provocou um 

aumento significativo da expressão de Zif268/Egr1 no grupo veículo, enquanto que o 

grupo muscimol apresentou uma queda bastante significativa tanto em relação ao grupo 

veículo quanto ao grupo não-reativado. Esse é o primeiro dado desse tipo reportado, até 

onde pudemos averiguar. Tal dado corrobora os dados de experimentos anteriores no 

sentido de que suporta a ideia de que o NR é mais do que apenas uma zona de passagem 

de informações, subsidiando o processamento mnemônico e a plasticidade associada. Nas 

regiões CA1 do hipocampo dorsal, e nos córtices pré-límbico e infralímbico, há uma 

redução significativa no número de células Zif268/Egr1 positivas no grupo muscimol em 

relação ao controle não-reativado. Já nas regiões CA1 do hipocampo ventral e na 

amígdala basolateral, há um aumento no número de células positivas no grupo muscimol. 

Tais mudanças derivam, provavelmente, do fato de que todas estas regiões possuem 
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conexões diretas e indiretas com o NR, além de estarem interconectadas entre si 

anatômica (Sesack et al., 1989; Kishi et al., 2006; Vertes et al., 2006; Hoover and Vertes, 

2007; Varela et al., 2014; Rajasethupathy et al., 2015; Scheel et al., 2020) e 

funcionalmente (Dolleman van der Well et al., 2019; Hauer et al., 2019; Jayachandran et 

al., 2019; Silva et al., 2019; Angulo-Garcia et al., 2020). O aumento de células 

Zif268/Egr1 positivas do grupo veículo em relação ao controle não-reativado nas regiões 

CA1 dorsal, pré-límbica e infralímbica está em consonâncias com resultados prévios 

descritos na literatura (Hall et al., 2001; Lee et al., 2004; Barnes et al., 2012; Stern et al., 

2014; Tedesco et al., 2014; Rosier et al., 2018; Couto-Pereira et al., 2019). Animais que 

receberam veículo antes da sessão de reativação não apresentaram um número maior de 

células positivas na região CA1 ventral do que os animais do grupo controle não-

reativado, de forma semelhante a dados previamente reportados (Rosier et al., 2018). No 

entanto, o grupo muscimol apresentou um aumento significativo, de forma um pouco 

mais robusta e oposta àquela observada no hipocampo dorsal. A interpretação desse dado 

deve levar em consideração estudos anatômicos que indicam que o hipocampo ventral 

recebe até 10 vezes mais aferentes advindos do NR que o hipocampo dorsal (McKenna e 

Vertes, 2004; Hoover e Vertes, 2012; Cassel et al., 2013). Ainda, é importante levar em 

consideração as diferenças de conexão com outras áreas do encéfalo, como a amígdala 

basolateral, ao longo do eixo dorso-ventral do hipocampo (Kishi et al., 2006). É uma 

possibilidade que, na inatividade de uma região como o núcleo reuniens, promovendo o 

controle sobre o hipocampo ventral, a amígdala seja capaz de tomar este controle e 

promover plasticidade (Rajasethupathy et al., 2015; Jarvis et al., 2018; Jayachandran et 

al., 2019). Na amígdala basolateral, vimos um aumento significativo de células 

Zif268/Egr1 positivas no grupo veículo, em comparação ao grupo não-reativado, o que já 

era esperado (Hall et al., 2001; Espejo et al., 2016; Couto-Pereira et al., 2019). Vimos um 

aumento ainda maior do número de células positivas na amígdala basolateral em animais 

que receberam o muscimol no NR antes da sessão de reativação.  Em animais 

cronicamente estressados, uma quantidade aumentada de mRNA para Zif268 na amígdala 

foi associada à resistência a drogas amnésicas (Hoffman et al., 2015). Ainda, evidências 

indicam que potencializar a desestabilização de memórias aversivas na amígdala 

basolateral recupera a sensibilidade às drogas amnésicas (Wang et al., 2009; Ortiz et al., 

2016; Espejo et al., 2016; Shehata et al., 2018; de Solis et al., 2019). Dessa forma, este 

dado concorda com estes estudos anteriores, visto que a não-desestabilização da memória 
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devido à inatividade do núcleo reuniens pode ter sido causa ou consequência do aumento 

de plasticidade na amígdala basolateral. 

Levando em consideração apenas as regiões investigadas neste experimento, 

podemos propor a possibilidade de que existem circuitos neurais paralelos que suportam, 

de formas diferentes, o processo de desestabilização-restabilização de memórias 

aversivas contextuais. A inativação do núcleo reuniens parece provocar um desequilíbrio 

nessas circuitarias, fazendo com que alguns componentes (CA1 ventral e amígdala, por 

exemplo), exerçam uma influência preponderante sobre a memória, o que contribui para 

a sua resistência à desestabilização. Ainda, é possível que certas regiões, como a amígdala 

basolateral e o hipocampo ventral, sejam responsáveis por enviar informações sobre o 

contexto para regiões como o hipocampo dorsal e o córtex pré-frontal para que haja a 

atualização da memória aversiva contextual. Se analisado dessa forma, a inativação do 

núcleo reuniens impede a distribuição correta dessas informações, impedindo assim a 

reativação plástica sistêmica do traço mnemônico, em especial no hipocampo dorsal e no 

córtex pré-frontal. Tais possibilidades podem ser exploradas em estudos futuros, 

utilizando técnicas mais robustas e que permitam uma maior precisão na detecção do 

papel dessas interconexões específicas. 

Os experimentos propostos, executados e descritos nesta tese apresentam 

limitações que devem ser levadas em consideração quando da interpretação dos dados. 

Apesar de todo o cuidado com o controle histológico dos animais utilizados para a análise 

estatística dos dados, não é possível garantir com certeza que as drogas infundidas 

diretamente no núcleo reuniens não atingiram demais áreas subjacentes, como o núcleo 

rombóide, por exemplo, em pelo menos alguns animais. Também é preciso levar em 

consideração que as interpretações aqui discutidas levam em conta, majoritariamente, 

dados comportamentais que, apesar de todo controle realizado no ambiente de 

experimentação, são afetados por inúmeras variáveis. Muitas dessas variáveis não 

conseguimos controlar ou prever dentro do nosso ambiente de experimentação. Quanto 

ao experimento de imunoistoquímica realizado, é preciso estar ciente que não foram 

incluídos grupos importantes para o controle experimental: grupos que não foram 

reativados, mas receberam veículo ou muscimol, com o objetivo de controlar o efeito da 

reexposição ao contexto pareado no número de células Egr1 positivas. 
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6. CONCLUSÃO 
 

Os dados obtidos neste trabalho demonstram, de forma inédita, que o núcleo 

reuniens do tálamo participa do processo de desestabilização-restabilização de memórias 

aversivas contextuais, inclusive influenciando de forma sistêmica e plástica esse 

processo. Mostramos ainda que o NR é muito mais do que uma área de passagem de 

informações entre outras regiões encefálicas, subsidiando a manutenção do traço 

mnemônico. Nossos dados abrem portas para que estudos mais aprofundados sejam 

realizados, e também para que se investigue a translacionalidade desses achados, visto 

que mecanismos de controle da desestabilização de memórias são importantes em 

diversas terapias que são utilizadas atualmente. O núcleo reuniens pode, futuramente, 

provar-se uma importante região para o estudo de intervenções mnemônicas. 
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