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Resumo

Embora o conhecimento sobre os mecanismos envolvidos na consolidagdo da memoria tem se
expandido nos ultimos anos, continuamos sem saber como e por que algumas memoérias duram mais
que outras. Recentemente, nosso grupo demonstrou que a ativagdo de um circuito funcional
dopaminérgico area tegmental ventral (VTA)-Hipocampo € essencial para o armazenamento
persistente de uma memoéria de longo prazo (LTM). Sabe-se que através da ativagédo de receptores
colinérgicos nicotinicos (NAChR), a nicotina modula a funcionalidade da VTA. Desta forma, nos
utilizamos como ferramenta comportamental a tarefa de Esquiva Inibitéria (El) para investigar o papel
da modulagéo nicotinica nos neurbnios dopaminérgicos da regidao VTA em uma LTM persistente.
Nossos resultados sugerem que, a infusdo intra-VTA de nicotina 12 horas apds um treinamento fraco
na tarefa comportamental facilita a retengdo de uma memoaria persistente 14 dias, mas ndo 2 dias
apos o treino. De maneira inversa, infusdes intra-VTA de mecamilamina (antagonista n&o especifico
dos nAChR), assim como infusGes de Metilicaconitina, um antagonista de nAChR especificos para
subunidades a7, 12 horas apés um treino forte na tarefa de El, prejudicaram a retengéo persistente
de uma memoria aversiva. A infuséo intra-VTA de Dihidro-B-Eritroidina, um antagonista de nAChR
com subunidades a2/B4, 12 horas apds o treinamento ndo possui efeito algum na persisténcia da
memoria. Infusdes de SCH23390 (antagonista dopaminérgico D1/D5), 12 horas apds o treino
bloqueia o efeito préo-mnésico causado pela administragdo de nicotina intra-VTA. Inversamente,
infusbes de SKF38393 (agonista dopaminérgico D1/D5) 12 horas apds o treino reverte o efeito pro-
mnésico causado pela administragdo de mecamilamina intra-VTA. As modula¢des da transmissao
sinaptica excitatéria necessitam da interagdo entre o Nucleo Tegmental pedunculopontino (PPN), o
cortex pré-frontal medial e a VTA. Entretanto, o PPN controla a liberagdo glutamatérgica do mPFC
sustentando a atividade dopaminérgica dos neurdnios da VTA. Desta forma, nés descobrimos que a
inativacdo reversivel do PPN 12 horas apds um treinamento forte prejudica o armazenamento
persistente de uma LTM. Infusdes de nicotina intra-VTA e de SKF38393 intra-CA1 revertem o efeito
amnésico induzido pela inativagdo do PPN. Da mesma forma, uma inativagcdo temporaria do mPFC
12 horas ap6s um treinamento forte prejudica a persisténcia de uma LTM. Este efeito amnésico é
revertido pelas infusdes intra-VTA de nicotina e NMDA (Agonista de receptores NMDA), assim como
pelas infusbes intra-CA1 de SKF38393 e BDNF (Fator neurotréfico derivado do cérebro) na mesma
janela temporal do experimentos anteriores.

Os nossos resultados sugerem que o recrutamento do sistema colinérgico nicotinico, derivado do
PPN, regule a persisténcia do trago mneménico aversivo através da ativagao especifica dos nAChR
com subunidades a7, modulando positivamente a atividade dos neurbnios dopaminérgicos
localizados na regido VTA. Esta modulagdo promove um aumento na liberacdo de dopamina na
regido CA1, ativando os receptores dopaminérgicos D1/D5 e aumentado a liberagdo de BDNF, o qual

é essencial para o armazenamento de longa duracdo de uma memoria aversiva.

Palavras-Chave: Memoria, Persisténcia, Area Tegmental Ventral, Receptores Colinérgicos

Nicotinicos.



Abstract

Long-term memory (LTM) storage requires activation of the ventral tegmental area (VTA)-
hippocampus dopaminergic loop and synthesis of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) late after
learning (Bekinschtein et al., 2007; Rossato et al., 2009). Nicotinic acetylcholine receptors (nAChR)
modulate VTA function. Therefore, we analyzed the involvement of these receptors on the lasting
storage of fear memory in adult male Wistar rats. Intra-VTA infusion of nicotine 12 h after a weak
inhibitory avoidance (IA) training session facilitated LTM retention 14 days but not 2 days later.
Conversely, administration of the non-subtype specific NAChR antagonist mecamylamine, or of the
a7-nAChR antagonist methyllycaconitine 12 h after a strong IA training session impaired LTM
persistence. The a2/B4-nAChR antagonist dihydro-B-erythroidine had no effect on memory. Intra-CA1
infusion of the D1/D5 receptor antagonist SCH38393 blocked the promnesic action of intra-VTA
nicotine. On the contrary, intra-CA1 administration of the D1/D5 receptor agonist SKF38393 reversed
the amnesia induced by intra-VTA mecamylamine. Modulation of excitatory synaptic transmission
requires interaction between the pedunculopontine tegmental nuclei (PPN), the VTA, and the medial
pre-frontal cortex (mPFC). Particularly, PPN controls glutamate release from mPFC, sustaining the
activity of dopaminergic neurons in the VTA. We found that reversible inactivation of the PPN 12h after
strong training impaired IA LTM persistence. Intra-VTA infusion of nicotine and intra-CA1 infusion of
SKF38393 reversed the amnesia induced by PPN inactivation. Likewise, temporary inactivation of the
mPFC hindered LTM persistence, and this effect was reversed by infusion of nicotine and NMDA in
the VTA and also by SKF38393 and BDNF given in dorsal CA1 12 h posttraining. Together with
previous results, this set of experiments indicates that PPN/mPFC interactions mediated by a7-nAChR
control the activation state of the VTA-hippocampus dopaminergic loop and the expression of

hippocampal BDNF to modulate the persistent storage of aversive memories.

Keywords: Memory, Persistence, Ventral Tegmental Area, Nicotinic Acetylcholine Receptors.
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1. Introdugédo

Os ultimos 25 anos tém presenciado um avango notavel na neurobiologia da cogni¢cdo. O
advento de novas tecnologias para analise bioquimica, eletrofisiolégica e comportamental trouxe base
para pesquisas que, com o desenvolvimento de farmacos cada vez mais especificos, permitiram
elucidar os mecanismos basicos da consolidagdo das memodérias. Entretanto, os processos que atuam
sob as memodrias ja formadas, com especial destaque para aqueles que medeiam seu
armazenamento persistente, sua modificagdo e seu desaparecimento ainda foram pouco estudados.
Assim, acredita-se que o armazenamento persistente das memoérias depende da detecgdo de sua
saliéncia comportamental. Especulagbes de indole tedrica sugerem que a area tegmental ventral
(VTA) e o hipocampo desempenham um papel fundamental neste processo (1). De fato, nosso
laboratério descreveu recentemente a existéncia de uma fase tardia no processamento mnemanico
durante a qual se determina a duracdo da memoéria. Esta fase é regulada por um circuito
dopaminérgico que compreende a VTA e o hipocampo e cuja funcionalidade controla a sintese e
liberacdo do fator troéfico derivado do cérebro (BDNF) na regido CA1 (1). Esta tese analisa as
modificagdes que ocorrem nos componentes do circuito funcional VTA/hipocampo durante a fase de
persisténcia, bem como a influéncia que diferentes estruturas corticais como o Coértex Pré Frontal
Medial (mPFC) e o Nucleo Tegmental Pedunculopontino (PPN) tém sobre este circuito, para tentar
descobrir porque algumas memoérias de longa duragédo perduram mais do que outras. Assim, ao final
do presente estudo, pretende-se ter acumulado o conhecimento basico que permita o
desenvolvimento futuro de farmacos e estratégias terapéuticas para o tratamento de transtornos onde

0 armazenamento persistente das memorias seja parte central da fisiopatologia.

2. Revisao de Literatura

2.1 Qualificagao do principal problema a ser abordado

Por que algumas memodrias perduram apenas dias, enquanto outras persistem durante a vida
toda (2, 3)? Uma vez armazenadas, estas memorias permanecem imutaveis ou podem ser alteradas
para incorporar nova informagao? O que ocasiona a falha dos substratos neurais que suportam o
armazenamento do engrama? Estas e outras perguntas fundamentais estdo comegando a ser
respondidas, e trabalhos realizados no nosso laboratério ocupam um lugar de destaque neste
processo de descoberta. Este projeto visa, justamente, aprofundar nosso conhecimento sobre as trés
questdes levantadas acima, que, além de sua importancia em nivel basico, ttm enormes implicagbes
clinicas. Assim, a elucidacdo dos processos envolvidos no armazenamento duradouro, e na
modificagcdo e falha seletiva da informacdo adquirida permitira o desenvolvimento de terapias e
farmacos visando o tratamento de transtornos caracterizados pela persisténcia exacerbada ou pela

auséncia de lembrangas especificas.



2.2 Como persistem as memérias?

Experimentos realizados no nosso laboratério indicam que por volta de 12 horas apoés o
aprendizado inicia-se no hipocampo uma fase do processamento mnemaonico na qual se determina a
duracdo da memodria em questao (4). Esta fase requer a expressdo de BDNF, fendmeno que parece
ser suficiente para promover o armazenamento persistente do trago mneménico (5, 6). O BDNF é
uma pequena proteina pertencente a familia das neurotrofinas que cumpre um papel critico na
regulagédo dos processos plasticos associados ao aprendizado (7, 8). Assim, a incubagdo com BDNF
modula a neurotransmissao excitatéria no hipocampo, facilitando a potenciacdo de longa duracao
(LTP; (9-11)), um dos substratos celulares da formagcao de meméorias (12, 13). O BDNF também ¢é
capaz de induzir modificagbes do tipo estrutural, incluindo a ramificagcdo axonal e a formagao de
espinhos dendriticos nos neurdnios piramidais da regido CA1 (14-18). Estas a¢des do BDNF sao
mediadas pelo seu receptor, a tirosina cinase TrkB (19) e, assim como outros fendmenos iniciados
pelo BDNF, requer AMPc para acontecer (20). Contudo, o BDNF néo ativa diretamente as vias de
sinalizacdo mediadas por AMPc, nem induz sua formagéo (21-23), indicando que este nucleotideo
possui um efeito permissivo na sinalizagdo mediada pelo BDNF. De fato, o AMPc regula
positivamente a autofosforilagcdo de TrkB, promovendo sua inser¢gdo na densidade poés-sinaptica e
aumentando o numero de espinhas dendriticas nos neurdnios hipocampais (24). Interessantemente,
estes efeitos também sao induzidos pela estimulagao de receptores dopaminérgicos de tipo D1/D5,
sugerindo a existéncia de uma relagédo funcional entre a ativagdo destes receptores e BDNF no
hipocampo.

A interagcdo, em distintos niveis, entre o sistema dopaminérgico e o BDNF esta bem
documentada. Sabe-se que a administracdo sistémica de haloperidol diminui os niveis de BDNF e
TrkB no hipocampo (25, 26), e que a dopamina aumenta a expressdo de BDNF em diferentes regides
do cérebro mediante um mecanismo que requer a ativagdo da via de sinalizagdo AMPc/PKA/CREB
(27-29). Por sua vez, o BDNF regula a sobrevida de neurbnios dopaminérgicos (30), estimula a
expressao dos distintos receptores desta catecolamina (31, 32) e induz sua liberagdo no hipocampo
(33, 34). Além disto, a maioria dos antidepressivos de agdo dopaminérgica provoca um aumento na
sintese de BDNF e ativa a sinalizagdo mediada por TrkB (35), sugerindo que a regulagéo
dopaminérgica desta sinalizagdo é fundamental no controle do processamento de informagéo. De
fato, o numero de terminais dopaminérgicos é particularmente elevado no stratum lacunosum-
moleculare da regido CA1 (36, 37). Esta regido apresenta abundante marcagéo para receptores D1
(38, 39) e D2 (40, 41), bem como a maquinaria enzimatica encarregada de controlar a
neurotransmissao dopaminérgica, incluindo proteinas recaptadoras (42), enzimas inativadoras (43),
enzimas biossintéticas (44) e proteinas reguladoras (45).

A dopamina desempenha um papel fundamental no estabelecimento duradouro da LTP no
hipocampo (46-48). Assim, o antagonista D1, SCH23390, acelera o decaimento da LTP na regiao
CA1 (49) enquanto a infusdo intra-hipocampal do agonista D1, SKF38393, aumenta sua duracgéo (50).
Os efeitos da dopamina na LTP devem-se principalmente a sua agao sobre a transcrigdo mediada

pela via de sinalizagdo AMPc/Rap1/ERK/CREB e a sintese dendritica de proteinas (51-54). Neste



contexto, é importante destacar que o bloqueio da degradagcao de BDNF também aumenta a duragéo
da LTP no hipocampo (55, 56). A maioria das aferéncias dopaminérgicas do hipocampo provém da
VTA.

O hipocampo, se conecta com o nucleo accumbens, o qual modula diretamente ou através do
globo palido a atividade dos neurdnios dopaminérgicos da VTA, estabelecendo assim uma alga
funcional que, acredita-se, regula a entrada da informacao na memoria de longa duracdo (1). A
atividade desta alca estaria modulada pela novidade e relevancia comportamental da informagéo
adquirida, sugerindo que a regulagcédo de sua funcionalidade poderia constituir um dos mecanismos
mediante os quais o cérebro determina o armazenamento duradouro das memdrias. A este respeito,
nosso grupo recentemente demonstrou que, em ratos, uma memoria aversiva que em condi¢des
normais deveria perdurar durante varios dias decai rapidamente quando se administra um
antagonista de receptores D1 na regido CA1 do hipocampo 12 horas, mas n&do imediatamente apds o
treino. Em contrapartida, a infusdo de um agonista D1 no mesmo periodo critico pés-treino, permite
que uma memoéria que normalmente decairia rapidamente venha a persistir por mais de 14 dias (4). O
efeito facilitador produzido pela ativacdo dos receptores D1 é acompanhado pela ativagdo da via
AMPCc/PKA/CREB e da tirosina hidroxilase, sendo mediado pelo BDNF na regido CA1 do hipocampo
dorsal e regulado pela dopamina liberada pelos terminais de neurdnios provenientes da VTA tanto no
momento do aprendizado como 12 horas apdés o mesmo. Isto sugere que a alga VTA/hipocampo é
ativada especificamente durante o aprendizado de experiéncias emotivas relevantes e determina
durante quanto tempo as memorias a elas associadas vao persistir. Este processo inicia-se no
mesmo momento em que ocorre o0 evento a ser lembrado, dura pelo menos 12 h, e culmina com o
aumento da funcionalidade da sinalizagdo mediada pelo BDNF no hipocampo. Contudo, ainda nao
sabemos se a natureza do mesmo é ciclica ou fasica, e se envolve ou ndo a ocorréncia de
modificagdes plasticas dependentes da atividade como, por exemplo, a LTP. Fendmenos
semelhantes a LTP, mas que demoram varias horas para se desenvolver, ja foram descritos na VTA
apos a administragédo de drogas de abuso (57, 58) incluindo a nicotina (59, 60).

O sistema colinérgico é largamente distribuido no SNC, porém alguns locais sé&o
caracterizados por possuir vias colinérgicas especificas, como o estriado e o tronco cerebral (61).
Dentre estas as estruturas que pertencem ao tronco cerebral, o nicleo tegmental laterodorsal (LDT) e
o PPN se destacam por suas interagdes em processos cognitivos como aprendizado, atencéo e
recompensa (62). De fato, sabe-se que as aferéncias colinérgicas para a VTA provém do PPN e
atuam sobre distintos subtipos de receptores colinérgicos nicotinicos (nAChR) (63-65). Os nAChR
neuronais podem ser homoméricos ou heteroméricos, dependendo da composicdo de suas
subunidades (66), onde os complexos mais estudados s&o os receptores apenas com subunidades
a7 ou conjuntos de subunidades a e 3 (a4 32) (67, 68). A interagdo do PPN com a regido VTA parece
também influenciar outros sistemas de neurotransmissores, podendo aumentar a resposta sinaptica
glutamatérgica na VTA (69) e regular a sinalizagdo dopaminérgica em distintas areas alvo, como o
hipocampo dorsal (70). Estudos recentes sugerem que esta modulagéo glutamatérgica é derivada da
interagédo entre as conexdes sinapticas do mPFC para a VTA, atuando sobre receptores colinérgicos

nicotinicos com subunidades a7 (a7nAChR) localizados nos terminais pré-sinapticos (59). Além de



ser o sistema excitatério mais abundante no SNC, estando presente entre 80 a 90% das sinapses
(71), o sistema glutamatérgico possui uma importancia vital para a plasticidade sinaptica, ja que a
LTP depende da interacdo do neurotransmissor glutamato com o receptor NMDA para que se
estabeleca um fortalecimento sinaptico duradouro (72). Atualmente as teorias do aprendizado que
melhor explicam a representagdo e armazenamento da memoéria no cérebro sdo os mecanismos

celulares e moleculares envolvidos na LTP (73).

2.3 Envelhecimento e Cognigao

Envelhecimento é o acumulo de modificagdes que acontecem em um organismo com o passar
dos anos (74). Em humanos, esse processo refere-se a alteragbes de ordem fisica, psicolégica e
social. A senescéncia significa o envelhecimento normal, o qual nos permite conviver em harmonia
com as limitagbes impostas pela idade avangada, mantendo-nos ativos e saudaveis até as fases
tardias da vida. Porém, o conjunto de mudangas ocorridas durante o envelhecimento pode apresentar
um padrdo “anormal’, afetando progressivamente a qualidade de vida do idoso. Nesse caso,
considera-se que existe um processo diferente, ao qual chamamos senilidade. E importante que se
possa distinguir entre as alteragbes que fazem parte da individualidade de cada pessoa e nao
causam grandes males ao bem-estar daquelas com caracteristicas patoldgicas (75).

Estudos experimentais em animais e humanos sugerem que os declinios cognitivos associados
ao envelhecimento normal, isto &, a senescéncia, sdo derivados de alteragdes estruturais e
moleculares especificas, como modificagées na morfologia e na sobrevivéncia neuronal.

A morte neuronal relacionada a senescéncia parece limitar-se a uma diminui¢éo leve (<10%)
em regides especificas do SNC (76), ndo ocorrendo morte neuronal generalizada (77). As evidéncias
sobre modificagbes pontuais na morfologia neuronal ainda sdo escassas, porém alguns estudos a
este respeito sdo muito relevantes, uma vez que demonstram que durante o envelhecimento ha
diminuicdo no nimero e no comprimento dos espinhos dendriticos, assim como redugdo na
densidade axonal e degradagdo estrutural nas bainhas de mielina (78). Além disso, ha indicios de
que o acumulo de alteragdes ocorre com maior intensidade em algumas regides do cérebro como,
por exemplo, em areas do prosencéfalo (79).

Diferentes sistemas de neurotransmissores como o dopaminérgico, o glutamatérgico e

principalmente o colinérgico estdo envolvidos com o envelhecimento e suas consequéncias.
A hipotese colinérgica das disfungbes mnemdnicas associadas ao envelhecimento proposta por
Bartus e colaboradores em 1982, hipotetiza que os disturbios da transmissdo colinérgica em
pacientes com deméncia sejam os responsaveis ou desempenham um papel importante nos déficits
de memoria e problemas cognitivos (80).

Desde esta publicacdo, muitos esforgos estdo sendo feitos para esclarecer como as alteragdes
que ocorrem durante o envelhecimento afetam o sistema colinérgico, e se estas mudancgas interferem
no processamento cognitivo. Estudos sugerem que manipulagbes farmacoldgicas do sistema

colinérgico podem causar alteragbes no padrdo de ativacdo de estruturas cerebrais, porém



dependem da tarefa realizada (81, 82). Neste mesmo contexto, outros trabalhos indicam que a idade
altera o perfil da atividade cerebral o que também depende da tarefa experimental empregada (83).
As inervagbes colinérgicas s&o originados a partir de ndcleos do prosencéfalo basal e do tronco
cerebral, comunicando-se com grandes regides corticais (e.g. coértex cingulado), o hipocampo, o
talamo e areas dopaminérgicas do mesencéfalo (e.g. VTA) (84-86).

A conexdo entre o PPN e a VTA acontece basicamente através da transmiss&o colinérgica.
Com isso, alteragbes na comunicagdo entre estas regides durante o envelhecimento podem trazer
danos a transmissao colinérgica e interferir no processo de aprendizado e na formagao do trago
mnemonico (87). Estas evidéncias mostram a importancia do sistema colinérgico no processamento
sensorial e mnemdnico durante o envelhecimento.

Alteragbes em outros sistemas de neurotransmissores ligados diretamente a VTA também
possuem importancia fisiologica, como é o caso dos sistemas dopaminérgico (88, 89) e
glutamatérgico (90). Acredita-se que ao longo do processo de envelhecimento ocorram modificagdes
na densidade cerebral de marcadores de atividade dopaminérgica, como os receptores D1 e D2 e o
transportador de dopamina (91), assim como alteragdes no padrdo de liberacdo de dopamina (92,
93).

As alteragbes no sistema glutamatérgico estao relacionadas em grande parte com a atividade
do mPFC, o qual é muito vulneravel a influéncia do envelhecimento (94). Mesmo durante o
envelhecimento normal, as fungdes cognitivas dependentes desta regido cortical sdo afetadas como,
por exemplo, a memoaria de trabalho em humanos (95-98), em primatas (99, 100) ou até mesmo em
roedores (101, 102).

Estudos sobre a fisiologia dos processos cognitivos associados ao envelhecimento tém sido
muito importantes para aumentar o conhecimento sobre os mecanismos basicos que mudam ao
longo do tempo.

A busca de esclarecimentos a este respeito ajuda também a entender o mecanismo de doencas
neurodegenerativas com ou sem déficits cognitivos associados. Mesmo com a evolugédo da pesquisa
basica, os mecanismos destas interagbes sobre o processo do envelhecimento continuam
desconhecidos, sendo necessarios mais estudos para solucionar questdes dubias.

3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

O objetivo central desta tese é aprofundar o conhecimento a respeito da fase de persisténcia
da memodria, estudando especialmente o papel desempenhado pelas conexdes dopaminérgicas entre
a VTA e o hipocampo, e sua regulagdo pelo mPFC, e PPN. Para tanto avaliamos as seguintes
hipoteses:

A algca dopaminérgica VTA/hipocampo controla o armazenamento da informagdo mediante a
potenciagdo da eficacia da regulagdo glutamatérgica dos neurdnios da VTA que liberam



dopamina na regido CA1 do hipocampo. Esta potenciacdo é regulada pela neurotransmissao
colinérgica nicotinica e pela neurotransmissao glutamatérgica proveniente do mPFC.

A potenciagao iniciar-se-ia no momento do aprendizado e alcangaria sua plenitude aproximadamente
12h mais tarde, induzindo no hipocampo a ativagdo da maquinaria transcricional e traducional
que levaria a expressdo tardia de BDNF e facilitaria o estabelecimento de novas conexdes

sinapticas entre a VTA e os neurbnios piramidais da regido CA1.

3.2 Objetivos especificos

* Analisar o efeito da estimulagdo e do bloqueio do sistema nicotinico de maneira nao especifica
em VTA, assim como a sua interagdo com o sistema dopaminérgico na regido CA1 do hipocampo
dorsal, sobre a persisténcia de uma memoria aversiva.

* Analisar as alteragbes comportamentais provenientes das modulagdes farmacolégicas na VTA,
analisando a participagdo dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, bem como a
participagéo do sistema colinérgico nicotinico de tipo a7 neste processo.

* Determinar o efeito da inativagdo temporaria do PPN na persisténcia da memodria, analisando o
efeito destas manipulagbes do ponto de vista comportamental sobre a persisténcia de uma
memoria aversiva.

* Determinar o efeito da inativagdo temporaria do mPFC na persisténcia da memaria, analisando o
efeito destas manipulagdes sobre a liberacdo de acetilcolina na VTA e de dopamina na regido

CA1 do hipocampo dorsal.

'S

. Metodologia

Para cumprir os objetivos propostos utilizamos a tarefa de esquiva inibitéria de sess&o Unica
(El) como modelo experimental. O conhecimento que o nosso grupo acumula a respeito dos sistemas
neurais envolvidos no processamento deste tipo de memoédria, com suas caracteristicas
metodoldgicas, fazem da tarefa de El uma escolha obrigatdéria. Dentre essas caracteristicas

destacam-se:

- Esta tarefa esta baseada em um comportamento universal e inato: a aversdo produzida pelo
medo (103).

- Para a aquisicdo da resposta de esquiva é necessario somente uma sessao de treino, o que
permite distinguir claramente entre os eventos relacionados com a consolidacdo e aqueles
envolvidos com a persisténcia do tragco, o que é impossivel utilizando paradigmas de multiplas
sessoes (3).

- A intensidade e a duragdo da sessdo de treino podem ser controladas com conseqiiéncias
previsiveis na magnitude e persisténcia da resposta aprendida, o qual facilita a analise correlativa

dos dados comportamentais (5, 6).



O treino foi realizado em uma caixa de madeira (50 x 25 x 25 cm) com um painel frontal de
acrilico e um piso formado por uma grade de barras metalicas conectadas a uma fonte de corrente
elétrica (Figura 1). Em um extremo desta caixa e sobre a mencionada grade localiza-se uma
plataforma de 5 cm de altura e 8 cm de largura. Durante a sess&o de treino o rato é colocado na
plataforma. Respondendo a uma tendéncia inata, o rato desce da plataforma para explorar o restante
da caixa de treino e, no momento em que coloca suas quatro patas sobre a grade, recebe um choque
elétrico. Assim, em apenas uma sesséo, 0os animais aprendem a néo descer da plataforma para evitar
o0 choque. Durante a sessdo de teste os animais foram expostos ao mesmo ambiente, e o
aprendizado foi medido pelo tempo em que o animal leva para descer da plataforma (laténcia; (5)). O
tempo maximo da sessdo de teste € de 300 segundos, onde o animal explora livremente a

plataforma. Nesta etapa os animais sao retirados da caixa sem receber qualquer tipo de choque.

Esquiva Inibitéria

Treino

>

Teste

o

Figura 1: Protocolo de treinamento e teste na tarefa de esquiva inibitoria.

Em todos os experimentos utilizamos ratos Wistar machos de 3 meses de idade. Céanulas
foram implantadas bilateralmente mediante a utilizagdo de um aparelho de cirurgia estereotaxica
(Kopf® Instruments). Durante o procedimento cirirgico, os animais foram mantidos anestesiados e
sedados empregando-se xilazina (13 mg/kg; i.p.) e ketamina (100 mg/kg; i.p.). As coordenadas
utilizadas neste trabalho foram (em mm): CA1 (AP -4,2/ LL 3,0/ DV -3,0), VTA (AP -4,8/ LL £1,0/ DV
-9,0), mPFC (AP +3,2/ LL 0,8/ DV-4,0) e PPN (AP -8,0/ LL £2,0/ DV -8,0), as quais foram definidas
em estudos prévios (ver curriculum vitae do orientador) a partir de um atlas anatdbmico para ratos
(104). Todos os animais passaram por um periodo de recuperagdo pos cirdrgico de aproximadamente
5 dias para se recuperar do procedimento cirirgico e para que o efeito analgésico néo interferisse nos

experimentos comportamentais.



Os animais foram divididos em dois grupos onde a intensidade do choque durante o treino foi
variada: um grupo recebeu um choque fraco (0,4 mA) e o outro, um choque forte (0,8 mA) durante 2 s
(Figura 2). Demonstrou-se previamente que este procedimento induz a formagdo de tragos
mnemonicos de duragdes diferentes (5). Os animais receberam, entdo, microinje¢cdes bilaterais
através das canulas posicionadas previamente nas regides de interesse. Os farmacos que foram
infundidos na regido CA1 do hipocampo dorsal sdo: SCH23390 (SCH; 1,5 ug/lado), SKF38393 (SKF;
12,5 yg/lado) e BDNF (0,25 pg/lado); na VTA foram infundidos: nicotina (NICO; 0.5, 3 e 6 ug/lado),
mecamilamina (MECA; 1, 5 e 10 ug/lado), metilicaconitina (MLA; 30 pg/lado), dihidro-B-eritroidina
(DHBE; 30 pg/lado) e NMDA (0.2 pg/lado); no mPFC e no PPN o farmaco infundido foi muscimol
(MUS) na concentracao de 0.5 pg/lado. Todos os farmacos utilizados neste estudo foram infundidos
12 horas apds o treinamento na tarefa de esquiva inibitéria. Os volumes infundidos em cada
hemisfério foram variados: 1 yl na regidao CA1, 0,5 yl na VTA, no mPFC e no PPN.

Os animais foram testados 2 e/ou 14 dias apds o treinamento na tarefa descrita acima, para que se
pudéssemos discernir entre o periodo de formagao/consolidagcdo da memoéria € o periodo que

consideramos longo o suficiente para que possamos chama-lo de persisténcia (Figura 2).

e——— (Teste 14 dias
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Figura 2: llustragdo dos diferentes tipos de treinos (setas cinza) e testes (setas azuis) utilizado neste estudo,
assim como a janela de intervengéo farmacoldgica utilizada nos experimentos (seta branca).

Para determinar se algum efeito observado ndo é devido a influéncia dos estados de
ansiedade ou atividade locomotora e exploratéria, foram empregadas as tarefas de labirinto em cruz
elevado e campo aberto. Para a tarefa do campo aberto, os animais foram colocados em um aparato
comportamental que consiste em uma caixa de madeira com dimensdes de 60 x 40 x 50 cm
(comprimento x profundidade x altura) com a sua parede frontal de vidro transparente. O assoalho da
caixa é dividido em 12 quadrantes com igual area de superficie. Durante o experimento, o animal é
gentilmente colocado na arena do campo aberto, a qual ele pode explorar livremente por 5 min.
Durante este tempo registraram-se o numero de linhas cruzadas e o numero de elevagdes sobre as
patas traseiras (em inglés rearings), comportamentos que nos roedores denotam exploragao (105). Ja
a tarefa do labirinto em cruz elevado consiste em uma plataforma em cruz com 40 cm de
comprimento em cada brago, posicionada a 1 metro de altura. Dois bragos do labirinto possuem
paredes elevadas, sendo denominados fechados, e os outros dois ndo possuem paredes, sendo

denominados abertos. O animal é colocado no centro do labirinto e deixado livre para explora-lo por 5



min. Registra-se, entdo, o tempo de permanéncia e o nimero de entradas nos bragos abertos e
fechados. Quanto mais ansioso estiver o animal, maior o tempo de permanéncia nos bragos fechados
(naturalmente menos aversivos a roedores) e maior também o numero de entradas nestes bracgos
(106). Estas tarefas comportamentais sao utilizadas corriqueiramente nos trabalhos do nosso grupo
de pesquisa, com isso os resultados que serdo apresentados nesta tese sdo relativos aos grupos
experimentais que nunca haviam sido submetidos a estes testes. Os grupos experimentais testados
sd0: animais que receberam infusGes de nicotina na VTA (Tabela 1) e os animais que receberam
infusdes no PPN (Tabela 2).

VEH NICO

152+09 13.65+0.9
8.5+0.38 7.0+£0.7

41.6 £3.7 46.9+8.3
42079 48.6 £ 8.4
16.7+£2.0 20.2+3.6

a A WO DN =

Tabela 1: A Infusdo de NICO na VTA nao apresenta efeito sobre a atividade locomotora e exploratéria ou
sobre o estado de ansiedade. NICO (6ug/lado) ou veiculo (VEH; 0.1% DMSO em salina) foram infundidos na
VTA 14 dias antes da exposi¢cdo as tarefas de labirinto em cruz elevado e campo aberto. Os dados sao
expressos como média + erro padrdo do numero total de entradas (1), numero de entradas nos bragos abertos
(2) e a porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos (3), Labirinto em cruz elevado; n = 8 por grupo, € o
numero de cruzamentos e elevagbes (4 e 5), Campo aberto; n = 8 por grupo, teste t de Student. Diferentes
grupos de animais foram utilizados para cada teste comportamental.

VEH MUS (PPN)
139+08 13.0%£0.8
8.0+£0.7 75+0.38
443+74 454179
483+81 45279
19.8+31 219+£33

a A WO N =

Tabela 2: Infusdes de MUS no PPN nao apresenta efeito sobre a atividade locomotora e exploratéria ou
sobre o estado de ansiedade. MUS (1pg/lado) ou veiculo (VEH; 0.1% DMSO em salina) foram infundidos no
PPN 14 dias antes da exposicdo as tarefas de labirinto em cruz elevado e campo aberto. Os dados sado
expressos como média + erro padrdo do numero total de entradas (1), nUmero de entradas nos bragos abertos
(2) e a porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos (3), Labirinto em cruz elevado; n = 8-10 por grupo, e o
numero de cruzamentos e elevagdes (4 e 5), Campo aberto; n = 8-10 por grupo, teste t de Student. Diferentes
grupos de animais foram utilizados para cada teste comportamental.

Os animais utilizados nos experimentos foram submetidos a analise histologica para
determinagdo exata do posicionamento das cénulas, e os animais onde o posicionamento das

canulas foi incorreto, foram excluidos das analises. Para o procedimento histolégico, os animais



10

foram infundidos com azul de toluidina 5% e, apés 15 minutos, os cérebros foram removidos e
congelados em isopentano resfriado a - 80°C em nitrogénio liquido. Foram obtidos cortes seriados de
40 ym em um criostato (CM3050S, Leica Microsystems, Munique, Alemanha), os quais foram
montados em laminas seguindo o protocolo histoquimico de acetilcolinesterase (104, 107). As
[&minas foram analisadas em um microscépio (Leica DM5000B), onde as estruturas cerebrais foram
visualizadas com o auxilio do atlas (104). Foi identificada a lesdo causada pela canula, e o ponto das
infusdes determinado pelo corante previamente infundido nos animais.

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 5
(GraphPad Software). Os dados obtidos na tarefa de esquiva inibitéria foram expressos como
mediana # intervalo interquartilico, e analisados mediante estatistica ndo paramétrica (teste de Mann-
Whitney ou Kruskal-Wallis seguido por teste de Dunn, dependendo do numero de grupos
comparados), ja que a variavel em estudo (i.e. a laténcia de descida da plataforma) ndo segue uma
distribuicdo normal nem cumpre com o requerimento de homocedasticidade (igualdade das
variancias). Os dados da tarefa de campo aberto e do labirinto em cruz elevado foram expressos
como média * erro padréo e foram analisados utilizando-se testes paramétricos (teste f de Student ou
ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnet, dependendo do numero de grupos comparados).

Valores de p < 0,05 seréo considerados estatisticamente significantes.
5. Resultados e Discussao

Um treinamento leve (0.4 mA, 2 s) na tarefa de El gera uma memoria de aversdo que decai
rapidamente, durando ndo mais de 2 dias. Entretanto, o treinamento forte (0.8 mA, 2 s) induz uma
LTM com maior durabilidade, persistindo por 14 dias ou mais (Figura 3).

*k%k

300 [J0,4 mA
0.8 mA

*k%k

200+

100+

0 . |
Tr 2 Dias 14 Dias

Testes

Laténcia para descida (s)

Figura 3. O treinamento com choques de diferentes intensidades altera a durabilidade do traco
mnemonico. Os animais foram treinados na tarefa de El com um choque leve (0.4 mA/2s) ou um choque forte
(0.8 mA/2s) e a LTM foi medida por meio de testes 2 e 14 dias apds o treino. Os dados estdo apresentados
como média + SEM; n=8-10 por grupo. ***P < 0.001, **P < 0.01 e *P < 0.05 no teste de Dunnet apés ANOVA.



11

A infusdo de nicotina intra-VTA, 12 horas apdés um treinamento leve na tarefa de El, na dose de
12pg/ul, mas ndo em doses mais baixas (1 e 6ug/ul) melhora a persisténcia de uma memoria
aversiva nos animais testados aos 14 dias apods o treino. Os animais que foram testados 2 dias apds
o treino n&o apresentaram diferenca significativa (Figura 4). Estes resultados nos indicam que a
ativagdo dos nAChR modulam positivamente a persisténcia do trago mnemaonico, porém nao interfere
na consolidagdo e/ou formagao do trago mnemdnico. Outros trabalhos sugerem que a nicotina
interfere diretamente na memoaria de curta duragdo (STM), aquisicdo e consolidagdo da LTM em
macacos, ratos e camundongos (108), assim como em outros animais inferiores (109). Entretanto

este resultado parece dever-se a janela temporal de administracdo das drogas.

300+ [ VEH
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Laténcia para descida (s)

O 1
Tr 2 Dias 14 Dias
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Figura 4. Nicotina melhora a persisténcia de uma memoéria aversiva. Os animais foram treinados na tarefa
de El, utilizando um choque leve (0.4mA/2s) e 12 horas mais tarde receberam infusdes intra-VTA de nicotina
(NICO) ou veiculo (VEH; 0.1% DMSO em salina). Os animais foram testados 2 ou 14 dias apds o treinamento.
Os dados estédo apresentados como média + SEM; n=8-10 por grupo. ***P < 0.001, **P < 0.01 e *P < 0.05 no
teste de Dunnet ap6s ANOVA.

Inversamente, quando infundimos mecamilamina, um antagonista ndo-especifico dos nAChR,
na regido VTA 12 horas ap6s um treinamento forte na tarefa de El, na dose de 20 yg/ul, mas ndo nas
doses de 2 ou 10ug/ul. Da mesma forma que o experimento anterior, o grupo de animais testados 2
dias apds o treinamento ndo apresentaram diferenga significativa entre o grupo que recebeu a droga
e o grupo controle (Figura 5). Este conjunto de resultados demonstram que a ativagdo dos nAChR 12
horas apds o treinamento interferem no armazenamento duradouro do trago mnemaonico, porém nao

interferindo na formag&o deste mesmo trago.
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Figura 5. Mecamilamina prejudica a durabilidade do trago mneménico. Os animais foram treinados na tarefa
de El com um choque forte (0.8mA/2s) e 12 horas apos receberam infusdes de veiculo (VEH; 0.1 % de DMSO
em salina) ou mecamilamina (MECA) intra-VTA. Os animais foram testados 2 ou 14 dias apds o treinamento. Os
dados estdo apresentados como média + SEM; n=8-10 por grupo. ***P < 0.001, **P < 0.01 e *P < 0.05 no teste
de Dunnet apés ANOVA.

Porém, o efeito da ativagdo dos nAChR nos processos cognitivos parece dever-se a uma
ativacao especifica de nAChR, de acordo com o conjunto de subunidades que compde o receptor e
com a localizagdo desses receptores (110-112). Para comprovarmos esta hipétese, infundimos intra-
VTA de MLA, um antagonista de nAChR com subunidades a7, na dose de 120 ug/ul, 12 horas apés
um treinamento forte na tarefa de El apresentaram um prejuizo na retengédo persistente desta
memoria (Figura 6). Este mesmo resultado ndo se repetiu quando infundimos intra-VTA, DHBE, um
antagonista de nAChR com combinac¢des de subunidades alfa e beta na dose de 120 pg/ul durante a
mesma janela farmacolégica (Figura 6). Este resultado nos sugere que os receptores contendo
somente subunidades a7 sdo responsaveis pela modulagdo da persisténcia do trago mnemonico. Ao
ser ativada, a regido VTA libera dopamina na regido CA1 do hipocampo dorsal interagindo
diretamente com receptores presentes nesta regido e fortalecendo a retengdo da memdria (4). A
presenga de nAChR na VTA nos leva a crer que existe uma relagdo proxima entre o papel
desempenhado pela dopamina na persisténcia da memoria e os nAChR.
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Figura 6. O bloqueio dos receptores nicotinicos compostos por subunidades do tipo a7 prejudica a
persisténcia da memoria. Os animais foram treinados na tarefa de El com um choque forte (0.8mA/2s) e
receberam infusdes intra-VTA de veiculo (VEH; 0.1% de DMSO em salina), metilicaconitina (MLA) ou Dihidro-§-
Eritroidina (DHBE) 12 horas mais tarde. Os animais foram testados 14 dias apds o treino. Os dados estéo
apresentados como média + SEM; n=8-10 por grupo. ***P < 0.001, **P < 0.01 e *P < 0.05 no teste de Dunnet
ap6s ANOVA.

Para isso, realizamos alguns experimentos com coinfusbes de distintos farmacos em
diferentes regides do encéfalo. No primeiro experimento os animais foram infundidos com nicotina
intra-VTA concomitante com a infus&o intra-CA1 de SCH23390, um antagonista de receptores D1/D5,
na dose de 1.5 ug/ul, 12 horas apds um treino leve na tarefa de esquiva inibitéria. O bloqueio dos
receptores D1/D5, pela infusdo de SCH23390 reverte o efeito pro-mnésico que haviamos encontrado
com a ativagdo dos nAChR (Figura 7). Da mesma forma, o prejuizo mneménico causado pela infuséo
intra-VTA de mecamilamina, 12 horas ap6s um treinamento forte, é revertido pela infusédo intra-CA1
de um agonista de receptores D1/D5, SKF38393, na dose de 12.5 pg/pl durante a mesma janela

temporal (Figura 8).
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Figura 7. O efeito pr6-mnésico da infusao intra-VTA de nicotina é revertido pelo bloqueio da atividade dos
receptores dopaminérgicos D1/D5 no hipocampo dorsal. Os animais foram treinados na tarefa de El com um
choque leve (0.4mA/2s) e 12 horas mais tarde receberam infusdes bilaterais de veiculo (VEH; 0.1% de DMSO)
na VTA e na regido CA1 ou nicotina (NICO; 6 pg/lado) na VTA mais VEH na regido CA1, ou NICO na VTA mais
SCH23390 (SCH; 1.5 pg/lado) no hipocampo dorsal. Os animais foram testados 14 dias apods o treino. Os dados
estdo apresentados como média + SEM; n=8-10 por grupo. ***P < 0.001, **P < 0.01 e *P < 0.05 no teste de
Dunnet apés ANOVA.
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Figura 8. O efeito amnésico da infusdo intra-VTA de mecamilamina é revertido pela ativacdo dos
receptores dopaminérgicos D1/D5 no hipocampo dorsal. Os animais foram treinados na tarefa de El com um
choque forte (0.8mA/2s) e 12 horas mais tarde receberam infusdes bilaterais de veiculo (VEH; 0.1% de DMSO)
na VTA e na regido CA1 ou mecamilamina (MECA; 10 pg/lado) na VTA mais VEH na regido CA1, ou NICO na
VTA mais SKF38393 (SKF; 12.5 pg/lado) no hipocampo dorsal. Os animais foram testados 14 dias apoés o treino.
Os dados estédo apresentados como média + SEM; n=8-10 por grupo. ***P < 0.001, **P < 0.01 e *P < 0.05 no
teste de Dunnet ap6s ANOVA.
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Alguns estudos neuroanatdmicos demostraram que os nAChR com subunidades a7 parecem
estar localizados principalmente em terminais glutamatérgicos na regido VTA enquanto os nAChR
formados por subunidades a e B parecem estar localizados nos terminais poés-sinapticos em
neurdnios dopaminérgicos da VTA e também em neurdnios gabaérgicos em pré-terminais ou até
mesmo no soma destes neurbnios (113). Para tentar entender a importdncia do sistema
glutamatérgico na persisténcia de uma memoria aversiva, inativamos de modo reversivel o mPFC
através da infusdo de Muscimol, um agonista GABAa, na dose de 1ug/ul, na mesma janela temporal
que realizamos todos os experimentos comportamentais. Esta inativagdo prejudicou a persisténcia
desta memoria aversiva. Este efeito prejudicial foi revertido com a coinfusdo de NMDA, um agonista
dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, intra-VTA na dose de 1ug/ul, simultaneamente com a
administragdo de muscimol no mPFC (Figura 9A). O mesmo resultado foi encontrado quando
coinfundimos muscimol no mPFC e nicotina intra-VTA (Figura 9A). Seguindo essa mesma linha de
experimentos, coinfundimos muscimol no mPFC e SKF38393 ou BDNF (Neurotrofina Derivada do
Cérebro) na regido CA1 do hipocampo. Tanto a infusdo de SKF38393, quanto a infusdo de BDNF

reverteram o prejuizo causado pela inativacdo do mPFC 12 horas apds o treinamento (Figura 9B).
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Figura 9. A inativacao tardia do mPFC prejudica a persisténcia da LTM e este efeito pode ser revertido
pela estimulagao da alga VTA-hipocampo ou pela administragio de BDNF. Os animais foram treinados na
tarefa de EI com um choque forte. A LTM foi avaliada 14 dias apds o treino. (A) 12 horas apds o treinamento os
animais receberam infusdes de veiculo (VEH; 0.1% de DMSO em salina) no mPFC e na VTA ou muscimol (MUS;
0.5 pg/lado) no mPFC mais VEH na VTA, ou MUS no mPFC mais nicotina (NICO; 6 pg/lado) intra-VTA, ou MUS
no mPFC mais NMDA (0.2 pg/lado) na VTA. (B) 12 horas apos o treinamento os animais receberam infusdes de
veiculo (VEH; 0.1% de DMSO em salina) no mPFC e na regido CA1 do hipocampo ou muscimol (MUS; 0.5
pg/lado) no mPFC mais VEH na regido CA1, ou MUS no mPFC mais SKF38393 (SKF; 12.5 pg/lado) intra-CA1,
ou MUS no mPFC mais BDNF (0.25 pg/lado) no hipocampo dorsal. Os dados estdo apresentados como média +
SEM; n=8-10 por grupo. ***P < 0.001, **P < 0.01 e *P < 0.05 no teste de Dunnet apés ANOVA.

Além disso, alguns estudos eletrofisiolégicos demonstraram previamente que a ativagéo de
nAChR com subunidades a7 aumentam a sinalizagao glutamatérgica na VTA (59, 114), em neurbnios
dopaminérgicos e nao dopaminérgicos (69). Foi demonstrado que a VTA recebe inervacbes
colinérgicas do Nucleo Tegmental Pedunculopontino em ratos e macacos (64, 65, 115). O PPN

também envia projegcbes para o Talamo, Nucleos da Base, entre outras regides (63). A inativagédo
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reversivel do PPN através da infusdo de muscimol, 12 horas apds um treinamento forte prejudica a
persisténcia do trago mnemdnico. Este efeito amnésico causado pela inativagao transitéria do PPN é
revertido quando coinfundimos nicotina intra-VTA, ou SKF38393 intra-CA1 12 horas apds o

treinamento (Figura 10).
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Figura 10. A inativacdo reversivel do PPN prejudica a persisténcia do traco mnemoénico e pode ser
revertida pela ativagao da alga VTA-hipocampo. Os animais foram treinados na tarefa de El com um choque
forte. A LTM foi avaliada 14 dias apds o treino. 12 horas apds o treinamento os animais receberam infusdes de
veiculo (VEH; 0.1% de DMSO em salina) no PPN, na VTA e na regido CA1 ou muscimol (MUS; 0.5 ug/lado) no
PPN mais VEH na VTA, ou MUS no PPN mais nicotina (NICO; 6 pg/lado) intra-VTA, ou MUS no PPN mais
SKF38393 (SKF; 12.5 pg/lado) na regiao CA1 do hipocampo. Os dados estéo apresentados como média + SEM;
n=8-10 por grupo. ***P < 0.001, **P < 0.01 e *P < 0.05 no teste de Dunnet ap6s ANOVA.

Conclusées

Os nossos resultados sugerem que o recrutamento do sistema colinérgico nicotinico, derivado
do PPN, regula a persisténcia do trago mnemodnico aversivo através da ativagdo especifica dos
nAChR com subunidades a7, modulando positivamente a atividade dos neurbnios dopaminérgicos
localizados na regido VTA. Esta modulagdo promove um aumento na liberacdo de dopamina na
regido CA1, ativando os receptores dopaminérgicos D1/D5 e aumentado a liberagdo de BDNF, o qual

é essencial para o armazenamento de longa duragdo de uma memoaria aversiva.
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