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RESUMO 
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RATOS 

Autor: Liana Pasquetti 
Orientadora: Maribel Antonello Rubin 

Co-orientador: Carlos Fernando de Mello 
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 03 de julho de 2007. 

 
O sucinato é um intermediário do ciclo de Kreks e também da cadeia respiratória, mas 

que também parece ter funções não relacionadas ao metabolismo energético. De fato, este 
ácido dicarboxílico tem efeito bifásico sobre a atividade neural in vitro, que parece ser mediado 
pelo receptor glutamatérgico N-metil-D-aspartato (NMDA). O receptor NMDA está presente em 
todo o sistema nervo central (SNC) e os processos mediados por este receptor incluem 
plasticidade sináptica e formação de circuitos neurais. Embora tenha sido descrito que o 
sucinato modula a atividade neural in vitro, não se sabe se este ácido orgânico modula 
processos fisiológicos ligados ao receptor NMDA, como o aprendizado e memória. 
Consequentemente, neste estudo foi investigado o efeito da administração sistêmica e intra-
hipocampal de sucinato, MK-801 e propranolol sobre a consolidação da memória em ratos, 
utilizando a tarefa de medo condicionado clássico. Posteriormente se investigou se os efeitos 
do sucinato sobre a memória envolvem dependência de estado. O teste do medo condicionado 
consistiu na apresentação de estímulos pareados, condicionado (tom 2000 Hz 90 dB/10 s) e 
incondicionado (choque 0.6 mA/1 s). O estado de imobilidade do animal foi utilizado como um 
indicativo de memória nas sessões de avaliação de memória ao contexto e ao tom. A 
administração sistêmica de sucinato nas doses de 0,00005, 0,0005, 0,005, 0,05 e 0,5 mg/kg i.p. 
imediatamente após o treino melhorou a memória. Contudo, a dose de 5 mg/kg de sucinato não 
alterou a memória dos animais, caracterizando um efeito bifásico sobre a memória. Essa 
melhora da memória induzida por sucinato (0,005 mg/kg i.p.) foi revertido pela administração 
pós-treino de um antagonista do receptor NMDA, MK-801 (0,001 mg/kg i.p.) e pela 
administração imediatamente após o treino de um bloqueador adrenérgico, propranolol (10 
mg/kg i.p.). A administração de sucinato (0,005 mg/kg i.p.) imediatamente após o treino e 15 
minutos antes do teste não afetou a performance dos animais, não caracterizando dependência 
de estado. Nos experimentos que visaram identificar se a administração central de sucinato 
alterava a memória, os animais foram canulados bilateralmente no hipocampo e após a 
recuperação cirúrgica, recebiam injeções bilaterais imediatamente após o treino, de sucinato 
(0,21 pmol i.h.) que melhorou a memória. A administração imediatamente após o treino de MK-
801 (0,22 nmol i.h.) foi capaz de reverter esse efeito facilitador do sucinato sobre a memória.  
Estes resultados sugerem que o efeito facilitador da memória induzida pela administração de 
sucinato é mediado pelo receptor NMDA e envolve de alguma maneira o sistema adrenérgico.  
 

 

Palavras-chave: Sucinato, memória, medo condicionado, receptor NMDA, MK-801, propranolol. 
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ABSTRACT 
Graduation Program in Toxicological Biochemistry 

Federal University of Santa Maria, RS, Brazil 
 

SUCCINATE IMPROVES THE MEMORY OF FEAR CONDITIONING IN RATS 
Author: Liana Pasquetti 

Advisor: Maribel Antonello Rubin 
                                                                 Carlos Fernando de Mello 

Place and date: Santa Maria, July 3rd 2007. 
 
 

 Succinate is a dicarboxylic acid that accumulates due to succinate dehydrogenase 
inhibition. This dicarboxylic acid has a biphasic effect on neural activity in vitro that seems to be 
mediated by N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors. The NMDA receptor is distributed 
throughout the central nervous system and mediates synaptic plasticity-related events, such as 
learning and memory. Although it has been described that succinate modulates NMDA 
conductance, it is not known if this organic acid modulates learning and memory. Therefore, in 
the present study we investigated whether the immediate post-training systemic or intra-
hippocampal administration of succinate affects the memory of fear conditioning in rats.  In 
addition, we investigated whether the NMDA and β-adrenergic receptors are involved in the 
facilitatory effect of succinate on memory.  Systemic (0,00005, 0,0005, 0,005, 0,05 and 0,5 
mg/kg i.p) or bilateral intra-hippocampal (0.21 pmol i.h.) immediate post-training administration 
of succinate biphasically facilitated contextual fear conditioning and had no effect on 
conditioning to tone. Systemic or intra-hippocampal administrations of MK-801 (0,001 mg/kg i.p. 
or 0,21 pmol i.h. respectively), a noncompetitive NMDA receptor antagonist, at a dose that had 
no effect per se, reversed the facilitatory effect of succinate on contextual fear conditioning. The 
systemic administration of propranolol (10 mg/kg i.p.), a β-adrenergic antagonist, at a dose that 
had no effect per se, also reversed the facilitatory effect of succinate on contextual fear 
conditioning. The administration of succinate (0,005 mg/kg i.p.) immediately after training and 15 
minutes before the test did not affect the performance of the animals on fear conditioning. These 
results suggest that the facilitatory effect of succinate on the memory of fear conditioning 
involves NMDA and β-adrenergic receptors. The results also indicate that the facilitatory effect of 
succinate on memory is not related to state-dependence. 

 
 
 
 
 
Key Words: Succinate, memory, fear conditioning, NMDA receptor, β-adrenergic 

receptor, rats. 
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1. INTRUDUÇÃO 

 

 

 O sucinato (ácido succínico) é um ácido dicarboxílico sintetizado na mitocôndria 

pela enzima succinil CoA tioquinase. O sucinato é oxidado pela enzima sucinato 

desidrogenase (SDH), a qual faz parte do ciclo de Krebs e da cadeia respiratória (Alexi 

et al., 1998; Greene & Greenamyre 1995), Alternativamente, o sucinato pode ser 

sintetizado a partir da transaminação e desidrogenação do ácido δ-amino butírico 

(GABA), pela via denominada �shunt� de GABA (Sander et al., 1969). Esse ácido 

dicarboxílico encontra-se acumulado quando existe uma deficiência do complexo II da 

cadeia respiratória (SDH) (Brockmann et al., 2002) e quando existe uma deficiência da 

degradação de fumarato (De Meirleir, 2002). 

 A administração intraestriatal de altas doses de sucinato tem sido utilizada para 

prevenir a inibição metabólica causada pelos inibidores reversíveis da SDH, como o 

malonato e o metilmalonato (Ozand et al., 1994; Erecinska & Nelson, 1994; Mello et al., 

1996; Fighera et al., 1999; Okun et al., 2002). Assim, o sucinato antagoniza os efeitos 

neurotóxicos daqueles compostos. (Wajner et al., 1992; Greene & Greenamyre, 1995; 

Mello et al., 1996; Beal, 2000). Por outro lado, a administração intracerebroventricular 

(i.c.v.) de concentrações baixas de sucinato causa convulsões e morte em 

camundongos que são prevenidas pela co-injeção de MK-801 (Roehrs et al., 2004). Já, 

a administração de doses subconvulsivantes de sucinato provoca diminuição da 

atividade locomotora e um aumento nos níveis de marcadores oxidativos tais como 

carbonilação protéica e liperoxidação em camundongos (Sinhorin et al., 2005). Estas 
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alterações são prevenidas pela co-injeção de MK-801 (Sinhorin et al., 2005). Estes 

resultados sugerem que os receptores NMDA estão envolvidos nos efeitos do sucinato. 

 O receptor NMDA é um receptor glutamatérgico do tipo ionotrópico, que está 

amplamente distribuído nos neurônios do sistema nervoso central. Esse receptor tem 

um papel importante na plasticidade sináptica, incluindo processos de aprendizado e 

memória (Mayer & Westbrook, 1987; Colligridge & Lester, 1989; Choi & Rothman, 1990; 

Colligridge & Singer, 1990; Dingledine et al., 1990; Olney, 1990; Rubin et al, 2004; 

Izquierdo et al., 2006; Camera et al., 2007). A administração de agonistas do receptor 

NMDA melhora o desempenho de ratos na tarefa de esquiva inibitória (Izquierdo & 

Medina, 1995; Rubin et al., 1997; Berlese et al., 2005; Izquierdo et al., 2006) e medo 

condicionado (Zhang et al., 2001; Rubin et al., 2004; Camera et al., 2007). Já a 

administração sistêmica ou intracerebral de bloqueadores do receptor NMDA pioram o 

aprendizado e a memória de ratos em diversas tarefas (Izquierdo & Medina, 1995; 

Riedel et al., 2003; Sanders & Fanselow, 2003; Roesler et al., 2005; Izquierdo et al., 

2006; Camera et al., 2007). 

Algumas estruturas estão envolvidas nos processos de aprendizagem e 

memória, como o hipocampo e a amígdala, ambos são estruturas do lobo temporal 

envolvidas na aquisição, consolidação e/ou evocação da memória (Izquierdo, 1994; 

Izquerdo & Medina, 1995, 1997; Kim & Jung, 2006). O hipocampo faz conexão entre o 

contexto (local, ambiente) com experiências aversivas e envia estas informações a 

amígdala (O�Reilly & Rudy 2001; Sander et al., 2003). Lesões no hipocampo antes ou 

após o teste prejudicam a aquisição do medo condicionado contextual (Kim et al., 1992; 

Young et al., 1994; Maren et al., 1997).   



Introdução 

 21

 Recentemente o sucinato foi identificado como o ligante de um receptor órfão no 

rim, indicando um papel para este ácido orgânico no processo de comunicação celular 

(He et al., 2004). Embora tais receptores não se expressem no SNC, evidências 

eletrofisiológicas sugerem um papel neuromodulador para o sucinato na transmissão 

glutamatérgica (Roehrs et al., 2004). Dado este envolvimento putativo do sucinato na 

transmissão glutamatérgica e o papel deste sistema no aprendizado e na memória, este 

estudo teve por objetivo avaliar o efeito deste composto sobre a memória na tarefa de 

medo condicionado.  
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2.1. Objetivo geral 

 

Avaliar o efeito da administração sistêmica de sucinato, MK-801 e propranolol e a 

administração intra-hipocampal de sucinato e MK-801 sobre a fase de consolidação da 

memória em ratos utilizando a tarefa de medo condicionado, bem como o envolvimento 

da dependência de estado no efeito do sucinato. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

! Avaliar o efeito da administração intraperitoneal de sucinato, MK-801 e 

propranolol (imediatamente após o treino) sobre a consolidação da memória, utilizando 

a tarefa de medo condicionado. 

 

 

! Avaliar o efeito da administração intra-hipocampal de sucinato e MK-801 

(imediatamente após o treino) sobre a consolidação da memória, utilizando a tarefa de 

medo condicionado. 

 

 

 

! Avaliar se a administração intraperitoneal de sucinato causa dependência de 

estado na tarefa de medo condicionado. 

 

 



 

 

______________________________________________________________________ 
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3.1 Sucinato 

 

 O sucinato é um ácido dicarboxílico sintetizado pela enzima succinil CoA 

tioquinase. Ele é oxidado pela enzima sucinato desidrogenase (SDH, E.C. 1.3.99.1), 

uma oxi-redutase ligada à membrana interna da mitocôndria que participa tanto do Ciclo 

de Krebs como da cadeia de transporte de elétrons (Complexo II), (Greene & 

Greenamyre 1995; Alexi et al. 1998), a qual catalisa a oxidação reversível do sucinato a 

fumarato. Outra fonte de sucinato é a via do catabolismo do neurotransmissor inibitório 

ácido δ-amino butírico (GABA) (Sander et al., 1969; Tillakaratne et al., 1995). A enzima 

GABA-transaminase (GABA-T, E.C. 2.6.1.19) converte o GABA em sucinato 

semialdeido, este por ação da enzima sucinato semialdeido desidrogenage (SSADH, 

E.C. 1.2.1.24) é convertido em sucinato que vai ser oxidado pelo ciclo de Krebs (Figura 

1). O sucinato é um metabólito endógeno que está distribuído no Sistema Nervoso 

Central (SNC), incluindo a matéria branca, córtex cerebral e no cerebelo (Petroff et al., 

1988). 

 No SNC, os neurônios não sintetizam intermediários do Ciclo de Krebs, como o 

sucinato, por não terem a enzima piruvato descarboxilase, que está presente somente 

em células gliais (Cesar & Hamprecht, 1995; Yu et al., 1983; Shank et al., 1985; Yodaya 

et al., 2006).  Os neurônios precisam, então, de um constante suplemento de 

intermediários do ciclo de Krebs que são sintetizados por células gliais (Yodaya et al., 

2006).  
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Figura 1: Metabolismo do sucinato. 

 

 Os intermediários do ciclo de Krebs utilizam um transportador de carboxilatos 
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moleculares diferentes em mamíferos conhecidos como NaC1, NaC2 e NaC3 (Pajol, 

2000; Markovich & Murer 2004).  O NaC1 é expresso no rim e no intestino, tem baixa 

afinidade no transporte de dicarboxilatos, com o sucinato, α-cetoglutarato, fumarato e 

malato. O NaC1 também pode transportar tricarboxilatos, com o citrato, porém com 

menor afinidade (Pajol, 1995, 1999; Che et al., 1988). O NaC2, que é expresso no 

fígado e em neurônios corticais (Inoure et al., 2002a; Yodoya et al., 2006), transporta 
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(Inoue et al., 2002a, 2002b, 2004). Já o NaC3 é expresso em astrócitos (Yodoya et al, 

2006) e tem grande afinidade no transporte de sucinato e outros dicarboxilatos, e uma 

afinidade relativamente baixa por citrato (Kekuda et al., 1999; Wang et al., 2000; Pajor 

et al., 2001). Portanto, dada a baixa expressão do NaC1 no SNC é muito pouco 

provável a sua participação no transporte destes compostos no cérebro.  

Provavelmente NaC2 e o NaC3 participem do transporte de sucinato no SNC, porém 

NaC3 parece ter uma maior afinidade por esse composto, sendo o maior responsável 

pelo seu transporte (Inoue et al., 2002a, 2002b, 2004; Kekuda et al., 1999; Wang et al., 

2000; Pejor et al., 2001). 

 O sucinato também parece ter uma ligação com o sistema renina-angiotensina, 

e foi identificado como o ligante de um receptor órfão acoplado à proteína G, o GPR91. 

Este receptor está presente predominantemente no rim, mas também é encontrado no 

fígado, baço e em menor quantidade em outros órgãos. O sucinato ativa o GPR91, e 

aumenta a liberação de renina, causando aumento da pressão arterial (Baumbach et 

al., 1976; He et al., 2004).  

  

3.2 Inibidores da SDH 

 

 A inibição da SDH, além de aumentar a concentração de seu substrato, o 

sucinato, provoca a inibição dos processos de obtenção de energia por via aeróbica, 

devido à inibição do Ciclo de Krebs e da fosforilação oxidativa (Dutra et al., 1993), o que 

compromete o metabolismo energético celular, levando à depleção de ATP e ao 

acúmulo secundário de lactato (Wajner et al., 1992). 
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 Ácido malônico, ácido metilmalônico e ácido 3-nitropropiônico (3-NPA) são 

inibidores da SDH (Erecinska & Nelson, 1994; Ozand et al., 1994; Mello et al., 1996; 

Fighera et al., 1999; Wajner & Coelho, 1997; Okun et al., 2002), o que leva a depleção 

energética e provocam danos excitotóxicos (Hassel & Sonnewald, 1995; Alexi et al., 

1998; Urbanska et al., 1998). O 3-NPA tem a estrutura semelhante à do sucinato (Coles 

et al., 1979; Alexi et al., 1998) e se liga ao sítio catalítico da SDH de forma irreversível, 

inibindo irreversivelmente a enzima (Wajner & Coelho, 1997). 

 O ácido malônico acumula na acidemia malônica, um erro inato do 

metabolismo, no qual ocorre a deficiência da enzima malonil-CoA descarboxilase (Haan 

et al., 1986; MacPhee at al., 1993). O malonato acumulado é um inibidor competitivo 

clássico da SDH (Messan et al., 1995; Greene & Greenamyre 1995; Fleck et al. 2004). 

Como o malonato compete com o sucinato pelo sito catalítico da enzima, a co-injeção 

de sucinato (em altas doses) previne lesões induzidas por malonato, sugerindo que os 

danos metabólicos provocado pelo acúmulo de malonato se devem á inibição da SDH 

(Greene & Greenamyre, 1995). 

 O ácido metilmalônico é o principal metabólito acumulado na acidemia 

metimalônica, também um erro inato do metabolismo, no qual ocorre a deficiência da 

enzima metilmalonil-CoA mutase (Fenton & Rosemberg, 1995; Mello et al.,1996; Wajner 

& Coelho, 1997). O metilmalonato acumulado inibe de forma competitiva a enzima SDH 

(Dutra et al., 1993; Toyoshima et al., 1995; Wajner & Coelho, 1997; Marisco et al., 2003; 

Fleck et al., 2004), resultando em depleção energética. A pré-administração de sucinato 

reverte os efeitos induzidos pela administração intraestriatal de metilmalonato, 

sugerindo o possível envolvimento da inibição da SDH nos mecanismos induzidos pelo 

metilmalonato (Mello et al., 1996; Royes et al., 2003). 
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Embora nestas acidemias orgânicas também ocorra o acúmulo de outros 

metabólitos reconhecidamente neurotóxicos, como a amônia na acidemia metilmalônica 

(Marisco et al., 2003), pouco se sabe sobre o papel das metabólitos secundários que se 

acumulam nestas patologias, como o próprio sucinato (Erecinska & Nelso, 1994; Mello 

et al., 1996 Wajner & Coelho, 1997), que poderia ter implicações por si só na 

fisiopatologia destas doenças. 

A deficiência do complexo II da cadeia respiratória é um raro caso de 

encefalopatia mitocondrial e pode estar associada à sindrome de Leigh e leucodistrofia 

(Bourgeron et al., 1995; Rahman et al., 2001), miopatia com intolerância ao exercícios 

(Reichmann & Angelini 1994; Sugimoto et al., 2000) e cardiopatia isolada (Rustin et al., 

1993). Estas complicações podem estar associadas ao acúmulo de sucinato. O 

sucinato também é acumulado quando ocorre uma deficiência na hidratação do 

fumarato (De Meirleir, 2002), onde ocorre falha da enzima fumarase acumulando 

fumarato que é convertido em sucinato. 

 

3.3 Efeitos eletrofisiológicos do sucinato 

 

Sugere-se que o sucinato apresenta um efeito facilitatório sobre a excitabilidade 

neural. Assim, Rohers e colaboradores (2004) descrevem que concentrações baixas de 

sucinato (0,3 � 1 mM) induzem um aumento nas respostas do potencial pós-sináptico 

excitatório de campo (PEPs) no hipocampo, enquanto que altas concentrações (3 -10 

mM) reduzem as respostas de PEPs ao longo do tempo, abolindo o efeito causado 

pelas baixas concentrações de sucinato, mostrando um efeito bifásico. O aumento nas 

respostas PEPs é revertido por ácido D-2-amino-5-fosfonopentanóico (AP5), um 
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antagonista de receptor NMDA. Já o ciano-3,3-diidro-7-nitroquinoxalina (CNQX), 

antagonista de receptores não-NMDA (AMPA, cainato), não possui efeito sobre o 

aumento nas respostas de PEPs induzidas pelo sucinato. Esses dados sugerem que o 

sucinato apresenta um efeito bifásico sobre o receptor NMDA. A indução de convulsão 

em camundongos é outra evidência do potencial excitatório deste composto. Essas 

convulsões são prevenidas pela co-administração de MK-801 (Roehrs et al. 2004), 

sendo mais um indicativo de que as ações do sucinato envolvem o receptor NMDA. 

 Colaborando para o fato de o sucinato ter um efeito bifásico, e este efeito ser 

sobre o receptor NMDA, Sinhorin e colaboradores (2005) relatam que a administração 

i.c.v. de doses sub-convulsivantes (0,7 e 10 µmol) de sucinato em camundongos são 

capazes de diminuir a atividade exploratória, aumentar a carbonilação protéica e 

aumentar também a quantidade de substâncias que reagem ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) de maneira bifásica. Essas alterações são prevenidas pela co-administração 

de sucinato e de MK-801, sujerindo novamente o efeito bifásico do sucinato sobre o 

receptor NMDA (Sinhorin et al., 2005). 

 Outro indício do efeito bifásico do sucinato é que este ácido dicarboxílico possui 

efeito ansiolítico exibindo uma curva dose-resposta na forma de U invertido, porém esse 

efeito não foi farmacologicamente comprovado, uma vez que só foi comparado ao efeito 

dos benzodiazepínicos (Chen et al., 2003).   

 

3.4 Receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) 

 

 O receptor NMDA é um dos principais subtipos de receptor glutamatérgico e 

está distribuído em grande quantidade em algumas estruturas cerebrais como córtex, 
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hipocampo, estriado, amígdala entre outras (Scatton, 1993; Ozawa et al., 1998; Riedel 

et al., 2003). O receptor NMDA é um canal iônico formado por subunidades 

heteroméricas: NR1 (na qual se liga a glicina), NR2 (A-D) (na qual ocorre a ligação do 

glutamato) e NR3 (A-B) (Yamakura & Shimoji, 1999; Prybylowski & Wenthold, 2004). As 

combinações diferentes destas subunidades proporcionam funções e propriedades 

farmacológicas distintas ao receptor NMDA (Hollmann & Heinemann, 1994; Dinglene et 

al., 1990).  

 O receptor NMDA é um complexo protéico que possui vários sítios regulatórios 

distintos que modulam a função deste receptor, tais como os sítios para a ligação dos 

neurotransmissores endógenos, glutamato e glicina, o sítio para a ligação do Mg2+. 

Outros sítios para a modulação alostérica incluem sítios para agentes redox, prótons, 

zinco (Zn2+), de fosforilação, das poliaminas e para drogas que bloqueiam o canal 

iônico, tais como, fenciclidina (PCP), piperidina (TCP), cetamina e dizocilpina (MK-801) 

(Ransan & Stec, 1988; Yamakura & Shimoji, 1999; Hynd et al., 2004).     

 O receptor NMDA medeia à transmissão sináptica excitatória lenta, sua 

ativação resulta no influxo de Ca2+ e Na2+, gerando uma despolarização da membrana 

(Scatton, 1993; Ozawa et al., 1998). Durante o potencial de repouso, o receptor 

apresenta seu canal bloqueado pelo íon Mg2+ (Riedel et al., 2003), causando o 

impedimento da passagem de outros íons através do canal. Para que o receptor NMDA 

seja ativado é necessário que haja uma despolarização prévia da membrana, 

geralmente desencadeada pela ativação do receptor glutamatérgico AMPA. Sendo 

assim, o Mg2+ sai do poro somente quando a membrana está despolarizada. Este 

bloqueio voltagem-dependente do canal por Mg2+ pode ser visto como um mecanismo 
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protetor intrínseco contra a entrada excessiva de íons Ca2+ na célula e subseqüente 

toxicidade neuronal (Scatton, 1993). 

  O receptor NMDA desempenha papel central na plasticidade sináptica, que tem 

sido apontado como um dos mecanismos de aprendizagem e memória (Pláteník et al., 

2000; Daoudal & Debanne, 2003). Posteriormente será abordado o mecanismo de 

formação da memória através da ativação de receptores NMDA. 

 

3.5 Memória 

 

 A memória é uma função cognitiva de extrema importância porque ela nos 

proporciona uma base para o aprendizado. Se não possuíssemos uma forma de 

armazenar representações do passado, não teríamos como tirar proveito destas 

experiências.  Eu sou quem sou, cada um é quem é, porque todos nos lembramos de 

coisas que são próprias e exclusivas, e não pertence a mais ninguém. As nossas 

memórias fazem com que cada ser humano ou animal seja um ser único, um indivíduo 

(Izquierdo, 2002). 

A memória envolve três fases: a fase de aquisição de uma informação ou 

aprendizagem, a fase de consolidação, onde armazenamos esta informação e a fase de 

evocação, quando recordamos as informações que outrora foram armazenadas (Abel & 

Lattal, 2001). 
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3.5.1 Tipos de Memórias 

 

As memórias apresentam duas classificações. Elas podem ser classificadas de 

acordo com o tempo que duram e com o seu conteúdo, existindo uma relação entre 

estas memórias e as zonas cerebrais que intervêm em sua formação e talvez no seu 

armazenamento (Squire & Zola, 1996).  

Quanto ao tempo de duração, as memórias se classificam em: memória 

imediata, memória de curta e longa duração e memória remota. A memória imediata, 

também chamada de memória de trabalho, é breve e fugaz, gerencia a realidade 

mantendo a informação por um curto período de tempo, de segundos a no máximo 

alguns minutos, não deixa traços nem arquivos. Ela é processada fundamentalmente no 

córtex pré-frontal, dependendo apenas da atividade elétrica dos neurônios (Izquerdo, 

2002; Curtis & D�Esposito, 2003; Izquerdo, 2004). Como exemplo, a segunda palavra 

da frase anterior é conservada apenas o suficiente para conectá-la com a que precede 

e com as seguintes e, assim, entender essa frase, e pode ser recordada ou não. A 

memória de curta duração, dura de minutos a poucas horas até a formação da memória 

de longa duração, se estas memórias duram muitos meses ou anos costumam ser 

denominadas de memórias remotas (Mayford & Kandel, 1999; Lees & Jones, 2000; 

Izquierdo, 2002, 2004). A memória de longa duração é aquela que persiste por muito 

tempo, que pode ser evocada anos após sua aquisição (Ranganath & Blumenfeld, 

2005). Como por exemplo, a lembrança de amigos de infância. As memórias de curta e 

de longa duração requerem as mesmas estruturas nervosas, mas envolvem 

mecanismos diferentes (Izquierdo et al., 1998), e formam �traços�.  
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Do ponto de vista de seu conteúdo, as memórias podem ser divididas em 

declarativas e não-declarativas. A memória declarativa ou explícita é aquela em que 

registramos fatos ou eventos e que podemos expressar com palavras, sendo feitas de 

maneira consciente (Lent, 2004; Lees & Jones, 2000; Kandel, 2001). É uma memória 

de fácil formação, mas também facilmente esquecidas. Enquanto que a memória não-

declarativa ou implícita é aquela que não conseguimos verbalizar e não envolve 

evocação consciente, é uma memória de habilidade ou procedimento, como andar de 

bicicleta ou dirigir um automóvel, é adquirida através da prática e requer repetição. A 

memória não-declarativa dura muito tempo e dificilmente é esquecida (Bear et al., 2002; 

Izquerdo, 2002; Squire & Kandel, 2003). 

O aprendizado e a formação das memórias declarativas e não-declarativas 

dependem de estruturas cerebrais diferentes. As memórias declarativas requerem o 

lobo temporal medial e o hipocampo enquanto as memórias não-declarativas envolvem 

estruturas diferentes como a amígdala, gânglios da base e cerebelo (Albright et al., 

2000; Lees & Jones, 2000).  

 

3.5.2 Medo Condicionado 

 

A tarefa de medo condicionado utiliza memória associativa. Ela foi primeiro 

descrito pelo psicólogo russo Ivan Pavlov no inicio do século XX e também é conhecido 

como condicionamento pavloviano ou clássico (Schafe et al., 2001; Maren, 2005a). Esta 

tarefa consiste na apresentação de um estímulo condicionado (CS), inicialmente neutro 

e incapaz de provocar uma reação comportamental (tom, luz ou cheiro, por exemplo), 

que adquire a capacidade de provocar reações comportamentais (congelamento, por 
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exemplo) após a associação a um estímulo incondicionado (US) aversivo como um 

choque nas patas. Quando o animal aprende está associação responde com 

comportamentos defensivos, pára de se mover, congelando os movimentos (�freezing�), 

seu pelo fica eriçado, ocorre aumento de seus batimentos cardíacos e de sua pressão 

sangüínea. Memórias de medo são duradouras, podendo persistir por meses, anos ou 

até por toda vida (Maren, 2005a). O CS pode envolver somente uma modalidade 

sensorial ou dica tais como som, cheiro ou luz, sendo unimodal ou envolver algumas 

modalidades sensoriais tais como o contexto sendo multimodal (Dityatev & Bolshakov, 

2005). 

Muitas evidências farmacológicas e neurofisiológicas apontam a amígdala como 

o sistema chave na formação de memórias do medo (Fendt & Fanselow, 1999; Maren, 

2001) Informações auditivas e somatosensorias (CS e US, respectivamente), por vias 

talâmicas e corticais chegam ao núcleo lateral da amígdala. O hipocampo envia 

informações multimodais, informando o contexto que define o tempo e o lugar da 

aquisição da experiência aversiva também para o núcleo lateral da amígdala. Dentro da 

amígdala, neurônios individuais respondem a esses estímulos, fazendo a associação 

do CS e US a nível celular. Depois de ser processada pelo núcleo lateral da amígdala a 

informação sensorial é enviada para o núcleo central da amígdala, que envia projeções 

da amígdala para áreas do tronco encefálico e hipotálamo que controlam a expressão 

de comportamentos defensivos, secreção hormonal e respostas autônomas como o 

comportamento de congelar e aumento da pressão sangüínea (Dityatev & Bolshakov, 

2005; Maren, 2005a, 2005b; Kim & Jung, 2006; Sigurdsson et al., 2006). Lesões 

bilaterais na amígdala eliminam respostas de medo, confirmando o importante papel da 

amígdala no medo condicionado (Kim & Jung, 2006). 
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O hipocampo possui um papel muito importante na aquisição e consolidação de 

memórias aversivas contextuais (Fent & Fanselow, 1999; Sanders et al., 2003) que 

podem ser avaliadas pela tarefa de medo condicionado. Esta estrutura faz a conexão 

entre o contexto (local, ambiente) com as experiências aversivas e envia estas 

informações a amígdala (O�Reilly & Rudy 2001; Sander et al., 2003). Vários sistemas de 

neurotransmissores influenciam as funções do hipocampo, incluindo o sistema 

glutamatérgico e noradrenérgico. Projeções glutametérgicas chegam ao hipocampo via 

córtex entorrinal, já as projeções noradrenérgicas chegam ao hipocampo através do 

lócus cereleus (Bear et al., 2002; Kuhar et al., 2006). Manipulações farmacológicas, 

com MK-801 ou propranolol, antagonista glutamatérgico e β-adrenérgico, 

respectivamente, e lesões no hipocampo pioram o medo condicionado contextual, mas 

não apresentam efeito sobre a memória ao tom (Phillips & LeDoux, 1992; Kim & 

Fanselow, 1992;  Young et al., 1994; Maren et al., 1997; LeDoux, 2000; Zhang et al., 

2001; Sanders & Fanselow, 2003; Murchison et al., 2004). 

 

3.5.3 Mecanismo de formação da memória 

 

Há indícios de que os mecanismos bioquímicos envolvidos com a formação de 

uma nova memória são diferentes dos mecanismos de sua evocação (Abel & Lattal, 

2001; Izquierdo, 2004). Na formação de memória de longa duração ocorre expressão 

gênica, síntese protéica, e ativação de várias vias metabólicas ligadas a esses 

processos. Já na memória de curta duração não há expressão gênica nem síntese 

protéica, pois sua formação ocorre em pouco tempo (segundos a minutos), a partir da 

memória de trabalho, e seus mecanismos moleculares são mais simples que os da 
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memória de longa duração (Abel & Kandel, 1998; Mayford & Kandel, 1999; Albright et 

al., 2000; Cammarota et al., 2000; Kandel, 2001; Izqueirdo; 2004). Para a evocação das 

memórias são utilizadas algumas vias bioquímicas utilizadas na formação das 

memórias de longa duração, mas não ocorre ativação gênica e síntese protéica 

(Izquierdo, 2004). 

O mecanismo bioquímico da formação da memória inicia quando o glutamato, 

liberado de vesículas pré-sinápticas de um neurônio ativado, se liga a receptores 

glutamatérgicos do tipo AMPA, cainato, NMDA e metabotropicos (MgluR) no neurônio 

pós-sináptico, provocando a abertura dos canais de cálcio dependente de voltagem. 

Esse aumento na concentração de Ca2+ intracelular estimula enzimas como: proteína 

quinase dependente de cálcio/calmodulina do tipo II (CaMKII - atua fosforilando e 

ativando os receptores AMPA) e proteínas quinase dependentes de GMPc (PKG). A 

PKG participa da liberação de mensageiros retrógrados, como óxido nítrico, monóxido 

de carbono e fator de agregação plaquetária (PAF), que aumentam ainda mais a 

liberação de glutamato. Outra enzima, a proteína quinase dependente de cálcio (PKC), 

contribui fosforilando a proteína do terminal axonal, a GAP-43, que também mobiliza 

mais glutamato, mantendo assim a transmissão sináptica ativada por algumas horas. 

Passadas 3-4 horas, são ativadas as proteínas quinase dependentes de AMPc (PKA) e 

as proteínas ativadas por mitogênio (MAPK). Estas junto com a PKC, fosforilam fatores 

de transcrição protéicos no núcleo, dos quais o principal é a proteína ligante do 

elemento responsivo ao AMPc (CREB), culminando com a síntese de algumas 

proteínas e com o aumento na efetividade da transmissão de informações entre os 

neurônios, fenômeno esse conhecido como plasticidade sináptica (Figura 2) (Bliss & 
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Collingridge, 1993; Izquierdo & Medina 1995, 1997; McGaugh & Izquierdo, 2000; Bear 

et al., 2002; Izquierdo, 2002; Izquierdo et al., 2006). 

 

 

 

Figura 2 � Esquema da seqüência de modificações de um terminal sináptico glutamatérgico envolvido na 

formação da memória (adaptado de Gilbert & Lasley, 2002). 

 

No processo de formação da memória ocorre também o envolvimento de outros 

sistemas, além do glutamatérgico. Neurônios colinérgicos, opióides e noradrenérgicos e 

GABAérgicos demonstram ter influência sobre a consolidação da memória (Izquierdo, 

1991; McGaugh, 2002). A infusão na amígdala de oxotremorina (agonista colinérgico 

muscarínico), melhora a memória dos ratos em várias tarefas, enquanto a infusão de 

Terminal pré-sináptico Terminal pós-sináptico 



Revisão Bibliográfica 

 39

propranolol (bloqueador β-adrenérgico, na amígdala ou no hipocampo), de baclofen 

(agonista GABAérgico) prejudicam o desempenho de roedores em várias tarefas de 

memória (Salinas et al., 1997; Zarrindast et al., 2001; Erickson et al., 2006).  

 

3.5.4 Envolvimento do receptor NMDA na memória 

 

Muitos estudos têm demonstrado o envolvimento do receptor glutamatérgico 

NMDA em processos de plasticidades sináptica e formação da memória (Riedel et al., 

2003).  

Os antagonistas do receptor NMDA pioram o desempenho de animais em 

diversas tarefas de memória. A administração de MK-801 e AP5 causam prejuízo da 

memória em diferentes tarefas (Morris et al., 1986; Izquierdo et al., 1992; Castellano et 

al., 1999; Roesler et al., 2000; Lima et al., 2005; Camera et al., 2007). Por outro lado, 

agonistas do receptor NMDA, como glutamato (Izquierdo & Medina, 1995; Rubin et al., 

1997) e o ácido DL-beta-clorofenil glutâmico (CPG) melhoram a performance dos ratos 

na tarefa de esquiva inibitória e de camundongos no labirinto em T, respectivamente 

(Flood et al., 1990). O agonista, NMDA melhora a memória na tarefa de medo 

condicionado de traço (Zhang et al., 2001), assim como a espermidina também causa  

melhora da memória no teste de medo condicionado (Rubin et al., 2004; Camera et al., 

2007). 

Estudos com animais idosos e pacientes com doença de Alzheimer indicam que 

ocorre uma diminuição da expressão dos receptores NMDA em algumas estruturas 

cerebrais (Clayton & Browning, 2001; Sze et al., 2001), e um declínio da ligação de 

glutamato marcado ao receptor NMDA (Greenamyre et al., 1987; Ulas et al., 1992). 
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Assim, estas alterações modificam a plasticidade sináptica, podendo ser responsável 

pelo prejuízo da memória. 

 

3.5.5 Envolvimento do receptor β-adrenérgico na memória 

 

 Alguns estudos demonstram o envolvimento dos receptores β-adrenérgicos na 

formação da memória. A manipulação sistêmica de receptores β-adrenérgicos piora 

memórias emocionais em ratos (MgGaugh, 2000; Murchinson et al., 2004) e humanos 

(MgGaugh, 2000). Com o bloqueio de receptores β-adrenérgicos na amígdala de ratos, 

ocorre a mesma piora da consolidação da memória em algumas tarefas, como a 

esquiva inibitória e tarefas de memórias espaciais (Gallagher et al., 1977; Hatfield & 

McGaugh, 1999). Corroborando, a manipulação destes receptores no hipocampo causa 

um quevra na consolidação da memória nas tarefas de mdo condicionado contextual e 

no labirinto aquático (Ji et al., 2003a, b; Murchinson et al., 2004).  

  

3.5.6 Dependência de Estado 

 

Dependência de estado é um modelo comportamental usado para se referir as 

respostas comportamentais aprendidas sob efeito de um tratamento, que no momento 

da evocação será executado com mais eficácia se o mesmo contexto sensório e estado 

neuro-humorar (provocado pelo tratamento) forem restabelecidos (Overton, 1974; 

Arkhipov, 1999; Shulz et al.; 2000; Arenas et al., 2006).   A dependência de estado é 

um fenômeno que explica a influência de drogas sobre a memória, e mais 
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especificamente para estudar mecanismos de recuperação da memória (Arkhipov, 

1999). 

O mecanismo de dependência de estado não é bem esclarecido, porém, a 

segunda administração do mesmo tratamento na hora da evocação da memória, 

poderia servir como dica para esta evocação, mostrando que ocorreu a formação da 

memória, porém está evocação não acontece sem a presença da droga (Izquierdo, 

1984). Algumas teorias tentam explicar a dependência de estado. Uma delas está 

baseada no estímulo, ela sugere que o tratamento altera o estímulo contextual no qual 

o aprendizado ocorreu sendo incorporado como parte do aprendizado. Considerando 

que o estímulo do contexto é diferente na evocação do aprendizado sem o tratamento, 

está evocação é menos eficiente. Outra teoria seria de que as drogas provocariam 

mudanças neurológicas que não ficariam acessíveis na evocação sem a administração 

da droga, originando então a dependência de estado (Overton, 1974; Sripada et al, 

2001).  

Está descrito que a morfina (Zarrindast et al., 2004), os antagonistas do receptor 

NMDA, MK-801, fenciclidina, quetamina e CPP (Jackson et al., 1992; Harrod et al., 

2001) e da atropina (Costa & Xavier, 2007) entre outras drogas alteram a memória por 

mecanismos dependente de estado. Por outro lado, alguns compostos como a glicose 

(Kopf et al., 1993), a fisostigmina ou oxotremorina (Baratti & Kopf, 1996) e a fluoxetina 

(Arenas et al., 2006) melhoram a memória sem causar dependência de estado.  

 

 

 

 



 

 

______________________________________________________________________
4. MATERIAIS E MÉTODOS 
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4.1. Animais 

 

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com aproximadamente 3 meses de idade, 

pesando entre 270-340 g fornecidos pelo Biotério Central da UFSM, mantidos em ciclo 

claro-escuro de 12 horas (ciclo claro entre 7 e 19 h), em temperatura de 24 ± 2ºC, com 

água e comida ad libitum. Os procedimentos comportamentais foram executados entre 

9:00 e 16:00 h. Os ratos foram mantidos e utilizados de acordo com as normas 

aprovadas pelo Comitê de Bioética da Universidade Federal de Santa Maria (Processo 

23081.018515/2006-11). 

 

4.2. Reagentes 

 

- Cloranfenicol, Sucinato, Propranolol, Propilenoglicol, Hidrato de Coral, Sulfato 

de Magnésio � Sigma (St. Louis, MO) 

- MK-801 � Merck 

- Cloreto de Sódio (NaCl) � Ecibra 

- Etanol � Vetec 

-Tiopental Sódico � Abbott 

 

Todas as soluções foram preparadas no dia do experimento em salina 0,9% 

como veículo. O sucinato foi administrado no volume de 2 ml/kg de peso corporal por 

via intraperitoneal (i.p.). As outras drogas, MK-801 e propranolol, foram administradas 

no volume de 1 ml/kg de peso corporal.  Para a administração intra-hipocampal (i.h.) o 
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volume utilizado foi de 0,5 µL. A seleção das doses foi feita com base em estudos 

pilotos e/ou de acordo com a literatura. 

 

 

4.3. Procedimento cirúrgico para implantação de cânulas 

 

Os ratos foram anestesiados com uma solução de hidrato de coral (4,25 g), 

sulfato de magnésio (2,16 g), propilenoglicol (42,8 mL), etanol (11,5 mL), pentobarbital 

(0,96 g) e água destilada (100 mL q.s.p.). O anestésico, assim preparado, foi 

administrado no volume de 4 mL/kg (i.p.) e logo após duas cânulas foram inseridas 

bilateralmente no hipocampo, nas coordenadas relativas ao bregma (AP 4.0 mm; ML 

3.0 mm; V 2.0 mm da dura) utilizando um aparelho estereotáxico. Antes da anestesia os 

animais receberam uma injeção de cloranfenicol (200 mg/kg, i.p.).  

 

4.4. Procedimento do medo condicionado 

 

Os animais foram submetidos à tarefa de medo condicionado contextual e ao 

tom de acordo com Rubin e colaboradores (2004). Resumidamente, no primeiro dia, os 

animais foram treinados em uma sala (sala A), com som de fundo de 70 dB. Os animais 

foram colocados em uma caixa retangular medindo 30 х 25 х 25 cm, com o chão 

composto por 32 barras de metal (3 mm diâmetro), espaçadas por 1 cm e ligadas a 

corrente elétrica, e durante três minutos foram deixados livres para explorar o ambiente. 

Após, os animais receberam cinco pareamentos de tom (2000 Hz, 90 dB - 10 s) e 
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choque (0,6 mA - 1 s) com intervalos de quarenta segundos. Ao final do treino os 

animais receberam os tratamentos e, em seguida foram recolocados em suas caixas e 

levados ao biotério. 

No segundo dia, os ratos foram submetidos ao teste do medo condicionado ao 

contexto, o qual foi realizado na mesma caixa e na mesma sala (sala A) do treino, 

porém, na ausência de tom ou choque. Durante oito minutos foi avaliada a imobilidade 

dos animais, sendo que nos três primeiro minutos também foi avaliado a locomoção 

espontânea. A imobilidade dos animais é definida como a ausência total de movimentos 

exceto os respiratórios. A imobilidade foi avaliada a cada quatro segundos e foi 

transformada em percentagem. Após o término do teste, os animais foram recolocados 

em suas caixas e levados ao biotério. A caixa era limpa, antes e após cada animal 

ocupá-la, com solução de ácido acético 1%. 

No terceiro dia, os ratos foram submetidos ao teste do medo condicionado ao 

tom, o qual foi realizado em sala (sala B) e caixa (caixa B) diferente da anterior. Os 

animais foram colocados em uma caixa triangular medindo 30 х 30 х 25 х 30 cm, cujas 

paredes laterais e o chão eram de madeira, e a parede frontal de acrílico transparente. 

Nos primeiros três minutos foi avaliado o número de respostas de imobilidade ao novo 

contexto, sem a apresentação do tom. Esta medida serviu para verificar se o efeito das 

drogas era específico ao tom ou se era relativo à apresentação do novo contexto. Nos 

oito minutos subseqüentes, com apresentação de tom, era registrada a imobilidade dos 

animais a cada quatro segundos, para avaliação do medo condicionado ao tom. A caixa 

era limpa, antes e após cada animal ocupá-la, com etanol 30%. A percentagem de 

imobilidade dos animais serviu de indicativo de memória nos três dias de experimento.  
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4.5 Procedimento de dependência de estado 

 

Para avaliar a dependência de estado foi utilizado o mesmo protocolo do medo 

condicionado contextual como descrito anteriormente nesta dissertação. Os animais 

recebiam os tratamentos imediatamente após o treino (dia 1) e 15 minutos antes do 

teste (dia 2).  

Logo após o teste no medo condicionado contextual cada animal foi transferido 

para um campo aberto, uma arena circular de metal com 97 cm de diâmetro e 32,5 cm 

de altura, cujo assoalho era dividido em 11 áreas e observados por um período de 5 

minutos. Os parâmetros comportamentais observados foram o número de cruzamentos 

e de respostas de levantar, que serviam de indicativo para verificar se o efeito das 

drogas era realmente sobre a consolidação da memória e não sobre outros padrões 

comportamentais, tal como a locomoção espontânea. 

 

4.6. Experimentos 

 

4.6.1 Experimento 1: Efeito da administração intraperitoneal (i.p.) de sucinato 

sobre a consolidação da memória: Curva dose-efeito. 

 

Para avaliar o efeito da injeção intraperitoneal de sucinato sobre a memória na 

tarefa de medo condicionado, os animais receberam imediatamente após o treino, uma 

injeção de sucinato (0,00005; 0,0005; 0,005; 0,05; 0,5 ou 5 mg/kg, i.p.) Vinte e quatro 
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horas depois, os animais eram submetidos aos testes do medo condicionado contextual 

e 48 horas depois do treino ao medo condicionado ao tom. 

 

4.6.2 Experimento 2: Avaliação da possível dependência de estado causada pelo 

sucinato (i.p.) sobre a memória. 

 

Os animais receberam salina 0,9 % ou sucinato (0,005 mg/kg, i.p.) 

imediatamente após o treino e 15 minutos antes da sessão de teste.  Assim, os animais 

foram divididos em quatro grupos: 1 - salina após o treino e antes da sessão de teste 

(Sal/Sal), 2 - salina após o treino e sucinato antes da sessão de teste (Sal/Suc), 3 - 

sucinato após o treino e salina antes da sessão de teste (Suc/Sal) e 4 - sucinato após o 

treino e antes da sessão de teste (Suc/Suc). Imediatamente depois do teste de medo 

condicionado contextual, os animais foram submetidos ao teste de campo aberto. 

 

 

4.6.3 Experimento 3: Efeito da administração intraperitoneal (i.p.) de MK-801 e  de 

sucinato sobre a consolidação da memória. 

 

Para avaliar o envolvimento dos receptores glutamatérgicos NMDA no efeito 

facilitatório da memória induzido pelo sucinato, foi administrado MK-801 e sucinato e foi 

avaliada a memória da tarefa de medo condicionado. Os animais receberam 

imediatamente após o treino uma injeção de MK-801 (0,001 mg/kg, i.p.) ou salina 0,9 % 

e uma injeção de sucinato (0,005 mg/kg, i.p.) ou salina 0,9 %. As injeções foram 

aplicadas separadamente e em lados opostos do abdome. 24 horas depois os animais 
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foram submetidos aos testes do medo condicionado contextual e 48 horas depois do 

treino ao medo condicionado ao tom. 

 

4.6.4 Experimento 4: Efeito da administração intraperitoneal (i.p.) de propranolol e 

de sucinato sobre a consolidação da memória. 

 

Para avaliar um possível envolvimento do sistema adrenérgico no efeito 

facilitatório do sucinato sobre a memória, foi administrado propranolol e sucinato e foi 

avaliado a memória da tarefa de medo condicionado. Os animais receberam 

imediatamente após o treino uma injeção de propranolol (10 mg/kg, i.p.) ou salina 0,9 % 

e uma injeção de sucinato (0,005 mg/kg, i.p.) ou salina 0,9 %. As injeções foram 

aplicadas separadamente e em lados opostos do abdome. 24 horas depois os animais 

foram submetidos aos testes do medo condicionado contextual e 48 horas depois do 

treino ao medo condicionado ao tom. 

 

4.6.5 Experimento 5: Efeito da administração intra-hipocampal (i.h.) de sucinato 

sobre a consolidação da memória: Curva dose-efeito. 

 

Quatro dias após a implantação das cânulas os animais foram treinados e, 

imediatamente após o treino receberam uma injeção de sucinato (0,021; 0,21; 2,1 ou 21 

pmol, i.h.) através das cânulas. 24 horas depois os animais foram submetidos aos 

testes do medo condicionado contextual e 48 horas depois do treino ao medo 

condicionado ao tom. 
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4.6.6 Experimento 6: Efeito da administração intra-hipocampal (i.h.) de MK-801 

sobre a consolidação da memória: Curva dose-efeito. 

 

Quatro dias após a implantação das cânulas os animais foram treinados e, 

imediatamente após o treino receberam uma injeção de MK-801 (2; 0,66 e 0,22 nmol, 

i.h..) através das cânulas. 24 horas depois os animais foram submetidos aos testes do 

medo condicionado contextual e 48 horas depois do treino ao medo condicionado ao 

tom. 

 

 

4.6.7 Experimento 7: Efeito da administração intra-hipocampal (i.h.) de MK-801 e 

sucinato sobre a consolidação da memória. 

 

Para avaliar o envolvimento dos receptores glutamatérgicos NMDA no efeito 

facilitatório da memória induzido pela administração i.h. de sucinato, foi administrado 

MK-801 e sucinato e avaliada a memória utilizando-se a tarefa de medo condicionado. 

Os animais receberam imediatamente após o treino MK-801 (0,22 nmol, i.h.) ou salina 

0,9 % e uma injeção de sucinato (0,21 pmol, i.h.) ou salina 0,9 %. 24 horas depois os 

animais foram submetidos aos testes do medo condicionado contextual e 48 horas 

depois do treino ao medo condicionado ao tom. 
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4.7 Análise estatística 

 

Os dados de percentagem de imobilidade foram transformados usando a função 

arcoseno. Esses dados, assim como os demais dados comportamentais (respostas de 

cruzamentos e de levantar) foram analisados utilizando análise de variância (ANOVA) 

de uma ou duas vias, dependendo do desenho experimental utilizado. A análise post 

hoc, quando necessária, foi realizada pelo teste de Student Newman Keuls.  
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5. RESULTADOS 
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5.1 Experimento 1: Efeito da administração intraperintoneal (i.p.) de sucinato 

sobre a consolidação da memória: Curva dose-efeito 

  

A figura 3 A mostra o efeito da administração i.p. imediatamente pós-treino de 

sucinato sobre a memória na tarefa de medo condicionado contextual. A análise 

estatística (ANOVA de uma via) revelou que existe diferença entre os grupos 

[F(6,56)=7.68; p<0,05]. A análise post hoc mostrou que o sucinato (0,00005; 0,0005; 

0,005; 0,05 e 0,5 mg/kg, i.p.) melhorou a consolidação da memória na tarefa de medo 

condicionado contextual. Por outro lado, o sucinato não alterou a memória na tarefa de 

medo condicionado ao tom [F(6,56)=1,865; p>0,05] (figura 3 B).  
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Figura 3: Efeito da administração de sucinato (0,00005; 0,0005; 0,005; 0,05; 0,5; 5 mg/kg, i.p.) sobre a 

memória na tarefa de medo condicionado contextual (A) e ao tom (B). Os dados são apresentados como 

média + erro padrão. n= 8-12 animais por grupo. *p<0,05 comparado com o grupo salina. 
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5.2 Experimento 2: Avaliação da possível dependência de estado causada pelo 

sucinato (i.p.) sobre a memória. 
 
 

A figura 4 mostra o efeito da administração de sucinato (0,005 mg/kg, i.p.) ou salina 

0,9% imediatamente após o treino e 15 minutos pré-teste sobre a memória na tarefa de 

medo condicionado contextual. A análise estatística (ANOVA de uma via) revelou que 

existe um efeito significativo da injeção após o treino de sucinato [F(1,36)=4,60; 

p<0,05], uma vez que a administração de sucinato imediatamente após o treino 

aumentou a imobilidade dos animais no dia do teste. A administração de uma segunda 

dose de sucinato 15 minutos pré-teste não modificou o aumento da imobilidade 

induzida pela administração de sucinato após o treino.  

Estes resultados indicam que o efeito do sucinato sobre a memória do medo 

condicionado não é causado por dependência de estado. 

A tabela 1 mostra o efeito da administração de sucinato ou salina (i.p.) 

imediatamente após o treino e 15 minutos pré-teste do medo condicionado contextual 

sobre o comportamento dos ratos no campo aberto avaliado logo após o teste do medo 

condicionado. A análise estatística (ANOVA de duas vias) revelou que os tratamentos 

utilizados não afetaram o número de cruzamentos e nem o número de respostas de 

levantar dos animais (ver resultados das estatísticas na tabela). 
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Figura 4: Efeito da administração de sucinato (0,005 mg/Kg, i.p.) ou salina 0,9% imediatamente após o 

treino e 15 minutos pré-teste sobre a memória na tarefa de medo condicionado. Os dados são expressos 

como media + erro padrão. n= 10 animais por grupo. * indica p<0,05 comparado ao grupo Sal/Sal. 

 

Tabela 1: Efeito da administração de sucinato (0,005 mg/kg, i.p.) ou salina (i.p.) imediatamente após o 

treino e 15 minutos pré-teste do medo condicionado contextual sobre o número de cruzamentos e 

respostas de levantar no campo aberto. 

Grupo Cruzamento Levantar N 

Salina-Salina 12,00 ± 10,94 5,30 ± 4,42 10 
Salina-Sucinato 9,60 ± 6,32 3,00 ± 1,94 10 
Sucinato-Salina 14,10 ± 11,96 6,60 ± 5,56 10 
Sucinato-Sucinato 11,40 ± 8,89 4,90 ± 4,60 10 

Análise Estatística F(1;36)=0,098; p>0,05 F(1;36)=0,047; p>0,05  

Os dados são mostrados como média ± erro padrão, n = número de animais em cada grupo. 
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5.3 Experimento 3: Efeito da administração intraperitoneal (i.p.) de MK-801 e 

sucinato sobre a consolidação da memória. 

 

  A Figura 5 A mostra que a administração imediatamente pós-treino de MK-801 

(0,001 mg/kg, i.p.) reverteu o efeito facilitador do sucinato (0,005 mg/kg, i.p.) sobre a 

memória do medo condicionado contextual (interação significativa entre sucinato ou 

salina e MK-801 ou salina: F(1,36)=5,072; p<0,05, ANOVA de duas vias). Este 

resultado sugere que o efeito do sucinato sobre o medo condicionado contextual 

envolve o receptor NMDA. Por outro lado, a administração imediatamente pós-treino de 

sucinato e/ou de MK-801 não alterou a memória do medo condicionado ao tom 

[F(1,36)=1,692; p>0,05] (Figura 5 B).  
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Figura 5: Efeito da administração de MK-801 (0,001 mg/kg, i.p.) e sucinato (0,005 mg/kg, i.p.) sobre a 

memória na tarefa de medo condicionado contextual (A) e ao tom (B). Os dados são apresentados como 

média + erro padrão. n= 10 animais por grupo. 
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5.4 Experimento 4: Efeito da administração intraperitoneal (i.p.) de propranolol e 

sucinato sobre a consolidação da memória. 

 

A Figura 6 A mostra que a administração imediatamente pós-treino de propranolol 

(10  mg/kg, i.p.)(Debiec & Ledoux, 2004) reverteu o efeito facilitador do sucinato (0,005 

mg/kg, i.p.) sobre a memória do medo condicionado contextual (interação significativa 

entre sucinato ou salina e MK-801 ou salina: F(1,36)=4,283; p<0,05, ANOVA de duas 

vias). Este resultado sugere que o efeito do sucinato sobre o medo condicionado 

contextual envolve o receptor beta adrenérgico. Por outro lado, a administração 

imediatamente pós-treino de sucinato e/ou de propranolol não alterou a memória do 

medo condicionado ao tom [F(1,36)=1,692; p>0,05] (Figura 6 B).  
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Figura 6: Efeito da administração de propranolol (10 mg/kg i.p.) e sucinato (0,005 mg/kg, i.p.) sobre a 

memória na tarefa de medo condicionado contextual (A), e ao tom (B). Os dados são apresentados como 

média + erro padrão. n= 9-11 animais por grupo.  
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5.5 Efeito do sucinato, MK-801 e propranolol sobre a imobilidade no novo 

contexto (caixa B) na ausência de tom. 

 

A tabela 2 mostra o efeito do sucinato, MK-801 e propranolol sobre a imobilidade 

dos animais quando expostos ao novo contexto (caixa B) na ausência do tom. A análise 

estatística (ANOVA de uma e duas vias) mostrou que não existe diferença significativa 

entre os grupos (resultados da estatística na tabela). Isto indica que a imobilidade que 

ocorreu durante a apresentação do tom é em resposta ao tom e não foi devido ao novo 

contexto. 
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Tabela 2: Efeito da administração imediatamente pós-treino de de sucinato (0,00005; 0,0005; 0,005; 

0,05; 0,5; 5 mg/kg, i.p.), Mk-801 (0,001 mg/kg, i.p.) e propranolol (10 mg/kg, i.p.)  sobre a imobilidade no 

novo contexto (caixa B) na ausência de tom. 

Grupo Imobilidades ao novo 
contexto 

n 

Experimento 1   
Salina 10,66±3,94 10 
Sucinato (0,00005 mg/kg) 8,14±2,98 12 
Sucinato (0,0005 mg/kg) 18,05±4,75 10 
Sucinato (0,005 mg/kg) 11,10±3,47 08 
Sucinato (0,05 mg/kg) 9,99±4,15 12 
Sucinato (0,5 mg/Kg) 6,94±3,31 12 
Sucinato (5 mg/kg) 11,99±4,68 08 

Análise Estatística F(6,56)=0,525 p>0,05  

Experimento 3   
Salina-Salina 4,66±2,10 10 
Salina-Sucinato 4,66±1,76 10 
MK-801-Salina 3,99±1,08 10 
MK-801-Sucinato 7,10±4,22 10 

Anlise Estatística F(1,36)=0,363 p>0,05  

Experimento 4   

Salina-Salina 4,77±2,00 10 

Salina-Sucinato 4,02±2,40 10 

Propranolol-Salina 3,09±1,29 09 

Propranolol-Sucinato 7,46±2,08 11 

Análise Estatística F(1,36)=1,699 p>0,05  

Os dados são mostrados como média ± erro padrão, n = número de animais em cada grupo. 
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5.6 Experimento 5: Efeito da administração intra-hipocampal (i.h.) de sucinato 

sobre a consolidação da memória: Curva dose-efeito. 

 

A figura 7 A mostra o efeito da administração i.h. imediatamente pós treino de 

sucinato sobre a memória na tarefa de medo condicionado contextual. A análise 

estatística (ANOVA de uma via) revelou que existe diferença entre os grupos [F(4,31)= 

5,507; p<0,05]. A análise post hoc mostrou que o sucinato (0,21 pmol, i.h.) melhorou a 

consolidação da memória na tarefa de medo condicionado contextual. Por outro lado, o 

sucinato não alterou a memória na tarefa de medo condicionado ao tom [F(4,31)= 1,474; 

p<0,05] (figura 7 B). 
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 Figura 7: Efeito da administração de sucinato (0,021; 0,21; 2,1; 21 pmol, i.h.) sobre a memória na tarefa 

de medo condicionado contextual (A) e ao tom (B). Os dados são apresentados como média + erro 

padrão. n= 7-9 animais por grupo. *p<0,05 comparado com o grupo salina. 
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5.7 Experimento 6: Efeito da administração intra-hipocampal (i.h.) de Mk-801 

sobre a consolidação da memória: Curva dose-efeito. 

 

A figura 8 A mostra o efeito da administração i.h. imediatamente pós treino de 

MK-801 sobre a memória na tarefa de medo condicionado contextual. A análise 

estatística (ANOVA de uma via) revelou que existe diferença entre os grupos 

[F(4,24)=5,221; p<0,05]. A análise post hoc mostrou que o MK-801 (2 nmol, i.h.) piorou 

a consolidação da memória na tarefa de medo condicionado contextual. Por outro lado, 

o MK-801 não alterou a memória na tarefa de medo condicionado ao tom 

[F(4,24)=0,916; p>0,05] (figura 8 B). 
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Figura 8: Efeito da administração de MK-801 (0,22; 0,66, 2 e 6 nmol, i.h.) sobre a memória na tarefa de 

medo condicionado contextual (A) e ao tom (B). Os dados são apresentados como média + erro padrão. 

n= 8-12 animais por grupo. *p<0,05 comparado com o grupo salina. 
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5.8 Experimento 7: Efeito da administração intra-hipocampal (i.h.)de MK-801 e 

sucinato sobre a consolidação da memória. 

 

A Figura 9 A mostra que a administração imediatamente pós-treino de MK-801 

(0,22 nmol, i.h.) reverteu o efeito facilitador do sucinato (0,21 pmol, i.h.) sobre a 

memória do medo condicionado contextual (interação significativa entre sucinato ou 

salina e MK-801 ou salina: F(1,28)=6,706; p<0,05, ANOVA de duas vias). Este 

resultado sugere que o efeito do sucinato (i.h.) sobre o medo condicionado contextual 

envolve o receptor NMDA. Por outro lado, a administração imediatamente pós-treino de 

sucinato e de MK-801 não alterou a memória do medo condicionado ao tom 

[F(1,28)=0,772; p>0,05] (Figura 9 B).  
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Figura 9: Efeito da administração de MK-801 (0,22 nmol, i.h.) e sucinato (2,1 pmol, i.h.) sobre a memória 

na tarefa de medo condicionado contextual (A), e ao tom (B). Os dados são apresentados como média + 

erro padrão. n= 8 animais por grupo.  
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5.9 Efeito do sucinato e MK-801 sobre a imobilidade no novo contexto (caixa B) na 

ausência de tom. 

A tabela 3 mostra o efeito do sucinato e do MK-801 sobre a imobilidade dos 

animais quando expostos ao novo contexto (caixa B) na ausência de tom. A análise 

estatística (ANOVA de uma ou duas vias) mostrou que não existe diferença significativa 

entre os grupos (resultados da estatística na tabela). Isto indica que a imobilidade que 

ocorreu durante o tom ocorreu em resposta ao tom e não foi devido a generalização do 

novo contexto. 
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Tabela 3: Efeito da administração imediatamente pós-treino de sucinato (0,021, 0,21, 2,1 e 21 pmol, i.h.) 

e MK-801 (0,22, 0,66, 2 e 6 nmol, i.h..) sobre a imobilidade no novo contexto (caixa B) na ausência de 

tom. 

Grupo Imobilidade ao novo 
contexto 

n 

Experimento 5   
Salina 4,57±2,30 07 
Sucinato (0,021 pmol) 6,40±3,02 07 
Sucinato (0,21pmol) 10,04±2,67 06 
Sucinato (2,1 pmol) 7,70±1,96 09 
Sucinato (21 pmol) 9,77±3,02 07 

Análise Estatística F(4,31)= 0,748; p>0,05  

Experimento 6   
Salina 6,75±2,36 12 
MK-801 (0,22 nmol) 5,33±2,56 08 
MK-801 (0,66 nmol) 3,91±2,60 12 
MK-801 (2 nmol) 2,84±1,79 08 

MK-801 (6 nmol) 7,84±3,23 08 

Análise Estatística F(4,24)= 0,634; p>0,05  

Experimento 7   

Salina-Salina 7,30±1,69 08 

Salina-Sucinato 6,38±1,39 08 

MK-801-Salina 8,40±2,11 08 

MK-801-Sucinato 4,71±1,83 08 

Análise Estatística F(1,28)=0,611; p>0,05  

Os dados são mostrados como média ± erro padrão, n = número de animais em cada grupo. 
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No presente estudo foi demonstrado que a administração sistêmica e intra-

hipocampal de sucinato melhorou o desempenho dos ratos na tarefa de medo 

condicionado contextual, entretanto, não teve efeitos sobre o medo condicionado ao 

tom. Essa melhora da memória da tarefa de medo condicionado contextual demonstrou 

não ser depende de estado, e foi revertida por doses sem efeito per se de MK-801 e de 

propranolol, sugerindo que o efeito facilitatório do sucinato sobre a memória pode 

envolver mecanismos glutamatérgicos e adrenérgicos. 

Essa melhora da memória do medo condicionado contextual induzida pela 

administração sistêmica de sucinato parece envolver o hipocampo, pois a tarefa de 

medo condicionado contextual requer o hipocampo e a amígdala, em contraste o medo 

condicionado ao tom requer somente a amígdala (Sanders et al., 2003b; Dityatev & 

Bolshakov, 2005). Para confirmar a participação do hipocampo na melhora da memória 

induzida por sucinato, o mesmo foi administrado intra-hipocampal. De fato, o presente 

estudo demostrou que a administração intra-hipocampal de sucinato melhorou a 

memória do medo condicionado contextual. Isso evidencia que o hipocampo conecta a 

memória contextual com a experiência aversiva (O�Reilly & Rudy 2001; Sander et al., 

2003a; Marem, 2005b).   

O provável mecanismo de ação deste efeito facilitatório do sucinato sobre a 

memória contextual, parece envolver o sistema glutamatérgico e o adrenérgico, uma 

vez que tanto o MK-801, antagonista não competitivo do receptor NMDA, como o 

propranolol, um bloqueador β-adrenérgico, em doses sem efeito per se sobre o medo 

condicionado, reverteram o efeito facilitatório da memória do medo condicionado 

contextual causado pela administração de sucinato.  
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A melhora da memória do medo condicionado contextual induzida pelo sucinato 

parece não ser dependente de estado, uma vez que a injeção pré-teste de sucinato não 

reverteu a melhora da memória induzida pela administração pós-treino de sucinato. 

Uma possível interpretação de dependência de estado para drogas que melhoram a 

memória, é que o estado produzido pela droga no momento do teste é parecido àquele 

induzido pela administração da droga após o treino. Então, o tratamento com a mesma 

droga antes do teste deveria diminuir a similaridade dos dois estados, atenuando assim, 

a melhora da memória (McGaugh, 1992).  Esse aumento da retenção da memória sem 

causar dependência de estado induzido pelo sucinato, também é encontrado com a 

glicose (Kopf et al., 1993), fisostigmina ou oxotremorina (Baratti & Kopf, 1996) e com a 

fluoxetina (Arenas et al 2006). 

Quando injetado diretamente no hipocampo, o sucinato (0,21 nmol) mostrou 

efeito facilitatório sobre a memória contextual, não apresentando nenhum efeito sobre o 

medo condicionado ao tom, e também teve este efeito revertido pelo MK-801 injetado 

intrahipocampalmente. Esse resultado corrobora com o anterior sugerindo um 

envolvimento do sistema glutamatérgico no efeito do sucinato sobre a memória 

contextual.  

Tanto a administração sistêmica como intra-hipocampal do sucinato 

apresentaram uma curva dose-efeito em U invertido sobre o medo condicionado 

contextual, demonstrando o efeito bifásico do sucinato sobre a memória. O efeito 

bifásico do sucinato também tem sido descrito para o comportamento ansiolítico em 

camundongos (Chen et al., 2003). No estudo de Chen e colaboradores (2003) a 

administração, por via oral, de sucinato aumenta a percentagem de entradas nos 
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braços abertos do labirinto em cruz elevada de uma manmeira bifásica. O efeito bifásico 

do sucinato também tem sido descrito para o aumento do potencial pós sináptico 

excitatório de campo de hipocampo de ratos (Roehrs et al., 2004). Além disso, a 

administração intracerebroventricular (i.c.v.) de sucinato diminui a atividade exploratória 

e aumenta a lipoperoxidação e a carbonilação protéica em camundongos de maneira 

bifásica (Sinhorin et al., 2005). 

O hipocampo é uma região do SNC que está envolvida com a aquisição e a 

consolidação de memória explicitas que em animais pode ser examinada utilizando 

paradigma contextual (Anagnostaras et al., 2001; Murchison et al., 2004), ou 

aprendizado espacial (Morris et al., 2003; Murchison et al., 2004). Vários sistemas de 

neurotransmissores influenciam as funções do hipocampo, incluindo o sistema 

glutamatérgico e noradrenérgico. O bloqueio dos receptores β-adrenérgicos, com 

propranolol, no hipocampo piora a memória na tarefa de medo condicionado contextual 

e no labirinto aquático (Murchison et al., 2004). 

No presente estudo a administração de sucinato não alterou a atividade motora e 

nem exploratória, que foram medidas pelo número de cruzamentos e de respostas de 

levantar dos ratos no campo aberto.  Da mesma maneira a administração de sucinato 

não alterou a imobilidade ao novo contexto. Isto indica que o aumento da imobilidade 

dos animais induzido pelo sucinato não foi causado por efeitos inespecíficos do 

sucinato sobre a atividade locomotora e exploratória. Por outro lado, Sinhorin e 

colaboradores (2005) reportaram que ocorre diminuição na atividade locomotora dos 

camundongos após a administração i.c.v. de sucinato. Os resultados, aparentemente 

contraditórios, sobre a atividade locomotora encontrados no presente estudo podem ser 
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devidos as diferentes vias de administração do sucinato e a espécie animal usada nos 

dois estudos.  

Em resumo, no presente estudo nós descrevemos que a administração sistêmica 

e intra-hipocampal de sucinato melhorou a memória da tarefa de medo condicionado 

contextual em ratos. Esta melhora da memória foi revertida por MK-801 e por 

propranolol, indicando que os receptores NMDA e o sistema adrenérgico estão 

envolvidos neste efeito do sucinato. A melhora da memória induzida pelo sucinato não 

é dependente de estado uma vez que a injeção pré-teste de sucinato não reverteu a 

melhora da memória induzida pela administração pós-treino de sucinato. 
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Com base em nossos resultados obtivemos as seguintes conclusões: 

 

! A administração intraperitoneal imediatamente após o treino de sucinato 

melhorou de maneira bifásica, a memória na tarefa de medo condicionado 

contextual, não tendo efeito sobre o medo condicionado ao tom.  Esse efeito 

facilitador sobre o medo condicionado contextual foi revertido pela administração 

de MK-801 e propranolol. 

 

 

! A administração intra-hipocampal imediatamente após o treino de sucinato 

melhorou de uma maneira bifásica, a memória na tarefa de medo condicionado 

contextual, não tendo efeito sobre o medo condicionado ao tom. Esse efeito 

facilitador sobre o medo condicionado contextual foi revertido pela administração 

de MK-801. 

 

 

! O efeito facilitador induzido pela administração intraperitoneal de sucinato sobre 

a memória de medo condicionado contextual não envolve dependência de 

estado. 
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