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RESUMO

Vérias evidéncias sugerem que o0 sistema dopaminérgico cerebral participa do
processamento mnemaonico. Contudo, o conhecimento sobre a plena contribuicdo deste
sistema, particularmente na regido hipocampal, nos processos de consolidacdo e
persisténcia ainda precisam ser mais detalhados. O objetivo do presente trabalho foi
avaliar a participacdo do sistema dopaminérgico hipocampal na consolidacdo e
persisténcia de memodria espacial através da utilizacdo do paradigma de labirinto
aquatico de Morris (LAM). Animais com implantacao bilateral de canulas na regido CA1
do hipocampo dorsal foram treinados durante 5 dias na versao espacial do Labirinto
Aquético de Morris (LAM). Os animais receberam a infusdo de SCH23390 ou
SKF38393 (40 nmol/lado) ou veiculo (VEH) imediatamente ou 3 horas ap0s a ultima
sessdo de treino. Os resultados mostram que a infusdo de SCH23390, antagonista
dopaminérgico D1-D5, na regiao CAl do hipocampo dorsal de ratos imediatamente,
mas nao 3 horas, apés o treino na versao espacial do LAM prejudica a consolidacédo da
memoria para esta tarefa. Além disso, foi mostrado que a infusdo de SKF38393,
agonista D1-D5, na regido CA1 do hipocampo dorsal imediatamente ap6s o treino em
uma versao espacial de aprendizado do LAM, embora ndo melhore a consolidacao da
memoéria para esta tarefa, promove a persisténcia do traco mnemonico adquirido ao
longo dos dias. Juntos, esses resultados apontam para a participacdo do sistema
dopaminérgico hipocampal na consolidacdo de memdérias espaciais bem como para

uma potencial modulacéo positiva na persisténcia do traco mnemonico armazenado.

Palavras chave: Dopamina; Consolidacdo; Extincdo; Hipocampo; Memoria;

Persisténcia,



ABSTRACT

Evidence suggests that the brain dopaminergic system participates in mnemonic
processing. However, knowledge about the full contribution of this system, particularly in
the hippocampal region in the processes of consolidation and persistence still need to
be more detailed. The purpose of this study was to evaluate the participation of the
dopaminergic system in the hippocampal consolidation and persistence of spatial
memory by using the paradigm of the Morris water maze (LAM). Animals with bilateral
implantation of cannulae in the CA1 region of the dorsal hippocampus were trained
during 5 days in space version of the Morris water maze (LAM). The animals were
infused with SCH23390 or SKF38393 (40 nmol / side) or vehicle (VEH) immediately or 3
hours after the last training session. The results show that infusion of SCH23390,
dopamine D1 antagonist-D5, the CA1 region of the dorsal hippocampus of rats
immediately but not 3 hours after training in the spatial version of LAM affect memory
consolidation for this task. Furthermore, it was shown that the infusion of SKF38393, D1-
D5 agonist in CA1 region of the dorsal hippocampus immediately after training in a
spatial learning version of LAM, but does not enhance the consolidation of memory for
this task, promotes the persistence of mnemonic trace acquired over the days. Together,
these results point to the involvement of the hippocampal dopaminergic system in the
consolidation of spatial memories as well as a potential upregulation in the persistence

of trace mnemonic stored.

Keywords: Dopamine; Consolidation; Extinction; Hippocampus; Memory; Persistence.
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1 INTRODUCAO

A memoria pode ser definida como a capacidade de adquirir, armazenar e evocar
informacdes.’” A formacdo de uma memoéria ocorre através de diversos processos
bioquimicos e metabdlicos em distintas estruturas cerebrais. Os mecanismos
neurofisiolégicos e neuroquimicos que subjazem o0s processos mnemonicos sdo um dos
temas mais fascinantes da neurociéncia e objeto de diversos estudos ha muito tempo.
A formacdo de memodrias envolve alteracBes na representacdo neural, através de
eventos plasticos que modificam a comunicacdo entre neurdnios®, sendo que, eventos
plasticos podem incluir alteracbes na estrutura, na distribuicdo e no numero de
sinapses.*®

O processo pelo qual as informacdes sdo armazenadas é denominado de
consolidacdo. Nele ocorrem diferentes eventos moleculares, levando a transcricdo e
traducdo génica, consequentemente, a sintese de novas proteinas necessarias para
modificacbes funcionais e estruturais.® Acredita-se que o processo de consolidacdo de
memorias de longa duragdo (MLD) implica no crescimento de novas conexdes neurais e
rearranjos das ja existentes.’ Postula-se que estes requisitos moleculares decorrentes
do processo de consolidacdo da memadria sdo apenas 0S passos iniciais de uma série
de eventos que evoluem por um periodo prolongado, em diferentes regides do
cérebro.??

Nem todas as memorias séo iguais. Existem aquelas que se mantém apenas o
tempo suficiente para que possam ser utilizadas e outras que podem ser armazenadas
por toda a vida. As memorias, entdo, podem ser classificadas de acordo com o0 seu
tempo de duracdo em memorias sensoriais, memorias de curta duragdo e longa

duracéo.



Quadro 1 Classificacdo das memérias de acordo com a sua perdurabilidade.’

Memérias

Sensoriais

Memérias de Curta
Duracédo (MCD)

Memdrias de Longa
Duracéo (MLD)

Tempo de

permanéncia

Poucos segundos.

Menos de 3

horas.

Dias, meses, anos

ou a vida toda.

Caracteristicas

Retém a breve impressao de um estimulo apoés
este ter desaparecido, ou seja, depois que o
sistema sensorial correspondente deixa de

enviar informacéo ao cérebro.

Permite manter “na mente” e em um estado

ativo e facilmente acessivel uma informacéo.

Contém informacdes altamente interconectadas
entre si, as quais se encontram armazenadas de
forma relativamente permanente, constituindo

um sistema de arquivo dinamico.

13

As MLD também podem ser classificadas quanto ao seu contetdo, sendo estas

explicitas ou implicitas.



Quadro 2 Classificacdo das memoarias de longa duracéo de acordo com o

contetdo.®

Explicitas/
Declarativas

Implicitas/
N&o-

declarativas

Caracteristicas

Informag6es que
usualmente sabemos
que possuimos e as
guais temos acesso

consciente

Informagbes as quais

ndo temos acesso
consciente, tal como
a informacgéo obtida a
partir de
aprendizados simples
como aqueles
derivados pelo treino
em tarefas de
condicionamento

classico e habituacao

Subdivisfes e caracteristicas

Episddicas

Semanticas

Representacao

perceptual

Procedimentos

Associativa

Guardam informacdo acerca de

nossas proprias vidas e eventos

Armazenam informagfes acerca do
mundo que nos rodeia, mas que
lembramos saber

sem como,

quando e onde as adquirimos
Representacdes (imagens, sons)

sem significado aparente
conhecido, mas Uteis como dicas
facilitatérias da evocagdo de

informacdes inerentes; memoria

pré-consciente (priming)

Habitos, habilidades, regras

Associa dois ou mais estimulos
(condicionamento classico), ou um
uma

estimulo a resposta

(condicionamento operante)

Existem

14

algumas memoérias que ndo se encaixam em apenas uma dessas

classificacdes, como € o caso da memoaria espacial, que envolve aspectos da memoria

nao-declarativa (procedimentos), declarativa (episddica e semantica), bem como de

curto e longo prazo.'®* A meméria espacial tem relacdo com dois tipos referenciais: a

primeira € a referéncia alocéntrica, que se define pela relacdo espacial do individuo

com elementos do ambiente, especialmente objetos e imagens; e a segunda € a

referéncia egocéntrica, relativo a orientagdo e localizagdo com respeito ao observador
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propriamente dito, que utiliza seu proprio posicionamento corporal para tracar
coordenadas, como direita/esquerda, acima/abaixo e frente/atras.***3

A memoria espacial € uma das principais memorias empregadas na
sobrevivéncia de diferentes espécies, estando relacionada a sua habilidade em adquirir
e utilizar informag¢des ambientais, gerando os chamados “mapas cognitivos”. Esses
mapas envolvem uma organizagdo da memoéria de dicas ambientais de acordo com a
relevancia das relacbes espaciais entre essas dicas.”® A partir deles, um individuo é
capas de localizar alimento ou agua em um determinado local de seu habitat, de
recordar se neste ambiente ja foi feita a busca por alimento recentemente ou néo, e de
relembrar se h4 a presenca de outro individuo da mesma espécie ou de um predador
em uma determinada area.'®*’

Avaliacdes neurofisioldgicas de pacientes amnésicos e experimentos em cobaias
de laboratério mostraram que a integridade do lobo temporal, que inclui a formacgéo
hipocampal, é essencial para o processamento de memoérias espaciais.'®!920:#1:22
Estudos demonstram que a ativacdo das células do hipocampo estad diretamente
associada a localizacdo do animal no espaco, sugerindo um papel central desta
estrutura na codificacdo desse tipo de informacdo.® O hipocampo é requerido para
formar e armazenar memdrias referentes a lugares e eventos que compdem uma
determinada experiéncia %, além disso, sabe-se que a regido CA1 do hipocampo esta
envolvida diretamente no processamento da meméria espacial.>

O hipocampo € uma estrutura encefélica bilateral localizada no lobo temporal e
pertencente ao sistema limbico. Este nome deriva de seu formato curvado, pois,
quando feito sec¢Bes coronais de um cérebro humano, se assemelha a um cavalo
marinho (Grego: hippos = cavalo, kampi = curva). O hipocampo € uma estrutura que
esta envolvida na formacdo de memdérias de curto e longo prazo.?® Diferentes areas
corticais aferentes e eferentes interagem com o hipocampo para regular a aquisicéo e o
armazenamento de novas informacées.?®

Existem evidéncias de que a memoaria espacial é processada principalmente no
lobo temporal medial (LTM), que consiste do hipocampo (incluindo o giro denteado e o
complexo subicular) e éareas corticais adjacentes que estdo anatomicamente

relacionadas ao hipocampo, como os cértices entorrinal, perirrinal e parahipocampal.?’
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Estudos mostram que lesdes no hipocampo ou em suas conexdes, resultam em um
consideravel déficit cognitivo na memdéria espacial, sem efeito em outro tipo de
memoria.?® Além disso, estudos utilizando o labirinto de Heb-Williams mostram que o
hipocampo e o cértex pré-frontal medial sdo necessarios para meméria espacial.?*3%3!

De forma complementar®’, demonstraram que lesdes na porcdo dorsal do
hipocampo, e ndo na ventral, acarretam déficits cognitivos no desempenho da tarefa de
memoria espacial e operacional. Ademais, o0 hipocampo possui um importante papel na
retencdo de meméria espacial na tarefa de labirinto radial de quatro bracos® e lesdo no
hipocampo leva a um déficit na memdria para contexto, localizacdo e ordem dos
eventos previamente apresentados.>*

Através de um sistema de realidade virtual tridimensional®®

, investigaram a
importancia do papel hipocampal na referéncia alocéntrica da memoria espacial em
pacientes com lesao hipocampal seletivo em ambos os hemisfério cerebrais, com
lesGes unilaterais no lobo temporal direito (LTD) ou no esquerdo (LTE). Este estudo
observou que o grupo com lesdo no LTD possui um declinio consideravel no teste, o
qgue nao foi observado no grupo com lesédo no LTE, reforcando a hipotese de que o
hipocampo exerce um importante papel na memoria espacial alocéntrica, mais
especificamente o hipocampo direito.

As informacgdes processadas no hipocampo podem ser influenciadas positiva ou
negativamente por neuromoduladores.®®3"*® Um sistema modulatério conhecido que
inerva a regido CAl do hipocampo € a via dopaminérgica, provinda de estruturas
mesolimbicas como VTA e substancia nigra.>®4%442 A dopamina é capaz de exercer
um efeito modulador sobre a memaéria no hipocampo ou alteracbes na persisténcia do
traco mnemanico, ou até mesmo, uma combinacdo de ambos os efeitos.*®

A dopamina é um neurotransmissor do tipo catecolaminérgico. Cerca de 80% do
total da dopamina no sistema nervoso central (SNC) encontra-se no estriado, enquanto
que o restante esta distribuido difusamente pelo cértex e outras regides cerebrais. A
dopamina € sintetizada no cérebro através da ativacdo da enzima tirosina hidroxilase
(TH) que converte o aminoacido tirosina em L-DOPA, que por sua vez é descarboxilado
para formar a dopamina. Assim, a taxa de sintese deste neurotransmissor & modulada

pela atividade da TH. Os neurdnios dopaminérgicos apresentam dois modos distintos
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de atividade e liberacdo: a atividade fasica, representada pelo padrdo explosivo de
disparos que ocorrem em resposta a estimulos com relevancia comportamental; e a
atividade tonica que ocorre através do disparo espontaneo destes neurbnios. A
liberacdo fasica de dopamina ativa receptores pés-sinapticos e € rapidamente removida
da fenda por mecanismos de recaptacdo, através do transportador de dopamina. A
liberagdo tonica determina os niveis extracelulares deste neurotransmissor em
estruturas subcorticais, o que contribui na regulacdo da intensidade de liberacao fasica
através da retro-ativacdo de auto-receptores pré-sinapticos de dopamina implicados na
inibicdo da sintese e liberacdo dopaminérgica.**

Os receptores dopaminérgicos sdo metabotropicos acoplados a proteinas G e
podem ser encontrados tanto pré quanto pos-sinapticamente. Eles sao subdivididos em
receptores dopaminérgicos do tipo D1 (receptores D1 e D5), que causam ativacdo da
enzima adenilato ciclase e do tipo D2 (receptores D2, D3 e D4), que inibem esta
enzima. Os neurbnios dopaminérgicos se encontram organizados em grupos celulares
no SNC. Existem quatro principais sistemas dopaminérgicos centrais, sendo que trés
deles se originam no mesencéfalo. Estes sistemas sdo também conhecidos como as
vias dopaminérgicas.?

*Via mesolimbica: da area tegmental ventral (ATV) para diversos componentes do
sistema limbico, como o ndcleo acumbens, hipocampo e a amigdala; esta envolvida em
processos como emogao, memoria e recompensa.

* Via mesocortical: da area ATV ao neocortex, em particular ao cortex pré-frontal (CPF);
esta envolvida em fungdes cognitivas como atencdo, motivacdo, planejamento e
comportamento social.

* Via nigroestriatal: da substancia nigra pars compacta (SNPc) ao estriado; esta
envolvida na coordenacao sensoério-motora e na iniciagdo do movimento.

* Via Tubero-infundibular: do nucleo arqueado do hipotalamo a glandula pituitaria; esta
envolvida na regulacao da liberacdo de hormoénios.

Achados sugerem que neurdnios dopaminérgicos da area tegmental ventral e
substancia nigra desempenham um papel importante na retencdo de memoéria de curto

prazo.*®* O sistema dopaminérgico participa do processamento mneménico, pois a
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ativagcdo dos receptores D1/D5 durante a codificacdo da memoéria é necesséaria para a
formacdo de um traco de memdria persistente no hipocampo.*® Receptores
dopaminérgicos do tipo D2 no hipocampo estdo relacionados a memoria
visuoespacial*’, esta classe de receptores parece estar envolvida na plasticidade
singptica no hipocampo, pois antagonista de receptores D2 inibem a potenciacdo de
longa duracéio nessa estrutura.*®*°

Estudos mostram que a dopamina participa da modulacdo da plasticidade
sinaptica no hipocampo durante o0 armazenamento de uma informacao
espacial.*®>*°2°3>* O papel do sistema dopaminérgico ganhou grande destaque nos
altimos anos, pois existem fortes indicios de que este neurotransmissor esta envolvido
com patologias relacionadas ao envelhecimento, como é o caso da doenca de
Parkinson. Experimentos realizados pos-morte em pacientes que apresentavam a
doenca de Parkinson mostram niveis significativamente baixos de dopamina nos
ganglios da base®™, além disso, uma das caracteristicas desta doenca

neurodegenerativa é a perda de neurdnios dopaminérgicos na substancia nigra®®*’,

acarretando em anomalias nos movimentos, comportamentos e memdrias.>®>°

A memdéria é uma habilidade fortemente associada a qualidade de vida e ao
bem-estar do idoso, além de exercer importante influéncia sobre a autonomia e
independéncia na vida cotidiana.®® Considerando que 50% dos idosos apresentam
queixas frequentes e que o declinio da capacidade cognitiva (DCC) decorre ou dos
processos fisioldégicos do envelhecimento normal, ou de um estagio de transicao para
as deméncias, estudos epidemiolégicos mostram que idosos com declinio da
capacidade cognitiva apresentam maiores riscos de desenvolver a Doenca de
Alzheimer (DA), em particular aqueles com déficit de memoéria episodica.®*

O constante avango na éarea das neurociéncias pode influenciar direta e
positivamente a qualidade de vida da sociedade, aumentando a expectativa de vida ao
garantir melhor prognostico para doencas de dificil tratamento (esquizofrenia,
depressao, etc.) ou incuraveis até o presente momento, como as doencgas de Parkinson
e Alzheimer, que incidem sobre a populacdo idosa, acarretando justamente na perda

progressiva da memoria.



19

Uma maneira de se compreender 0s mecanismos que subjazem o surgimento e
a ontogenia das doencas neurodegenerativas € analisar os mecanismos envolvidos nos
processos de formacdo, armazenamento e evocacdo de memdrias, para que seja
possivel detectar o que pode estar acontecendo de anormal nestes mecanismos, e
subsequentemente determinar a origem destas doencas que afetam uma funcéo tao
nobre do cérebro como a memoria, uma vez que sem memoria, o individuo perde a

referéncia de si proprio, sua personalidade.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel do sistema dopaminérgico hipocampal nos processos de

consolidagao e persisténcia de memaria espacial em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar o papel do sistema dopaminérgico no processo de consolidacdo da

memoria espacial em ratos, utilizando o paradigma de Labirinto Aquatico de Morris.

Investigar o papel do sistema dopaminérgico na persisténcia da memoria

espacial em ratos, utilizando o paradigma de Labirinto Aquatico de Morris.

Investigar o papel do sistema dopaminérgico na extincdo da memoria espacial

em ratos, utilizando o paradigma de Labirinto Aquatico de Morris.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos de 3 meses de idade, pesando em média 320 g.
Os animais foram mantidos em caixas moradias contendo 5 animais cada, em ambiente
climatizado (temperatura de 21-23°C), submetidos a um ciclo claro/escuro de 12 h, com
agua e comida ad libitum; que foram adquiridos da Fundacdo Estadual de Producao e
Pesquisa em Saude (FEPPS) e mantidos no biotério do Centro de Memaria no Instituto
de Pesquisas Biomédicas da PUCRS. O projeto referente ao presente estudo foi
apreciado e aprovado pela comisséo cientifica do IGG e pelo CEUA. (Anexo 1). Foram
tomadas precauc¢des com o intuito de minimizar o sofrimento dos animais e de reduzir o
namero de animais utilizados. Todos os experimentos realizados estiveram de acordo
com as normas dos “Principles of laboratory animal care” (NIH publication N° 85-23,
revised 1996).

3.2 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Os animais utilizados foram submetidos a cirurgia estereotaxica para
implantacdo de canulas guia de 0,2 mm de calibre posicionadas 1,0 mm acima do
hipocampo, seguindo as coordenadas (AP -4,2 mm, LL £3,0 mm, DV -2,0 mm) do Atlas
de Paxinos e Watson.®? Todo o procedimento foi realizado com os animais previamente
anestesiados com ketamina (“Francotar”; Virba, ou “Vetanarcol”; Kénig) juntamente com
Xilazina (“Coopazine”; Coopers), administrados intra-peritonealmente (i.p.), nas doses
de 75 mg/Kg e 10 mg/Kg, respectivamente. Uma vez recuperados da anestesia, 0s
animais eram recolocados em suas caixas-moradia, sem ter ocorrido troca entre 0s

mesmos em cada caixa ao longo de todo o experimento.
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Figura 1 - Foto de um animal sendo submetido a cirurgia estereotaxica para a implantagéo de canulas de
infusdo na regido CA1 do hipocampo dorsal.

3.3 MANIPULACAO

Quatro dias ap0s a cirurgia, os animais foram submetidos a duas sessdes de
manipulagdo. Durante cada sessdo os animais foram levados do biotério até a sala
onde os experimentos seriam conduzidos, retirados da caixa-moradia e manuseados
durante 5 minutos. Apés 24 horas da ultima sessdo de manipulacdo os animais foram

submetidos aos paradigmas comportamentais.

3.4 LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS — LAM

O LAM foi desenvolvido ha quase 20 anos por Richard G. Morris (1986) como um
instrumento para investigar aprendizado espacial em roedores. A relativa simplicidade
do LAM é indubitavelmente umas das razfes para seu sucesso. Na sua versao espacial
(também denominada de “plataforma oculta”), esta tarefa estd baseada em uma
capacidade universal, a utilizagdo de dicas ambientais para encontrar um alvo que, ao

permitir o escape de uma situacao desprazerosa, atua como reforgo positivo. De fato, o
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LAM é o modelo comportamental mais amplamente usado para analisar a participacao
do hipocampo no processamento de informacédo espacial. O paradigma € plastico o
suficiente como para poder ser adaptado com éxito a analise de diferentes fases e
modalidades do processamento do traco mnemaonico espacial, onde um maior nimero
de sessbes de treino, ou bem a execu¢do do mesmo durante varios dias conduz ao
estabelecimento de um mapa mneménico perduravel, claramente evidenciado pelo
surgimento de uma marcada preferéncia espacial. O fato de que a intensidade e a
duracdo do treinamento possam ser alteradas com consequéncias previsiveis na
magnitude da resposta adquirida e da preferéncia espacial estabelecida, facilita a
andlise correlativa entre os dados comportamentais e suas contrapartidas bioquimicas.
Além disso, a possibilidade de modificar a localizacdo do escape no labirinto apds sua
posicao original ter sido aprendida permite avaliar a transformacédo do traco mnemaonico
produzida pela adicdo de nova informacao.

O LAM utilizado no presente trabalho encontra-se em uma sala ampla, bem
iluminada (iluminacao indireta) e sem janelas, a qual foi especialmente construida nas
instalagdes do Centro de Memoéria do Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS. O
labirinto em si consiste de uma piscina circular feita de concreto rebocado e
impermeabilizado pintada da cor preta (2 m de diametro e 0,6 m de altura). A piscina
esta conceitualmente dividida em 4 quadrantes imaginarios idénticos. Dois centimetros
abaixo da agua (mantida entre 21-23°C durante todo o experimento) e oculta da vista
do sujeito experimental encontra-se uma plataforma de escape de 12 cm de diametro. A
superficie da plataforma € abrasiva para permitir que o animal suba nela assim que a
detectar. O LAM esta rodeado de numerosos elementos claramente visiveis e de cores
e motivos contrastantes ainda que comportamentalmente neutros (figuras, fotografias,
desenhos geométricos e abstratos, etc.) pendurados nas paredes da sala. Estes
elementos servem como dicas de localizacdo espacial e sua posicdo pode ser mudada

a vontade do experimentador.
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Figura 2 - Vista geral da sala do LAM do Centro de Memodria do Instituto de Pesquisas Biomédicas da
PUCRS.

3.4.1 Protocolo de Aprendizado Longo De Treino

O treino na versao espacial do LAM consistiu de 1 sessédo diaria de 8 largadas
durante 5 dias. A plataforma de escape foi mantida na mesma posi¢ao durante os 5
dias de treino. Cada uma das 8 largadas diarias foi iniciada de uma posicao distinta da
piscina de acordo com um padrdo pseudo-aleatério gerado por um sistema
computadorizado desenvolvido em nosso laboratério. A duracdo maxima de nado para
a localizacdo da plataforma € de 60 s. Os animal que ndo encontram a plataforma neste
periodo de tempo foram conduzidos até a mesma pelo experimentador,onde o animal
permaneceu sobre a mesma durante 30 s. A retencdo da memoria no LAM foi avaliada
em um teste na auséncia da plataforma de escape com duracéo de 60 s, realizado 24
e 120 horas apos o treino. Durante a sessao de teste foram mensurados: a) o tempo
que o animal permaneceu nadando no quadrante alvo (quadrante onde esteve
localizada a plataforma durante as sessdes de treino); b) o tempo que levou para
encontrar a posi¢cao onde estava localizada a plataforma nas sessdes de treino e c) o

namero de vezes que o0 animal cruzou esta posicao.
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Figura 3 - Fotografia de um rato sobre a plataforma de escape no LAM

3.4.2 Protocolo de Aprendizado Curto de Treino

O protocolo utilizado para o aprendizado curto na versédo espacial do LAM foi o
mesmo apresentado acima, assim como as sec¢Oes de testes, com a diferenca de que

os animais foram submetidos a 2 sessdes diarias de treino de 8 largadas.

3.4.3 Protocolo de Aprendizado Reverso

Os animais foram treinados no LAM utilizando o protocolo de aprendizado longo
(descrito em 3.4.1), realizando-se uma sessao diaria de oito largadas durante cinco
dias. No sexto dia realizou-se o aprendizado reverso, em que a plataforma de escape
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foi movida do quadrante original (ORI) para o quadrante oposto/reverso (REV). O treino
com a plataforma na localizagdo reversa (aprendizado reverso) foi realizado em um
anico dia e consistiu de 8 largadas consecutivas. A retencdo da meméoria foi avaliada 24
e 120 horas apoOs a oitava largada de aprendizado reverso mediante um teste na
auséncia da plataforma de escape durante o qual se avaliou: a) o tempo que o animal
permaneceu nadando no quadrante ORI e no REV; b) o tempo que levou para
encontrar a posicdo onde estava localizada a plataforma nas sessfes de treino nos
guadrantes ORI e VER; e ¢) o nUmero de vezes que o animal cruzou estas posicoes.

O protocolo de aprendizado reverso foi utilizado para avaliar a resisténcia do
traco mnemaonico a extingdo. A tarefa da extingado consiste em nos mostrar a resisténcia
do traco mnemonico referente ao quadrante original, apés os animais terem sido
treinados em um quadrante oposto. Assim, comparamos entre o grupo SKF e salina,
por qual quadrante houve ou nédo preferéncia pelo animal, indicando se a ativagao de
receptores D1 e D5 durante o aprendizado obteve alguma influéncia sobre a
capacidade desta traco mnemonico aprendido, sofrer interferéncia de um aprendizado

subsequente conflitante (quadrante oposto).

3.5 TRATAMENTOS FARMACOLOGICOS

Os farmacos utilizados foram o agonista do receptor D1, SKF38393, e o
antagonisa do receptor D1, SCH23390, obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
As doses utilizadas foram determinadas com base em experimentos pilotos e em
estudos prévios mostrando seus efeitos sobre aprendizado e memoria, € em outras
variveis comportamentais e fisiologicas.?®°4>6067.58 para 3 realizacdo dos tratamentos
farmacoldgicos foi utilizado uma micro-seringa Hamilton acoplado a um tubo de
polietileno com uma agulha de infusdo (0,05 mm de diametro). Foram infundidos
bilateralmente 1 pl/lado de farmaco ou 1 pl/lado solucéo salina (salina 0,9%; VEH) a

uma velocidade de 1 ul/min com o auxilio de uma bomba de infusdo (KD Scientific). Ao
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término, a agulha de infusdo foi deixada no local por 30-60 s adicionais para evitar
refluxo das substancias infundidas.

Figura 4 - Infusdo de farmacos através das canulas-guia esterotaxicamente implantadas. A agulha de
infusdo, maior em comprimento do que a canula-guia é introduzida na luz desta, atingindo a regido-alvo
onde se deseja que o farmaco ou salina sejam infundidos.

3.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Grupo SCH23390 - Consolidagéo:

Os animais foram divididos randomicamente em 2 grupos (A e B), onde o grupo
A recebeu o antagonista ou veiculo imediatamente (0’min) apds cada sesséo de treino,
durante os 5 dias de treino. O grupo B recebeu o antagonista ou veiculo 3 horas apos
cada sessdo de treino, durante os 5 dias de treino. Os animais de ambos 0s grupos
foram testados 24 e 120 horas apés o ultimo dia de treino.

Grupo SKF38393 — Perdurabilidade:
Os animais foram divididos randomicamente em 2 grupos (C e D), onde o grupo
C recebeu o agonista ou veiculo imediatamente (0'min) apds cada sessao de treino,

durante os 2 dias de treino. O grupo D recebeu o agonista ou veiculo 3 horas apés cada
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sessao de treino, durante os 2 dias de treino. Os animais de ambos os grupos foram
testados 24 e 120 horas ap6s o ultimo dia de treino.

Grupo SKF38393 — Extingéo:

Os animais foram divididos randomicamente em 2 grupos (E e F), onde o grupo
E recebeu o agonista ou veiculo imediatamente (0’min) apds cada sessdo de treino,
durante os 5 dias de treino. O grupo F recebeu o agonista ou veiculo 3 horas apos cada
sessdo de treino, durante os 5 dias de treino. No sexto dia os grupos foram submetidos
ao protocolo de aprendizado reverso. Os animais de ambos o0s grupos foram testados
24 e 120 horas ap06s o ultimo dia de treino.

3.7 CONTROLE HISTOLOGICO DA REGIAO ESTUDADA E METODO DE
EUTANASIA

Apéds o término dos experimentos comportamentais 0s animais tiveram a posi¢ao
de suas canulas conferida histologicamente, e a regiao cerebral atingida pela infuséo foi
avaliada, visando garantir que apenas 0s dados comportamentais de animais que
efetivamente receberam a correta administracdo dos farmacos fossem incluidos na
andlise estatistica final.

Para isso, apO0s o0s procedimentos comportamentais os animais foram
submetidos a infusdo bilateral de uma solucdo de azul de metileno a 4% através das
canulas; quinze minutos depois, foram sacrificados e seus cérebros removidos e
colocados em uma solucdo de formol 4% por um periodo de 4 dias, quando entéo se
procedeu a analise histolégica, considerando-se somente 0s animais com a localizacao
correta das canulas.

Todos os animais foram sacrificados ao final dos experimentos, por decapitacéo.
A morte destes animais por este método se justifica pela necessidade da obteng&o dos
encéfalos, tanto para analise histologica quanto para a utilizacdo futura em

experimentos bioquimicos.
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Figura 5 - Desenho esquematico do cérebro de rato mostrando o local de implantag&o das canulas de
infusdo na regido Cal do hipocampo dorsal.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o software Graph-Pad Prism e os dados foram analisados utilizando-
se ANOVA de duas vias com uma variavel repetida no tempo seguido do teste post-hoc
de Newman-Keuls. As laténcias das sessodes de teste, bem como as porcentagens de
tempo gasto no quadrante alvo, foram analisadas utilizando-se teste t de Student,
tratamento vs. veiculo. Valores de p menores do que 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.



4 RESULTADOS

Com o objetivo de verificar a participagdo do sistema dopaminérgico no processo
de consolidacdo da memoria espacial, animais com implantacéo bilateral de canulas na
regido CA1 do hipocampo dorsal foram treinados durante 5 dias na versao espacial do
LAM. Imediatamente (Fig. 6 A) e 3 horas (Fig.6 B) apds o término das 8 sec¢fes de
treino diarios os animais receberam a infuséo bilateral de SCH23390 (40 nmol / lado) ou
veiculo (VEH). A retencdo da memoria espacial foi verificada em um teste realizado 24
e 120 h, apos a Ultima sessdo de treino, através da avaliacdo da laténcia de escape
(Fig.6 C) e (Fig.6 D) e percentagem de tempo gasto no quadrante alvo (Fig.6 E) e (Fig.6
F).

Na figura 6A, pode-se observar que o grupo que recebeu infusdo de SCH
imediatamente ap0s a Ultima sessdo de treino, apresenta um pior desempenho na
curva de aprendizagem em relacdo ao grupo controle. Este efeito ndo é observado
quando o SCH é infundido 3 horas ap0s a ultima sessao de treino.

Quando os animais que receberam infusdo de SCH imediatamente, mas nao 3
horas pos treino, sdo testados 24 e 120 h pés-treino, (Fig. 6 C e D) apresentam uma
laténcia maior para encontrar o local da plataforma que o grupo controle.

Ao que se refere ao percentual de tempo de exploragdo no quadrante alvo (Fig.6
E e F), é possivel notar que em ambos os dias de testes realizados, 24h e 120h apos o
Gltima sesséao de treino, os grupos SCH 0 min permaneceram menos tempo explorando
0 quadrante alvo, ao contrario do que se observa nos grupos SCH 3h. A analise dos
resultados sugere que a infusdo bilateral diaria de SCH23390 na regidao CAl do
hipocampo imediatamente, mas n&do 3 h, ap0os cada sessdo de treino dificulta a

consolidagdo da memaria espacial.
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Figura 6 - Efeito do antagonista dopaminérgico D1 (SCH23390), infundido 0 min ou 3 horas
ap6s a ultima sessédo de treino, sobre a consolidagcdo da Meméria espacial. Animais com canulas
bilaterais na regido CA1 do hipocampo dorsal foram treinados durante 5 dias na versao espacial do
Labirinto Aquético de Morris (LAM). Os animais receberam a infusdo de SCH23390 (40 nmol/lado; SCH)
ou veiculo (VEH) imediatamente (A) ou 3 h apds cada sessao de treino (B) durante 5 dias (8 ensaios por
dia). Foi verificada a retencdo de memdria através de um teste (60s sem plataforma) realizado 24 ou
120h ap6s a ultima sessao de treino (C, D). Os dados estdo expressos em blocos de oito ensaios/dia,
como média (x EPM) da laténcia de escape para a plataforma durante o treino (A, B); média (+ EPM) da
laténcia de escape até o local onde a plataforma estava durante as sessoes de treino (C, D); e, média (+
EPM) do percentual de tempo de nado no quadrante alvo (TQ) no teste (E, F). * p <0,05 [ANOVA duas
vias (A) ou teste t (C)], e ** p <0,01 [teste t (D)] vs VEH, n = 7-9 por grupo.
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Com o objetivo de verificar a participacdo do sistema dopaminérgico na
persisténcia da memoéria espacial, animais com implantacdo bilateral de canulas na
regido CAl do hipocampo dorsal foram treinados durante 2 dias na versdo espacial do
LAM. Imediatamente (Fig.7 A) apds o término das 8 secdes diarias de treino, os animais
receberam infusdo bilateral de SKF38393 (40 nmol / lado) ou veiculo (VEH). A retencao
de memodria espacial foi avaliada em um teste realizado 24 h, apos a ultima sesséo de
treino, sendo representado a laténcia de escape (Fig. 7 B) e percentagem no quadrante
alvo (Fig.7 D) e 5 dias depois da ultima sesséo de treino representando laténcia de
escape e percentagem de tempo no quadrante alvo, respectivamente ( C e E)

Na figura 7 A, pode-se verificar que ndo ha diferenca na taxa de consolidagédo ao
longo dos dias entre os animais tratados com SKF e veiculo. Porém no grafico B, os
animais do grupo SKF infundidos imediatamente, mas ndo 3 h pds treino (Fig 8. grafico
B) encontraram a plataforma de escape em um tempo significativamente menor que o
grupo controle. Entretanto esta diferenca néo foi verificada no tempo de busca, dos
animais, pelo quadrante em que se encontrava a plataforma, tanto quanto pelos
animais infundidos imediatamente como pelos infundidos 3 horas apo6s as sessfes de
treino (Fig.7 D e Fig.8 D).

Quando foi realizado um teste de retengcdo da memoria espacial 5 dias apés o
treino, verificamos que os animais do grupo SKF, infundidos imediatamente pés treino,
necessitaram de menos tempo para localizar a plataforma que o grupo controle (Fig.7
C), mas esse efeito ndo foi visto quando o SKF é infundido 3 horas pés treino (Fig.8 C).
Além disso, diferentemente do que ocorre 24 horas pos-treino, no teste 120 h pés treino
0s animais do grupo que receberam SKF imediatamente, mas néo 3 horas pos treino,
gastam mais tempo na procura pela plataforma no quadrante alvo do que o grupo
controle (Fig.7 E e Fig.8 E).

Com o protocolo de dois dias no LAM verificou-se que a infusdo de SKF38393
imediatamente apds cada sessao diaria de treino aumenta a persisténcia da memoria

espacial.



33

Dopamina - Perdurabilidade

SKF38393 0 min pos-treino
SKF38390 0 min pés-treino
60
" N
o
S a0
8
[
o
£ 20
5]
F
[0}
1 2
Dias
Teste 24 h p6s-treino Teste 120 h p6s-treino
604 60+
B C
7 40 = 404
© © *
o o
g g
® 204 . © 204
g O,

VEH SKF VEH SKF
Teste 24 h pds-treino Teste 120 h p6s-treino
D 75 E
< | <
(od o3
o 50 o 504
= f o=
o o
(=N o
3 5
= 257 D 25 *x
=S =S

0- 0-
VEH SKF VEH SKF * p< 0,05

0 < 0,001

Figura 7- Efeito do agonista dopaminérgico D1 (SKF38393) infundido imediatamente pds-treino sobre a
perdurabilidade da Meméria espacial. Animais com implantacao bilateral de canulas na regido CA1 do
hipocampo dorsal foram treinados durante 2 dias na versdo espacial do Labirinto Aquatico de Morris
(LAM). Imediatamente (A) ap0s cada sessdo de treino diario (8 ensaios por sessdo) 0s animais
receberam a infusédo bilateral de SKF38393 (40 nmol / lado; SKF) ou veiculo (VEH). A retencdo da
memoaria espacial foi verificada em um teste (60s, sem plataforma) realizada 24 h (B,D) e 5 dias depois
da ultima sesséao de treino (C, E). Os dados estao expressos como blocos de oito ensaios/dia; média (+
EPM) da laténcia de escape para a plataforma (A); como média (+ EPM) da laténcia de fuga para nadar
até o local onde a plataforma estava durante as sess@es de treino (B, C); e, como média (+ EPM) do
percentual de tempo de nado no quadrante alvo (TQ) durante o teste (D, E). * p <0,05 e ** p <0,01 [teste
t] vs VEH, n = 7-9 por grupo.
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Figura 8 - Efeito do agonista dopaminérgico D1 (SKF38393) infundido 3 horas pés-treino sobre a
perdurabilidade da Memoria espacial. Animais com implantacédo bilateral de cénulas na regido CA1l do
hipocampo dorsal foram treinados durante 2 dias na versdo espacial do Labirinto Aquatico de Morris
(LAM). Trés horas (A) ap6s cada sessédo de treino diario (8 ensaios por sessao) os animais receberam a
infusdo bilateral de SKF38393 (40 nmol / lado; SKF) ou veiculo (VEH). A retencdo de memoria espacial
foi verificada em um teste (60seg, sem plataforma) realizado 24 h (B, D) e 5 dias depois da ultima sessao
de treino (C, E). Os dados estédo expressos como blocos de oito ensaios/dia; média (+ EPM) da laténcia
de escape para a plataforma (A); como média (+ EPM) da laténcia de fuga para nadar até o local onde a
plataforma estava durante as sessdes de treino (B, C); e, como média (+ EPM) do percentual de tempo
de nado no quadrante alvo (TQ) durante o teste (D, E). * p <0,05 e ** p <0,01 [teste t] vs VEH, n = 7-9 por
grupo.
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Com o objetivo de verificar o papel do sistema dopaminérgico na extincdo da
mem©éria espacial, animais com implantacdo bilateral de canulas na regido CA1 do
hipocampo dorsal foram treinados durante 5 dias na versdo espacial do LAM.
Imediatamente (Fig. 9 A) ou 3 horas (Fig.10 A) apds o término das 8 secdes de treino
diarios os animais receberam a infusdo bilateral de SKF38393 (40 nmol / lado) ou
veiculo (VEH).durante os 5 dias de treino No sexto dia, sem administracdo de farmacos,
ambos os grupos foram submetidos a uma sessao de 8 ensaios consecutivos de um dia
no aprendizado reverso (Fig.9 e 10 B). A retencdo de memodria espacial foi verificada
em um teste realizado 24 e 120 h apGs o treino no aprendizado reverso. Os resultados
foram apresentados como laténcia de escape nos quadrantes original e reverso para
ambos os grupos, SKF/VEH 0 min pos treino (Fig. 9 C) e SKF/VEH 3 h pds treino
(Fig.10 C). Além disso, verificamos a percentagem de tempo gasto no quadrante alvo e
reverso para ambos os grupos, SKF/VEH 0 min pés treino (Fig.9 D) e SKF/VEH 3 h
apoés a sessao de treino (Fig.10 D).

No teste realizado 24 e 120 hs pds-treino reverso (Fig. 9 C e Fig.10 C) verificou-
se que os animais do grupo SKF, infundidos imediatamente e 3 horas pds-treino, nao
mostram diferenca significativa em relacdo ao grupo controle para encontrar o local
original da plataforma ou o reverso. Quanto ao tempo de permanéncia nos quadrantes
alvo e reverso, ndo houve diferenca significativa entre 0os grupos que receberam SKF
ou VEH, imediatamente ou 3 horas (Fig. 9 D e Fig. 10 D), quando testados 24 horas
apos o treino. Quando foi avaliado este mesmo parametro 120 hs pds treino reverso,
diferentemente do que ocorre no teste 24 horas pés reverso, 0s animais que receberam
SKF imediatamente (Fig. 9 D), mas ndo 3 horas pés treino ( Fig. 10 D), gastaram mais
tempo, que o grupo controle, na procura pela plataforma no quadrante original do que
no reverso,

Pode-se observar que SKF38393 quando infundido imediatamente apds cada
sessao diaria de treino, mas ndo 3 horas ap0s, aumenta a persisténcia da memoaria
espacial, ndo ocorrendo a extingdo do trago mnemdnico, comparados com 0 grupo

controle, mesmo quando os grupos foram treinados no aprendizado reverso
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Figura 9 - Efeito do agonista dopaminérgico D1 (SKF38393), infundido imediatamente apds a Ultima
sessdo de treino, sobre a extingdo da Memoria espacial. Animais com cénulas bilaterais na regido CAl
do hipocampo dorsal foram treinados durante 5 dias na versdo espacial do Labirinto Aquatico de Morris
(LAM). (A) Os animais receberam a infuséo intra-CA1 de SKF38393 imediatamente apds cada sesséo de
treino, quando treinados apenas no quadrante original, 24h depois da ultima sessdo de treino, os
mesmos foram submetidos a uma sesséo de 8 ensaios consecutivos de aprendizado reverso (B). Foi
verificada a retencdo de memoéria através de um teste (60s, sem plataforma) realizado 24h ou 120 horas
apos a ultima sesséo de treino (C e D). Os dados estdo expressos em blocos de oito ensaios/dia, como
média (+ EPM) da laténcia de escape para a plataforma durante o treino (A, B); média (+ EPM) da
laténcia de escape até o local onde a plataforma estava durante as sessoées de treino (C); e, média (x
EPM) do percentual de tempo de nado no quadrante alvo e no quadrante reverso (TQ) durante o teste

(D).



37

Dopamina - Extingdo

SKF38393 3 h pds-treino
Original Reverso
A = } -o- VEH B 60 -0~ VEH
© —o- SKF 2 -® SKF
QL [+
g a0 3 40
e 3
.8 20 S 20
g s
£ 3
o o
12 3 4 5 12345678
Dias Sessdes

Testes 24h ou 120h pos-treino Testes 24h ou 120h pés-treino

601 C3J ORI 609 — oI
3 REV <
c D & |=3rev
@ 40 2
N o 40
8 7]
o o]
c )
2 o
© 20 Q 204
| £
i)
=S
0 0
VEH SKF VEH SKF VEH SKF VEH SKF
L T T T
24h 120h 24h 120h

Tempo pds-treino Tempo pés-treino

Figura 10 - Efeito do agonista dopaminérgico D1 (SKF38393), infundido 3 horas apds a Ultima sesséo de
treino, sobre a extingdo da Memoria espacial. Animais com canulas bilaterais na regido CAl do
hipocampo dorsal foram treinados durante 5 dias na versdo espacial do Labirinto Aquatico de Morris
(LAM) (A). Os animais receberam a infusdo intra-CA1 de SKF38393 3h apés cada sessdo de treino,
quando treinados apenas no quadrante original. 24h ap6s a ultima sessdo de treino os mesmos foram
submetidos a uma sessdo de 8 ensaios consecutivos de aprendizado reverso (B). Foi verificada a
retencdo de memodria através de um teste (60 seg, sem plataforma) realizado 24h ou 120h apés a Ultima
sessdo de treino (C). Os dados estdo expressos em blocos de oito ensaios/dia, como média (+ EPM) da
laténcia de escape para a plataforma durante o treino (A, B); média (+ EPM) da laténcia de escape até o
local onde a plataforma estava durante as sessdes de treino (C); e, média (+x EPM) do percentual de
tempo de nado no quadrante alvo e no quadrante reverso (TQ) no teste (D).



5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram com os dados
previamente descritos na literatura sobre o envolvimento do sistema dopaminérgico
hipocampal nos processos de consolidacdo e persisténcia do traco mnemoénico.”%% 7"
Pois, observou-se que a consolidacdo da memoaria espacial requer a participacdo de
receptores D1, indo ao encontro de outros trabalhos que mostraram que além da
memoéria espacial, memoria aversiva e de reconhecimento requerem a ativacdo dos
receptores da familia D1.”2

Diferentemente dos estudos sobre o processo de consolidacdo, poucos trabalhos
tém investigado o envolvimento do hipocampo na persisténcia da memaria espacial,
provavelmente porque, acredita-se que inicialmente o armazenado de uma memdéria é
mantido temporariamente no hipocampo e mais tarde, transferido para o cortex para um
armazenamento persistente.’”® No entanto, estudos tém mostrado que a atividade neural
hipocampal € necesséria para a consolidagcdo e armazenamento de informacéo
espacial durante 5 dias apds o treinamento em ratos no LAM.”* Desta forma, avaliar os
mecanismos moleculares que participam na persisténcia da memoria pode ajudar a
compreender e tratar os déficits de armazenamento da memdria associado com o
envelhecimento natural e patologias. Pouco se sabe atualmente, sobre os mecanismos
celulares e moleculares envolvidos em promover a persisténcia da memoria.” Estudos
recentes vém abordando esta questdo, centrando-se principalmente no cértex cerebral
como a regido de memdéria de armazenamento permanente. Poucos trabalhos tém
avaliado o envolvimento do hipocampo na persisténcia da memoria, logo, com o
objetivo de avaliar o papel do sistema dopaminérgico hipocampal na perdurabilidade de
memorias espaciais foi realizado este trabalho. Assim, os resultados apresentados na
presente dissertacdo corroboram com trabalhos prévios que sugerem a ativagdo de
receptores dopaminérgicos D1/D5 na formacgédo de um tragco mnemaonico persistente no
hipocampo. Uma das cascatas bioquimicas que parece estar envolvido neste processo

foi mostrado num artigo do presente grupo de pesquisa,’* sugerem que BDNF (Brain-
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derived neurotrophic factor) é regulado pelo sistema dopaminérgico e parece ser
essencial para a perdurabilidade de memdrias aversivas em ratos.

InvestigancOes da memoria de medo em ratos demonstrou que a persisténcia da
MLD requer expresséo de BDNF no hipocampo 12 horas ap6s o treino.’

Para corroborar com os dados obtidos com o sub-treino no LAM (protocolo 2
dias) se fez uso do protocolo de aprendizado reverso para avaliar a forca do traco
mnemonico perante um aprendizado conflitante, cujo objetivo é causar extincdo do
aprendizado original.

Ao avaliar-se o efeito do agonista dopaminérgico D1 quando infundido
imediatamente apds a Ultima sessdo de treino de aprendizado no quadrante original
verificou-se que os ratos infundidos com SKF possuem o traco mnemaonico preservado
em relacdo ao grupo controle quando testado 6 dias apds o aprendizado reverso e nao
24 horas. Este fato pode ser devido ao efeito teto de aprendizado no LAM quando os
animais sao testados 24 hs ao contrario do que ocorre 6 dias.



6 CONCLUSOES

O sistema dopaminérgico hipocampal esta envolvido no processo de inicial da

consolidacdo da memoria espacial em ratos.

O sistema dopaminérgico hipocampal esta envolvido na persisténcia da memaoria

espacial em ratos.

O sistema dopaminérgico hipocampal esta envolvido na extincdo da memoria

espacial em ratos.
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