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combinacdo que permaneceu a mesma ao longo das sessdes. O grupo PBS (n = 6) foi o
controle e recebeu salina (NaCl 0,9 %) i.p e tampé&o fosfato salino (PBS) i.h.. O grupo 4-AP
(n = 6) recebeu salina i.p. e 1ImM de 4-aminopiridina (4-AP) i.h.. O grupo Escopo (n = 6)
recebeu 0,5 mg/kg de escopolamina i.p. e PBS i.h.. A 4-AP e a escopolamina foram
dissolvidas em PBS e salina, respectivamente. A, média (x EPM) do indice de erros de
memoéria de referéncia (IEMR) que era anotado para cada sessdo quando o rato entrava
pela primeira vez em um braco que nunca teve chocolate. B, média (+ EPM) do indice de
erros de memoria operacional (IEMO) que era anotado toda vez que o animal revisitava um
braco na mesma sessdo. ** e *** representam p < 0,01 e p < 0,001, respectivamente, em
relacéo ao primeiro dia do grupo 4-AP. ## representa p < 0,01 em relacdo ao primeiro dia do
grupo PBS. + e ++ representam p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente, em relagédo ao
primeiro dia do grupo Escopo (++ também é em relacdo ao segundo dia). EPM: erro padrédo
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Figura 4.1. Purificacdo da HgeTx1. A, perfil cromatogréfico da pegonha bruta (1,0 mg) de
Hadrurus gertschi separada em coluna analitica C,g por HPLC de fase reversa usando um
gradiente linear de 100% de solugcdo A (0,12 % de acido trifluacético - TFA em agua
ultrapura) até 60 % da solucdo B (0,10 % de TFA em acetonitrila) em 60 min. B,
recromatografia da fracdo 18 usando um gradiente linear de 100 % da solucéo A até 40 %
da solucdo B em 60 min. A fragdo marcada com asterisco seguiu para analise de
ESPECITOMELNA A MASSEA. ...eiii i i e sttt e e e e e e e e e e e e e s s e s e e aaeearrereaaeaeaaaaeaneas 122

Figura 4.2. Espectro de massa da principal fracdo da recromatografia da fracdo 18 da peconha
de Hadrurus gertschi. Massa molecular (M+H)" de 3949,27 m/z obtida por sistema MALDI
TOF/TOF MS. O primeiro pico ((M+H)" de 1974,635 m/z) corresponde ao mesmo
€coOmMpPONENtE COM OIS PIOTONS. ...uuiiieeiiiiiiiiee e e ettt e e e e sitbre e e e e e s stber e e e e e s sstbareeeeessnsbaeeaeeeannsrees 123

Figura 4.3. Influéncia das toxinas ScTx1 e HgeTx1 na inducéo de LTP. As médias (x EPM) da
inclinacdo da curva dos potenciais de campo excitatorios pos-sinapticos (PCEPS) séo
apresentadas como porcentagem da resposta basal (obtida durante 10 minutos anteriores a
estimulacdo teténica) ao longo do tempo. O momento dessa estimulacdo é indicado pela
seta. Os circulos pretos abertos representam o grupo controle (sem toxina, n = 6); 0s
vermelhos abertos, o grupo ScTx1 (recebeu 6,60 nM ScTx1l, n = 6); e os vermelhos
fechados, o grupo HgeTx1 (recebeu 0,32 nM HgeTx1, n = 6). Os tracados acima da figura
sdo exemplos de curvas obtidas para cada um dos tratamentos e apresentam os valores
sobrepostos dos potencias de campos evocados antes (cinza) e 60 min apds a estimulagao

teténica (cada tracado é a média de 10 SWEEPS) ...uuuruiriiiiiieiieeeeeeeieeeiesieessessieeereereeneeeeeeees 124



LISTA DE TABELAS

Tabela 1.1. Distribuicdo de diferentes subtipos de canais para K* na formagéo hipocampal
(modificado de Gati €t Al., 2012) .......uuuriiiiiiiiiiiiaiae e e 9
Tabela 1.2. Manipulacdes de canais para K e seus efeitos sobre testes comportamentais de
aprendizado e memoria. Modificado de Gati et al. (2012)...........ccooeciniiiniiiiiiiiieeeeeeee e 19
Tabela 3.1. Média (x EPM) das laténcias de escape das quatro sessdes diarias de cada dia de
treino no LAM apods injecdes intraperitonN@ais (1.0.). . eeeeevrrrrereeeiiiiiiieee e et e e e 90
Tabela 3.2. Média (+x EPM) da permanéncia no quadrante critico (PQC) e taxa de procura (TP)
do mesmo durante os testes de sondagem no LAM por ratos que receberam injecdo
Tl oL g1 o) g 1= T= I (N o 1 PP PTUPTUUPPPUPR 92
Tabela 3.3. Média (x EPM) das laténcias de escape das seis sessdes diarias de cada dia de

treino no LAM ap6s injecdes intrahipocampais (i.h.) ... 95



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

4-AP: 4-aminopiridina
ANOVA: andlise de variancia
CA: campo aberto

Ca’*: fon calcio

EPM: erro padrdo da média

Grupo 1d4AP-i.h.: os ratos desse grupo receberam injecéo i.h. de 4-AP (1mM; 0,2 pL/lado) 1
min antes da primeira sessao de treino do primeiro dia

Grupo 1dPBS-i.h.: os ratos desse grupo receberam injecéo i.h. de PBS (0,2 pL/lado) 1 min
antes da primeira sesséo de treino do primeiro dia.

Grupo 2d4AP-i.h.: os ratos desse grupo receberam injecéo i.h. de 4-AP (1mM; 0,2 pL/lado) 1
min antes da primeira sessao de treino do segundo dia.

Grupo 2dPBS-i.h.: os ratos desse grupo receberam injecdo i.h. de PBS (0,2 pL/lado) 1 min
antes da primeira sessdo de treino do segundo dia.

Grupo 4-AP: injecéo i.h. de 4-AP (1mM — item 3) e i.p. de salina.

Grupo 4-APO0,1-i.p.: os ratos desse grupo receberam intraperitonealmente 0,1 mg/kg de 4-AP
(em 0,2 mL de salina) 30 min antes da primeira sessdo de treino do dia.

Grupo 4-APO0,5-i.p.: 0os ratos desse grupo receberam intraperitonealmente 0,5 mg/kg de 4-AP
(em 0,2 mL de salina) 30 min antes da primeira sesséo de treino do dia

Grupo controle-i.p.: os ratos desse grupo receberam injecdo i.p. de salina (0,2 mL) 30 min
antes da primeira sessédo de treino do dia;

Grupo escop-4-AP: os ratos desse grupo receberam injecéo i.p. de escopolamina, seguida da
injecdo i.h. de 4-AP (30 min de intervalo).

Grupo escopo: os ratos desse grupo receberam injecéo i.h. de PBS e i.p. de escopolamina (0,5
mg/kg — item 3);

Grupo escop-sal: os ratos desse grupo receberam injecéo i.p. de escopolamina, seguida da
injecdo i.h. de salina (30 min de intervalo)

Grupo PBS: os ratos desse grupo receberam inje¢éo i.h. de PBS e i.p. de salina (item 3);

Grupo sal-4-AP: os ratos desse grupo receberam inje¢éo i.p. de salina, seguida da injec¢é&o i.h.
de 4-AP (30 min de intervalo)

Grupo sal-sal: os ratos desse grupo receberam injecéo i.p. de salina, seguida da injecéo i.h. de
salina (30 min de intervalo)

HgeTx1: toxina obtida da peconha do escorpido Hadrurus gertschi

HIV: virus da imunodeficiéncia humana

Xi



HPLC: high performance liqguide chromatography (em portugués, cromatografia liquida de alta

eficiéncia)
i.c.v.: intracérebroventricular
i.h.: intrahipocampal bilateral
i.p.: intraperitoneal
i.v.: intravenoso
I correntes transientes de K*
IEMO: indice de erros de memoéria operacional
IEMR: indice de erros de memdria de referéncia
I correntes retificadoras tardias de K*
K*: fon potassio
K,p: canais para ion potassio que possuem dois-poros in tandem
Kca: Canais para ion potassio calcio-ativados
Ki:: canais para ion potéssio retificadores de influxo (inward-rectifiers)
Kv: canais para ion potassio voltagem-dependentes
LAM: labirinto aquatico de Morris
LCRA: liquido cefalorraquidiano artificial
LR: labirinto radial de oito bracos
LTP: long-term potentiation (em portugués, potenciacéo de longo prazo)
MALDI-TOF: Matrix-Assisted Laser Desorption-lonization Time-of-Flight
PBS: tampé&o fosfato salino
PCEPS: potencial de campo excitatério pés-sinaptico
PQC: permanéncia no quadrante critico
s.c.: subcutaneo
ScTx1: toxina obtida da pegonha da aranha Stromatopelma calceata
TEA: tetraetilamdnio

TP: Taxa de procura do quadrante critico

xii



AGRADECIMENTOS

Esta tese so foi possivel devido ao esforgo e cooperacdo, muitas vezes incondicional,
de vérias pessoas e ao apoio de diferentes instituicdes. Tentarei nomea-los todos e prestar
meus agradecimentos.

Antes de tudo, agradeco a familia. A minha mae Carminha e meu irm&o Leo pelo amor,
generosidade e exemplo de trabalho duro e honesto. Aos meus sogros, que também considero
meus pais, Rodolfo e Loreny pelo carinho e por estarem sempre me ensinando o que € ser um
cientista. E por fim, as duas pessoas mais importantes de minha vida: minha esposa Lilian e
meu filho Vitor. Vocés dois acreditaram em mim, quando eu ja tinha desistido. Vocés dois me
motivam a ser melhor e a fazer melhor. Eu me esforgo todos os dias para merecer o amor de
vocés. Vocés todos sdo minha fortaleza.

A Profa. Elisabeth Schwartz ndo s6 pela orientagdo, mas por assumir e apoiar um
aluno com um projeto que, em grande parte, era diferente de suas linhas de pesquisa. S6 uma
pesquisadora destemida e generosa assumiria tal desafio.

A Profa. Marcia Mortari também pela orientacdo e coragem, mas em especial pela
amizade. Ela foi umas das que me incentivou a me engajar no doutoramento depois de ter
passado muito tempo do mestrado.

Ao Prof. Carlos Bloch Jr. por oferecer a infraestrutura do Laboratério de Espectrometria
de Massas (Embrapa — Recursos Genéticos e Biotecnologia) e também ao Eder Barbosa por
me auxiliar com a espectrometria de massa e sequenciamentos de novo.

A Profa. Maria Braga que me recebeu em seu laboratério nos EUA para o0s
experimentos de field potential in vitro. Sua capacidade de lideranca, generosidade e bom
humor séo fora de escala e exemplos que levarei para toda a vida.

Aos profs. Carlos Schwartz, Antdnio Sebben e Osmindo Pires Janior pelas boas
conversas e por me lembrarem da beleza da descoberta cientifica e do companheirismo na
Academia.

Aos alunos Ana Gabriela, Joseilma, Gabriel, Guilherme, Rafael e Victor por terem

dividido comigo a execucao dos testes comportamentais no labirinto aquatico de Morris e

Xiii



labirinto radial de oito bragos. Sem esse trabalho coletivo esses experimentos nao seriam
possiveis.

Aos amigos e colegas Andréa, Carol, Cecilia, Claudia, Fagner, Flavia, Harry,
Jacqueline, Jimmy, Juliana, Karla, Luciana, Natiela, Pedro, Pollyanna, Priscila, Rafael, Solange
e Talitha pelo convivio. Vale aqui um agradecimento especial ao Leandro pela ajuda no
trabalho, pelas conversas sobre o que realmente importa na vida académica e por sua amizade
sincera.

A Profa. Carolina Lucci, coordenadora do Programa de Pds-Graduacdo em Biologia
Animal por sua competéncia na gestdo do Programa e por ter prontamente atendido a todas as
minhas solicitagcdes. Também por essas razes agradeco as secretarias Daniele e Ana Paula.

Ao Jivago, veterinario responsavel pelo biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UnB, e a Adriana, bioterista, pelo zelo na administracéo biotério e manutengdo dos animais
utilizados nos experimentos desta tese.

Nos EUA, algumas pessoas me ajudaram e merecem meu reconhecimento e
agradecimento. Kétia, Franco, Camila, Mércio, Steven e Robert por criarem um ambiente
agradéavel de convivio. Eric por me ensinar as técnicas de field potential in vitro. Gostaria de
mencionar um obrigado especial a Taiza, pois seu trabalho tornou possivel minha ida para os
EUA e contribuiu decisivamente para minha excelente condi¢do de trabalho no laboratdrio.

Muitas pessoas na Universidade Catodlica de Brasilia trabalharam muito para que eu
pudesse obter minha licenca, me permitindo dedicagdo exclusiva ao doutoramento. Entre elas
gostaria de agradecer as Professoras Adriana Hanai Tavares, Claudia Mendonca Garcia,
Fabiana Nunes de Carvalho e Lourdes El-moor Loureiro.

Eu também gostaria de agradecer as Instituicbes que apoiaram meu trabalho,
fornecendo infraestrutura, verbas de pesquisa e/ou bolsa de estudos. S8o elas: Universidade
de Brasilia (UnB), Instituto de Ciéncias Bioldgicas — IB/UnB, Programa de Pés-Graduagdo em
Biologia Animal - IB/UnB, Laboratério de Toxinologia — IB/UnB, Laboratdrio de Espectrometria
de Massas (Embrapa — Recursos Genéticos e Biotecnologia), Uniformed Services University of
the Health Sciences (Bethesda, EUA), Fundacdo de Apoio a Pesquisa do Distrito Federal
(FAPDF) pelo financiamento de pesquisa, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnolégico (CNPq) pelo financiamento de pesquisa e minha bolsa de doutorado (processo

Xiv



142949/2010-8) e Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes) por

minha bolsa de doutorado sanduiche no exterior (processo BEX: 17584/12-4).

XV



RESUMO

Os canais para K* sdo agrupados em quatro familias sendo uma delas a de canais voltagem-
dependentes (K,). Os canais K, estdo presentes na formagéo hipocampal, estrutura chave na
consolidacdo da memdéria declarativa e espacial. Apesar de trabalhos mostrem a participacéo
de canais para K" nos processos de aprendizagem e memoria, ndo estéa claro qual o papel dos
canais Kv. Em fun¢éo de evidéncias da literatura, acreditamos que canais K, subtipo 1.1 (K,1.1)
contribuem positivamente para a formacdo de memoria espacial enquanto os K, subtipo 2.1
(K\2.1) tém efeito oposto no mesmo fendmeno. O objetivo deste trabalho é testar essa
hipétese. Para ratificar a influéncia dos canais K, na memoria espacial, além de padronizar
testes comportamentais e eletrofisiol6gicos relacionados a processos da memdria, foi utilizada
a 4-aminopiridina (4-AP), um bloqueador seletivo para canais K,, e a escopolamina, um
antagonista de receptor muscarinico com comprovado efeito amnésico. Também foram
selecionadas duas toxinas para os testes: HgeTx1l e ScTx1l. A HgeTxl € um peptideo do
escorpido Hadrurus gertschi e um bloqueador de canais K,1.1. A ScTx1 é um peptideo da
aranha Stromatopelma calceata e um bloqueador de canais K,2.1. Enquanto a ScTx1 foi
adquirida comercialmente, a HgeTx1 foi obtida a partir da peconha de escorpifes por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, sigla em inglés) e caracterizada quimicamente
por meio de espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF. A administracdo das substéncias foi
intrahipocampal bilateral na regido de CAL (i.h.) ou intraperitoneal (i.p.). Ratos Wistar machos
sob o efeito de diferentes substancias supracitadas (exceto as toxinas) foram submetidos a trés
testes comportamentais de aprendizagem e memoéria espacial: o0 campo aberto (CA), o labirinto
radial de oito bragos (LR) e o labirinto aquéatico de Morris (LAM). Todas as substancias
(incluindo as toxinas) também foram utlizadas em preparacdes de fatias da formacao
hipocampal de cérebros (slice) de ratos para verificar seus efeitos sobre a inducédo de long-term
potentiation (LTP) nas sinapses Schaefer-CAl1, um dos possiveis mecanismos
celulares/moleculares da memoria. Os testes comportamentais confirmaram o envolvimento
dos canais K, na meméria dependente da formacédo hipocampal. Os testes no CA mostraram
gue a escopolamina i.p. (n = 5) provocou prejuizo da habituagdo espacial, efeito revertido
parcialmente pela 4-AP i.h. (n = 5). Nos testes no LR, o bloqueio dos canais K, pela 4-AP i.h. (n
= 6) facilitou tanto a memodria operacional quanto a meméria de referéncia, enquanto o
desempenho dos animais foi prejudicado pela escopolamina i.p. (n = 6). Os testes com o0 LAM
mostraram resultados semelhantes, pois a 4-AP i.h. melhorou o desempenho dos ratos. Os
testes eletrofisiologicos in vitro complementaram os comportamentais. A escopolamina inibiu a
inducdo de LTP (n = 6), enquanto a 4-AP o intensificou (n = 6), achados que reforcam os do CA
e LR. Foi também interessante observar que a 4-AP reverteu o efeito supressor da
escopolamina (n = 6), resultado semelhante ao obtido no CA. Por fim, a HgeTx1 diminuiu a
magnitude do LTP (n = 6) e a ScTxl o aumentou (n = 6), satisfazendo predi¢cbes deste
trabalho. Os resultados obtidos até o0 momento ndo s6 fortalecem a importancia dos canais K,
na aprendizagem e memdria espacial, mas também corroboram nossa hipétese sugerindo que

os canais K,1.1 e K,2.1 possuem efeitos distintos e complementares na formacéo da memoria.
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ABSTRACT

K" channels are the most diverse among ion channels. They are grouped into four families, one
of which is the voltage-dependent (K,) channels. These are widely distributed in the mammalian
brain, especially in the hippocampus, a key structure in the consolidation of declarative and
spatial memories. Although studies show the involvement of K* channels in learning and
memory, the role of K, channels in these processes still unclear. Based on previous studies, we
believe that K, subtype 1 (K,1) channels contribute positively to the spatial memory formation,
while K, subtype 2 (K,2) have the opposite effect on the same phenomenon. The aim of this
work was to test this hypothesis. We used 4-aminopyridine (4-AP), a selective blocker for K,
channels, and scopolamine, a muscarinic receptor antagonist with proved amnesic effect to
confirm the influence of K, channels on spatial memory. Additionally, the same drugs were used
to standardizing behavioral and electrophysiological tests related to memory processes. Two
toxins were selected for the tests: HgeTx1l and ScTx1. The former is a peptide from the
Hadrurus gertschi scorpion, being a K,1.1 channel blocker. ScTx1 is a peptide from the
Stromatopelma calceata spider, being a K,2.1 channel blocker. While ScTx1 was commercially
obtained, HgeTx1 was obtained directly from the scorpion venom by high performance liquid
chromatography (HPLC) and chemically characterized by means of MALD-TOF mass
spectrometry. Compounds were administered bilateral into CA1 region of the hippocampus (i.h.)
or intraperitoneally (i.p.). Male Wistar rats, under the effect of the different substances
mentioned above (except toxins), were submitted to three behavioral spatial learning and
memory tests: the open field (OF), the eight-arm radial maze (RM) and the Morris water maze
(WM). All substances (including toxins) were also used in hippocampal slices of the rat brain to
test their effects on the induction of long-term potentiation (LTP) on CA1 pyramidal neurons, a
cell/molecular memory model. The behavioral tests confirmed the involvement of K, channels in
hippocampal-dependent memory formation. The OF tests showed that i.p. scopolamine (n = 5)
induced a defict in spatial habituation. This effect was patrtially reversed by i.h. 4 -AP (n = 5). In
RM tests, K, channel blockade by i.h. 4 —AP (n = 6) facilitated working and reference memory,
whereas the animal’s performance was impaired by i.p. scopolamine (n = 6). The WM tests
showed similar results, since 4-AP improved the rat performance. In vitro electrophysiological
tests complemented the behavioral. Scopolamine inhibited LTP induction (n = 6), while 4-AP
potentiated it (n = 6), results consistent with the results of from the OF and RM. Interestingly, 4-
AP reversed the suppressive effect of scopolamine on LTP (n = 6), similar to the result seen in
the OF. Finally, Hgetxl decreased LTP magnitude (n = 6) and ScTxl increased it (n = 6),
confirming the predictions of the present work. Thus, our results underscore the importance of
K, channels on spatial learning and memory and corroborate our hypothesis that K,1 and K,2

channels have distinct and complementary effects on memory.
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Capitulo 1

Apresentacao do problema e da

hipdtese do trabalho

Neste capitulo, o objetivo é fazer uma introducao
geral da tese. Sera explicado o tema do trabalho com
a proposicdo de um problema de estudo, seguido de
sua delimitagcdo. Ocorrera também a definicdo de uma
hipétese que serd testada por experimentos relatados

nos demais capitulos.

“A resposta certa, ndo importa nada: essencial é

que as perguntas estejam certas.”

Mario Quintana



Beveridge (1981) destacou que o emprego do método cientifico para a compreenséo de
um fenbmeno deve comecar com o0 reconhecimento do problema, na sua delimitacdo e na
reducado da questédo a seus componentes especificos. Nesse momento, é importante esclarecer
0s conceitos. A isso, segue-se a coleta de dados relevantes obtidos por meio da literatura
cientifica e observagfes sistematicas dos aspectos do fendmeno. Nesse sentido, os dados
precisam ser padronizados e tabulados. Em sequéncia, ocorre a formulagdo de uma hipotese
por inducdo. Por tanto, o objetivo do primeiro capitulo é cumprir essas etapas quanto ao
fendmeno da participacéo dos canais idnicos voltagem-dependentes para o ion potassio (K"

presentes em neurdnios nos processos cognitivos de aprendizagem e memodria.

APRENDIZAGEM E MEMORIA

Varios conceitos ja foram atribuidos a aprendizagem e a memoria. Para Tulving (1987),
esses dois fenbmenos estariam intimamente ligados. Segundo ele, a aprendizagem seria a
capacidade de um ser vivo adquirir informacgdes, enquanto a meméria, além dessa habilidade,
também envolveria a retencdo e o uso do conhecimento adquirido. Para Tomaz (1993),
memoria seria a “capacidade do individuo se situar no presente levando em consideragao o
passado e o futuro”. Portanto, ele destaca o aspecto adaptativo do fendmeno da memdria
quando diz que ela é um fator determinante do comportamento, pois permite ao individuo
selecionar as reacfes mais apropriadas as demandas do ambiente com base nas experiéncias
vividas e nas consequéncias de seus atos, aumentando sua chance de sobrevivéncia. Porém,
esses conceitos de aprendizagem e memodria ndo sdo tdo simples de serem aplicados em
testes experimentais para animais de laboratorio, seja in vivo ou in vitro (fatias do cérebro, por
exemplo). Carlson (2002) talvez tenha elaborado um conceito que resolva essa questdo.
Segundo ele, aprendizagem seria a mudanca de comportamento de um organismo (ou
sistema) vivo em funcdo de suas experiéncias. Essas vivéncias ou treinamento seriam capazes
de alterar o Sistema Nervoso (ou parte dele) produzindo, portanto, a mudanga comportamental.
Essas alteracdes no tecido nervoso seriam a memdria.

Considerando que a memaria engloba a aprendizagem, existiriam varios tipos de memaria
ou essa seria um fendmeno (nico? Talvez a resposta esteja no meio do caminho entre essas

duas alternativas. Possivelmente ela apresenta multiplos sistemas inter-relacionados que



trabalham em unissono e sdo capazes de responder as experiéncias produzindo mudancas de
comportamento (Tulving, 1987; Squire, 2004). Porém, cada sistema é responsavel por
processar paralelamente aspectos distintos da interacdo do individuo com o ambiente, usando
para isso diferentes processos e principios psicobiolégicos (Tulving, 1987; Squire, 2004). Essa
proposicdo € baseada em experimentos com individuos que apresentam alterag6es locais na
atividade cerebral ocorridas patologicamente (humanos) ou induzidas em laboratério (animais
de pesquisa). Em muitos casos, essa condicdo leva a um prejuizo parcial nas atividade desses
sujeitos em mudltiplas tarefas de aprendizagem e memoéria, ou seja, o desempenho &
comprometido em alguns testes, mas se mantém normal em outros (Tulving, 1987; Squire,
2004). Interessantemente, mdultiplos sistemas de memoria implicam também em mudltiplas
estratégias de aprendizagem. Como os sistemas trabalham paralelamente frente a uma tarefa,
diferentes estratégias em curso podem ser conflituosas o que explicaria casos de
desempenhos contraditérios entre humanos e animais de laboratério, ou entre sujeitos normais
e amnésicos/lesionados (Squire, 2004).

Partindo-se da hipotese dos multiplos sistemas de memoéria, como eles poderiam ser
classificados? Baseando-se na diferenca de decurso temporal entre mudancas na atividade
elétrica e alteragBes bioquimicas no encéfalo, Hebb (1949 apud Baddeley, 2001) propds uma
primeira divisdo dos sistemas em memoria de curto prazo e memdria de longo prazo, que é
valida para os mamiferos. Os subsistemas da memoéria de curto prazo seriam responsaveis
pela evocagdo da informacao imediatamente apOs sua apresentacdo, enquanto os de longo
prazo mediariam a recuperacdo da informacdo em um periodo apés ela ter sido vivenciada
pelo individuo, mesmo que este tempo seja de poucos segundos (Tulving, 1987).

Estudos de casos clinicos enfraqueceram a hipotese de uma memoria de curto prazo Unica
(Baddeley, 2001; Baddeley, 2003), que foi substituida pela meméria operacional, um modelo de
trés componentes (Baddeley e Hitch, 1974 apud Baddeley, 2003). Os sistemas de memodria
operacional permitem ao individuo a manutencdo tempordria de uma quantidade limitada de
informacéo, facilitando véarias habilidades cognitivas como a aprendizagem, o raciocinio e a
compreenséo (Baddeley e Hitch, 1974 apud Shrager et al., 2008). Diferente da memaria de

longo prazo, as estruturas do lobo temporal medial cerebral ndo séo criticas para a memoria



operacional, que parece depender de diferentes regides do neocortex, em particular dos
cértices frontal, temporal lateral e parietal (Shrager et al., 2008).

Como ja foi mencionado, a meméria operacional € composta por trés sistemas: a central
executiva, a algca fonoldgica e o esbogo visuo-espacial (Baddeley e Hitch, 1974) apud
(Baddeley, 2003). A central executiva € um sistema de controle geral do comportamento e é
subsidiado pelas outras duas (Baddeley, 2003). A algca fonolégica € um sistema de
armazenamento de informacdo no qual tracos da memoéria sdo mantidos em evidéncia por
alguns segundos por meio de sua reverberacdo verbal interna (Baddeley, 2003). O esboco
visuo-espacial & também um subsistema de armazenamento que retém a informacao visual
(como cor, forma e localizacdo) de poucos objetos por algum tempo, mesmo depois deles
terem sidos retirados (Baddeley, 2003). A Figura 1.1 apresenta uma primeira taxonomia da

memoria e algumas estruturas nervosas envolvidas nela.

MEMORIA

MEMORIA OPERACIONAL MEMORIA DE LONGO PRAZO

S

CENTRAL ALCA ESBOGO ViSUO-
EXECUTIVA FONOLOGICA ESPACIAL

CORTICES FRONTAL, TEMPORAL
LATERAL E PARIETAL

Figura 1.1. Taxonomia parcial dos multiplos sistemas de memoria. Primeira divisdo com base
no tempo de retencé@o das informagfes. Algumas estruturas neurais envolvidas nas formas de

memoria também séo apresentadas.

Os sistemas de memodria de longo prazo podem ter vérias classificagbes, porém uma das
primeiras propostas foi a de Tulving (1987), que estava pensando em humanos quando a
idealizou. Ele os dividiu em memdria episddica, memoria semantica e memoéria procedural.

A memoria episodica permite ao individuo lembrar acontecimentos pessoais do passado

(Tulving, 1987). Ela consistiria de um subconjunto de sistemas que possibilita ao sujeito
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visualizar mentalmente e verbalizar eventos vivenciados por ele. Por sua vez, os subsistemas
poderiam ser divididos nos responsaveis pela evocagéo e nos mediadores do reconhecimento.

Os sistemas da memoéria semantica possibilitam a elaboracéo de conceitos do mundo que
cerca o organismo (Tulving, 1987). Eles ddo lugar a construgdo de representacfes mentais de
objetos e fatos. Diferente da memdria episodica, a semantica é impessoal, genérica e, portanto,
pode ser amplamente compartilhada com diferentes individuos.

A memdria procedural seria responsavel pela retencao dos aprendizados que estabelecem
uma relacdo entre um estimulo e uma resposta (Tulving, 1987). Essa memoéria seria a mais
basica em relacdo as duas apresentadas anteriormente. Nela, a expressédo da informacao
aprendida, além de ser automatica, pois ndo requer atencdo dirigida do sujeito, seria apenas
comportamental, ndo tendo o componente simbdlico, como nas memorias episédica e
seméantica. Cohen e Squire (1980) também consideraram nessa divisdo da memoria o
aprendizado de habilidades perceptuais—motoras e padrao-analisadoras.

Os miultiplos sistemas de meméria podem receber outra classificacdo. As memodrias
episddica e semantica requerem um esforco consciente para lembranca de eventos passados
e a origem do conhecimento em tais eventos (s6 para a episddica), por isso, elas também
coletivamente chamadas de memodria explicita. Como essa necessidade nado existe para a
evocacgdo da informagdo na memoria procedural, ela pode ser denominada de implicita. A
memodria episodica e a semantica podem ainda ser classificadas como declarativas, uma vez
que a expressao do conhecimento aprendido pode se dar por meio da palavra (Tulving, 1987).

A memoria declarativa foi proposta por Cohen e Squire (1980) e significa mais do que
poder expressar verbalmente um conhecimento. Ela esta relacionada com a retencédo e
evocacao consciente de fatos, de eventos ou de informacdo codificada em regras ou
procedimentos (Cohen e Squire, 1980; Squire, 2004). Os sistemas dessa divisdo da memoria
organizam o conhecimento de forma reticular, estabelecendo relacdes entre varios elementos e
experiéncias, permitindo a formagdo de memodrias reflexiveis que fornecem ao individuo um
modelo de mundo e um repertério de possiveis respostas a diferentes demandas do ambiente
(Squire, 2004). Nessa perspectiva, o componente da expressdo verbal da memdria declarativa
perde importancia, o0 que autoriza o uso do conceito para outros animais além do homem

(Squire, 2004). Surge também o termo memoéria ndo-declarativa para abarcar todos os outros



sistemas de memorias. Essa, diferente da declarativa, codifica as informac¢des do ambiente de
forma fixa e sua expressdo se da pela acdo comportamental estereotipada em resposta a
situacdo do aprendizado original, ndo havendo evocacdo consciente (Squire, 2004). Outra
diferenga importante entre memoria declarativa e ndo declarativa € que na primeira a
codificacdo da informacdo pode ocorrer a partir de uma Unica experiéncia do individuo,
enquanto na ultima a aquisicdo ocorre lentamente ao longo de véarios eventos separados
(Squire, 2004).

A Fig. 1.2 apresenta uma taxonomia para a memaria de longo prazo (Squire, 2004). E
importante lembrar que consideramos a meméria um conjunto de multiplos sistemas que, por
sua vez, sdo definidos ndo apenas funcionamente, mas também estruturalmente. Portanto, a
Fig. 1.2 também apresenta as estruturas que seriam criticas em cada um dos subsistemas de

memoria de longo prazo.

MEMORIA DE LONGO PRAZO

DECLARATIVA NAO DECLARATIVA
|
|
/\ /l\
FATOS—T—EVENTOS PROCEDURAL PRIMING E CONDICIONAMENTO APRENDIZGEM
(HABILIDADES  APRENDIZAGEM CLASSICO NAO ASSOCIATIVA

EHARTOS) PERCEPTUAL /\

RESPOSTAS  RESPOSTAS
EMOCIONAIS MOTORAS

| |

LOBO TEMPORAL MEDIAL ESTRIADO NEOCORTEX COMPLEXO  CEREBELO VIAS
DIENCEFALO AMIGDALOIDE REFLEXAS

Figura 1.2. Taxonomia dos sistemas de memoéria de logo prazo. Essa classificacdo
complementa a da Fig. 1.1. S80 apresentadas estruturas nervosas importantes para cada

forma de memdria. Modificado de Squire (2004).

Paralelo a essa classificacdo, existe a memdria espacial. Essa se refere a capacidade de
um animal adquirir e armazenar informacdes do espaco ao ser redor, permitindo a ele aprender
a melhor rota para um local mais seguro ou com maior chance de proporcionar alimento. A

memoria espacial possui tanto um componente de memdria operacional, quanto de longo prazo



e é dependente da atividade da formacéo hipocampal (Kessels et al., 2001; Paul et al., 2009;
Sharma et al., 2010).

Por fim, é importante apresentar um fenébmeno constantemente abordado nos estudos
sobre memoria: a amnésia. Essa significa a incapacidade de um individuo de evocar memorias.
Ela pode ser considerada como um prejuizo seletivo da memdria episédica (Tulving, 1987),
resultado, em geral, de um dano cerebral. A amnésia pode ser dividida em duas categorias:
anterégrada e retrégada. Na primeira, o sujeito ndo consegue formar meméria de eventos que
ocorreram apoés a lesdo, enquanto na Ultima ele ndo consegue lembrar-se de episodios que
aconteceram antes da lesdo (Carlson, 2002). Estudos com pacientes e animais de laboratério
sugerem que o lobo temporal medial e o diencéfalo médio seriam as estruturas cerebrais

implicadas na amnésia anterégrada (ver Aggleton e Pearce, 2001 para uma revisao).

OS CANAIS PARA K*

A atividade dos canais para K* tem se mostrado relevante para os fendémenos de
aprendizagem e memdria (Kim e Hoffman, 2008; Gati et al., 2012). Esses canais possuem a
maior diversidade entre os canais idnicos. Nos mamiferos, enquanto j& foram descritos nove
genes que codificam canais para Na" e dez para o ca”, sao pelo menos 78 para o K* (Judge
et al.,, 2007). Além desse grande numero de genes, os processos de splicing alternativo,
modificacdes poés-traducionais e formagdo de canais heteroméricos pela associagdo de
diferentes a-subunidades também contribuem para a diversidade dos canais para K* (Coetzee
et al., 1999). Esses canais para 0 ion potassio sdo agrupados em quatro familias: os canais
voltagem-dependentes (K,), os calcio-ativados (Kca), os retificadores de influxo ou inward-
rectifiers (K;) e os que possuem dois-poros in tandem (K,p). Adicionalmente, essas familias
possuem muitas subfamilias, cada uma contendo varios membros: os canais K, possuem 12
subfamilias (K,1-K,12); 0s K¢, 5 subfamilias (Kcal-Kca5); 0s Ky, 7 subfamilias (K;1-K;7); e os
Kop, 15 subfamilias (Kopl-Kop7, Kop9-Kopl0, Kopl2-Kyop13 e Kypl5-Kop18) (Goldstein et al., 2005;
Gutman et al., 2005; Kubo et al., 2005; Wei et al., 2005).

Cada uma das quatro familias de canais para K* sdo estruturalmente relacionadas. Os
canais K,, Kc; e K séo proteinas transmembrana formadas por quatro a-subunidades,

enguanto o0s Kop por apenas duas. As a-subunidades de todos os canais K, e dos Kc2 e Kca3



possuem seis segmentos transmembrana (6TM), enquanto nas dos canais Kcal, Kcad € Kb
sao 7TM. Todos os canais K; tém a-subunidades com 2TM e as dos Kyp contém 4TM. As a-
subunidades dos canais K,p formam dois poros e nos demais apenas um. Quando se associam
para formarem um canal, as da-subunidades podem ser idénticas, gerando canais
homotetraméricos e homodiméricos, ou podem ser diferentes resultando em canais
heterotetraméricos e heterodiméricos (Judge et al,. 2007).

A atividade dos canais para potassio influencia muitas funcdes celulares, como a
excitabilidade de células neuronais e musculares, secrecao eletrolitica e regulacdo do volume e
proliferac@o celular (Goldstein et al., 2005; Gutman et al., 2005; Kubo et al., 2005; Wei et al.,
2005). Neste contexto, peptideos que bloqueiam canais para K* tém auxiliado na elucidacdo da
funcao fisiolégica desses canais nos diferentes tecidos. Da mesma forma, o tratamento de
doencas relacionadas a disfuncdo de canais idnicos, como as doenc¢as neurodegenerativas,
epilepsia, tumores cerebrais, dor, entre outras, também tem sido realizado por meio da
utilizacéo de bloqueadores de canais i6nicos (Judge et al., 2007).

Porém, os bloqueadores classicos de canais para potassio (Mathie et al., 1998) nao
sdo especificos, nem agem sobre todos os tipos de canais para K'. Por exemplo, o
tetraetilamoénio (TEA) bloqueia diferentes subtipos de canais K, (exceto K4.2, K4.3, K/5.1,
K,7.1 e todos das subfamilias K6, K,8-K,12), K¢, (exceto os da subfamilia Kca2, Ke3) € 0s
subtipos K;3.4 e K;7.1, porém nao tem efeito sobre canais K, (Goldstein et al., 2005; Gutman
et al., 2005; Kubo et al., 2005; Wei et al., 2005). A 4-aminopiridina (4-AP), outro bloqueador
farmacoldgico tradicional, também atua em diferentes subtipos de canais K, (exceto K,3.4,
K\5.1 e todos das subfamilias K,6-K,12), nos subtipos K;3.4, K;/7.1, mas ndo nos canais K¢, €

nem nos Kyp (Goldstein et al., 2005; Gutman et al., 2005; Kubo et al., 2005; Wei et al., 2005).

CANAIS PARA K* E MEMORIA

Os canais para K possuem uma vasta distribuicéo pelo encéfalo de mamiferos. Esses
canais séo encontrados em estruturas do telencéfalo, diencéfalo, tronco encefélico e cerebelo
(Goldstein et al., 2005; Gutman et al., 2005; Kubo et al., 2005; Wei et al., 2005; Vacher et al.,
2008). Particularmente, a formac&o hipocampal expressa muitos tipos de canais para K*. Como

pode ser observado na Tabela 1.1, nessa estrutura ja foram identificados 41 subtipos de canais



para K* pertencentes as quatro familias (K,, Kca, Kir € Kop). Entre esses, os canais que parecem

ser mais expressos na formacdo hipocampal sdo os K,7.2, K,7.3, Kcal.1, K;3.2 e K;3.3,

seguidos pelos K,1.1, K,1.6, K,3.1, K\4.2, K,10.1, Kca2.1, Kea2.2, € K;;3.1 (Tabela 1.1).

A formacdo hipocampal € um substrato neural importante para a aprendizagem e

memoria. Essa estrutura do lobo temporal medial tem uma participacéo chave na consolidagao

da memodria declarativa. Ela recebe informac¢6es de eventos e lugares do neocoértex, € capaz

de armazena-las por um periodo de tempo (até semanas) e as transfere gradativamente para

regides especificas do cortex cerebral contribuindo para a formacdo da memoéria de longo

prazo (Kandel et al., 2000).

Tabela 1.1. Distribuicdo de diferentes subtipos de canais para K+ na formacdo hipocampal

(modificado de Gati et al., 2012)

Formacéo

Canais hipocampal

CAl1 CA3 DG

Técnica empregada

Ref.

Monaghan et

Kil.1 L o Hibridizac&o in situ, imunohistoquimica, al., 2001;
imunocitoquimica e coimunopreciptacdo em Wang et al.,
K,1.2 N . s cérebro de rato, camundongo ou gerbil. 1994; Park et
al., 2001
) _ ) Park et al.,
K,1.3 - - - Imunohistoquimica em cérebro de gerhil.
2001
o ) o Lujan et al.,
Hibridizac&o in situ, imunohistoquimica e
. . o i 2003; Wang et
Ky1.4 ++ ++ ++ imunocitoquimica em cérebro de rato,
) al., 1994; Park
camundongo ou gerbil.
et al., 2001
) o ) Zhong et al.,
Imunohistoquimica ou single-cell RT-PCR
Ky1.5 + + - i i 2005; Park et
em cérebro de gerbil ou rato.
al., 2001




Tabela 1.1. Continuacéo

Formacéo
Canais hipocampal Técnica empregada Ref.
CAl1 CA3 DG
] . ) Park et al.,
K,1.6 ++ +++ Imunohistoquimica em cérebro de gerbil. 2001
. i} Zhong et al.,
K,2.1 ++ ++ Single-cell RT-PCR em cérebro de rato.
2005
K,3.1 ++ +++  +++
K,3.2 +++ ++ - Nouthern blot e hibridizac¢&o in situ em Weiser et al.,
K,3.3 + + ++ cérebro de rato. 1994
K,3.4 - - ++
- o . Serodio e
Ky4.1 + + ++ Hibridizac&o in situ em cérebro de rato.
Rudy, 1998
Serodio e
o o . . - Rudy, 1998;
Hibridizac&o in situ ou imunohistoquimica
K.4.2 +++ ++  H++ Varga et al.,
em cérebro de rato ou camundongo.
2000; Tsaur et
al., 1997
Serodio e
- L Rudy, 1998;
K,4.3 + ++ o+t Hibridizac&o in situ em cérebro de rato.
Tsaur et al.,
1997
K,7.2
+++ +++ +++
(Kenqg2) Hibridizac&o in situ e imunohistoquimica em Saganich et
K,7.3 cérebro de rato. al., 2001
+++ +++ +++
(Kenqg3)
Saganich et
K,10.1 Hibridizac&o in situ, RT-PCR ou al., 2001;
++ +++ ++ ) ) . ] )
(Eagl) imunohistoquimica em cérebro de rato. Martin et al.,
2008
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Tabela 1.1. Continuacéo.

Formacgéo
Canais hipocampal Técnica empregada Ref.
CAl1 CA3 DG
K,10.2
(Eag2)
K,11.1
++ - -
(Ergl)
K,11.2
(Erg2) Hibridizac&o in situ e imunohistoquimica em Saganich et
Ky11.3 cérebro de rato al., 2001
+++ - -
(Erg3)
K,12.1
+ - +
(EIk3)
K,12.2
++ - ++
(EIk2)
Knaus et al.,
Hibridizac&o in situ, western blot, 1996;
Keal.l imunohistoquimica, imunofluorescéncia, Sausbier et
+++ +++ +++
(BK/Slo) imunocitoquimica ou binding radioativo em al., 2006;
cérebro de camundongo ou rato. Sailer et al.,
2006
o S Stocker e
Hibridizac&o in situ, immunoblot, )
Kea2.1 . ) . o o Pedarzani,
++ +++  ++  imunohistoquimica ou binding radioativo em ]
(SK1) ) 2000; Sailer et
cérebro de rato.
al., 2002
Kea2.2 Stocker e
a2.
+++ +++ + :
Pedarzani,
(SK2) Hibridizac&o in situ, immunoblot, ]
. ) . o o 2000; Sailer et
imunohistoquimica ou binding radioativo em
K23 ) al., 2002;
Cac + + + cérebro de rato. .
(SK3) Mpari et al.,
2008
Kopl.1 Hibridizac&o in situ em cérebro de rato e Talley et al.,
- ++ ++
(TWIK-1) camundongo. 2001
Hibridizac&o in situ, western blot, ]
) ) o ) Hervieu et al.,
Kop2.1 imunohistoquimica, imunofluorescéncia ou
++ + +++ ) ) o i 2001; Talley
(TREK-1) imunocitoquimica em cérebro de rato ou
etal., 2001

camundongo.
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Tabela 1.1. Continuacéo.

Formacgéo
Canais hipocampal Técnica empregada Ref.
CAl1 CA3 DG
Kop3.1
++ ++ ++
(TASK-1)
Kopd.1
++ +++ +
(TRAAK) Hibridizac&o in situ em cérebro rato e Talley et al.,
K5p9.1 camundongo. 2001
++ ++ o+t
(TASK-3)
K2p10.1
- ++ +
(TREK-2)
Horio et al.,
1996;
Ki2.1 Hibridizac&o in situ ou imunohistoquimica Karschin et
+ + +++
(IRK1) em cérebro de camundongo ou rato. al., 1996;
Miyashita e
Kubo, 1997
Ki;2.2 Horio et al.,
++ + ++
(IRK2) Hibridizac&o in situ em cérebro de 1996;
Ki2.3 camundongo ou rato. Karschin et
++ + +++
(IRK3) al., 1996
Karschin et
Ki3.1 Hibridizacédo in situ ou imunohistoquimica al., 1996;
+++ ++ +++ ] .
(GIRK1) em cérebro de rato. Miyashita e
Kubo, 1997
Karschin et
Kir3.2 Hibridizac&o in situ ou imunohistoquimica al., 1996;
+++ +++  +++
(GIRK2) em cérebro de rato. Murer et al.,
1997
Ki3.3 . o i Karschin et
+++ +++  +++ Hibridizac&o in situ em cérebro de rato.
(GIRK3) al., 1996
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Tabela 1.1. Continuacéo.

Formacgéo
Canais hipocampal Técnica empregada Ref.
CA1 CA3 DG

Karschin et
al., 1996;
) ) o Murer et al.,
Western blot, imunohistoquimica ou
Ki;3.4 o o i 1997;
+ ++ + hibridizacéo in situ em cérebro de rato ou ]
(GIRK4) Wickman et
camundongo.
al., 2000;
lizuka et al.,
1997
Zhou et al.,
VT . - 2002;
Hibridizac&o in situ, imunohistoquimica ou .
_ . } Karschin et
Ki6.2 ++ ++ ++ imunofluorescéncia em cérebro de rato ou
al., 1997;
camundongo.

Betourne et
al., 2009

Os simbolos indicam a intensidade do sinal: - (ndo detectado); + (fraco); ++ (moderado);
+++ (forte). CAl, CA3 e GD (giro denteado) sdo regides da formacao hipocampal. Ref.

significa referéncias e RT-PCR, reacdo em cadeia de polimerase em tempo real.

Devido a sua diversidade, sua pronunciada presenca na formacéo hipocampal e sua
funcéo de controle da excitabilidade neuronal, teriam os canais para K* um papel relevante em
processos cognitivos? Provavelmente a resposta é sim, pois algumas condi¢cdes clinicas
sugerem que os canais para K* contribuem fortemente para os processos de aprendizado e
memoria. Pacientes com encefalite limbica, que possuiam concentracdo plasmatica elevada
(com reflexo no liquido cefalorraquidiano) de anticorpos contra canais para potassio voltagem-
dependente (anti-K,), apresentavam severo prejuizo da memoria. Essa funcéo
neuropsicoldgica apresentou uma melhora apds a reducdo espontdnea ou provocada
(tratamento imunossupressor ou substituicdo de plasma) dos niveis plasmaticos de anti-K,
(Buckley et al., 2001; Vincent et al., 2004; Harrower et al., 2006; Kartsounis e de Silva, 2011).
Individuos infectados com o virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1 (HIV-1), com
deméncia associada (HAD), apresentam déficits cognitivos que podem ser resultados da
disfuncéo de canais para K* (Keblesh et al., 2008; Keblesh et al., 2009). Um perfil da expresséo

génica no coértex de pessoas com HAD revelou uma superexpresséo de genes que codificam
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para canais para K*, cuja atividade produz o prolongamento da hiperpolarizacdo no potencial
de acédo (Gelman et al., 2004).

Essa participacéo dos canais para K* na memaria, em condic&o clinica provocada pelo
HIV-1, é reforcada por resultados com animais de laboratorio. A injecdo de macréfagos
infectados com HIV-1 no cérebro de camundongos imunodeficientes, um modelo de encefalite
provocado pelo HIV-1 (HIVE), prejudicou tanto a potenciacdo de longo prazo na formagédo
hipocampal, quanto o aprendizado espacial (Zink et al., 2002; Anderson et al., 2003).
Interessantemente, estes dois danos foram prevenidos quando os camundongos HIVE
receberam administracéo sistémica de 4-AP, um bloqueador de canais para K* supracitado
(Keblesh et al., 2009).

Varios trabalhos experimentais também vém mostrando a participacdo de canais para
potassio nos processos de aprendizagem e memdria. A Tabela 1.2 apresenta um resumo de
pesquisas que produziram algum tipo de manipulacdo nos canais para K e avaliaram o seu
efeito sobre o desempenho de roedores por meio de testes de aprendizagem e memoria.
Nesses trabalhos os testes de esquiva passiva (Izquierdo e Medina, 1997; Vianna et al., 2000),
de reconhecimento de objetos (Vnek e Rothblat, 1996; Clark et al., 2000) e do labirinto aquatico
de Morris (Morris et al., 1982; Morris, 1984; Dash et al., 2002) envolvem um aprendizado
dependente da formacdo hipocampal e do estabelecimento de memoria de curto e longo
prazos. Ja o teste do labirinto em Y avalia melhor a memaria espacial operacional e de curto
prazo (Hughes, 2004), que também abrange a formac¢&o hipocampal e o cortex pré-frontal
(Lalonde, 2002). A esquiva inibitéria de cinco tentativas também avalia memoria
operacional/curto prazo (Jacobsen et al., 2009). O condicionamento aversivo ao contexto é
dependente da formacao hipocampal (Matus-Amat et al., 2004) e do complexo amigdaléide
(Phillips e LeDoux, 1992), enquanto o condicionamento aversivo ao som envolve
preferencialmente o complexo amigdaloide (Phillips e LeDoux, 1992). O condicionamento som-
piscar, outro aprendizado associativo, esta ligado a atividade da formacg&o hipocampal (Weiss
et al., 1999).

Além desses trabalhos que utilizaram técnicas que interferem diretamente na atividade
ou expressdo de canais para K', outros constataram indiretamente a participacdo dessas

proteinas em situacBes de aprendizado e memoria. Kourrich et al. (2005), trabalhando com
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ratos em tarefas de discriminacéo de odores, mostraram que 0s niveis alterados da expresséo
do mRNA para canais K,1.1 na forma¢do hipocampal se correlacionam positivamente com o
aprendizado associativo. Zhong et al. (2005) sugerem que o déficit de memoria provocado pela
escopolamina em ratos, constatado com o uso do labirinto aquéatico de Morris, pode ser
resultado da exacerbacdo das correntes de potassio em neurdnios piramidais hipocampais,
uma consequéncia do aumento da expressao de canais K,2.1.

Com base nas informacdes do paragrafo anterior e nos dados da Tabela 1.2, qual
papel podemos propor para os canais para K* nos processos de aprendizado e memoria? A
complexidade desses processos e a diversidade desses canais no cérebro dificultam essa
tarefa. Porém, sugerimos que, enquanto os canais K,1.1 contribuiriam positivamente para a
formacdo de memodria espacial e ndo espacial de longo prazo, os K,2.1, Kca2.2 e Kyr10.1
teriam efeito oposto, pelo menos na memdria espacial. A respeito da memoria ndo espacial de
longo prazo, os canais K; teriam papel negativo geral. Entretanto, os canais K;3.4 e K;6.2
teriam uma pequena contribuicao positiva na memadria espacial de longo prazo. A atividade dos
canais Kc,2.3 seria importante para a formacdo de memoéria ndo espacial operacional/curto
prazo. Por fim, os canais K,1.1, Kcl.1 e K;6.2, seriam relevantes (positivamente) no
aprendizado associativo, enquanto os K¢,2.2 atuariam negativamente nesse processo. Porém,
0s canais K¢z2 ndo participariam do processo de aprendizado associativo dependente

preferencialmente do complexo amigdaléide.

TOXINAS, CANAIS PARA K" E MEMORIA

Além de existir uma grande diversidade de familias e subfamilias de canais para K*, ha
também varios subtipos dentro de cada subfamilia (Goldstein et al., 2005; Gutman et al., 2005;
Kubo et al., 2005; Wei et al., 2005). S6 na formagdo hipocampal, existem pelo menos 23
subtipos de canais K, e 4 subtipos de K¢, (Tabela 1.1). Os dois bloqueadores classicos TEA e
4-AP, j& comentados anteriormente, apesar de atuarem nessas subfamilias, ndo sédo
especificos para nenhum dos subtipos (Gutman et al., 2005; Wei et al., 2005). Isso pode ser
um obstaculo a investigacdo do papel desses canais nos processos de aprendizado e
memoria. Uma alternativa é a utilizacdo de toxinas obtidas de venenos ou peconhas como

ferramentas farmacologicas. Elas possuem grande poténcia e alta seletividade e, por isso,
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podem ser mais Uteis em experimentos do que os farmacos padrao (Harvey et al., 1998).

A apamina, um peptideo da peconha de abelhas que bloqueia canais K¢, (Grunnet et
al., 2001), vem sendo bastante utilizada para compreender a participacdo desses canais no
processo de formacdo da memdria. Essa toxina ndo sé previne a amnésia provocada por
drogas que abrem canais para K* (Ghelardini et al., 1998) e diminui o comprometimento da
memoria causado por lesfes na formacéo hipocampal em camundongos (lkonen e Riekkinen,
1999), como também melhora a memoria de referéncia em ratos (Mpatri et al., 2008).

Outra fonte de toxinas que agem especificamente em canais para potassio é a peconha
de escorpides. Enquanto o TEA e a 4-AP atuam em concentracdes de milimolares, as toxinas
de escorpido possuem afinidade da ordem de pico e nanomolar para a ligacdo e bloqueio de
canais K, (Lipkind e Fozzard, 1997). Existem pelo menos 120 peptideos de escorpido descritos
gque agem sobre esses canais (Rodriguez de la Vega e Possani, 2004) e eles sdo agrupados
em quatro familias: a-, -, v-, € K-KTx’s (Tytgat et al., 1999; Srinivasan et al., 2002). Portanto,
se por um lado ha uma grande diversidade de canais para K", por outro, existem, nas peconhas
dos escorpides, uma grande variedade de ferramentas moleculares para investiga-los. Os
peptideos da familia a-KTx, que possui 20 subfamilias (Rodriguez de la Vega e Possani, 2004;
Abdel-Mottaleb et al., 2006), tém permitido a compreensdo da estrutura dos canais para
potassio e seus papéis fisiolégico e fisiopatolégico (Giangiacomo et al.,, 2004). Wanke e
Restano-Cassulini (2007) relatam o emprego de peptideos da familia y-KTx em estudos sobre a
funcdo dos canais para potassio relacionados ao gene ether-a-go-go (ERG) pertencentes a
familia K,11.

As toxinas de escorpido também podem ser empregadas na elucidacao da participacao
dos canais para K' nos processos de aprendizado e memoéria. Ghelardini et al. (1998)
observaram que a amnésia provocada por drogas que abrem canais para K* em camundongos
submetidos ao teste de esquiva passiva foi suprimida pela charybdotoxina (Tab. 1.2). Essa
toxina foi purificada da peconha do escorpido Leiurus quinquestriatus (Smith et al., 1986) e
blogueia canais K,1.2 e K,1.3 (Grissmer et al., 1994), além dos Kc,2 (Hermann e Erxleben,
1987). Kourrich et al. (2001) utilizaram a kaliotoxina, uma o-KTx extraida da pegonha do
escorpido Androctonus mauretanicus mauretanicus que atua como inibidor dos canais para

potassio K,1.1 e K,1.3, e mostraram que esses canais parecem facilitar o aprendizado
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associativo olfatério em ratos. As conclusdes desse trabalho corroboram nossa proposta do

papel de canais para K" apresentada anteriormente.

HIPOTESE

Em funcéo das evidéncias aqui apresentadas, em especial a extensa presenc¢a dos
canais K, na formacao hipocampal e o limitado conhecimento de sua contribuicdo para a
memoéria e aprendizado, este trabalho testou a seguinte hip6tese: os canais K,1 contribuem
positivamente para a formacdo de memdria espacial, enquanto os K,2 tem efeito oposto no
mesmo fendmeno. Nesta investigacéo, foram utilizadas a 4-AP e toxinas de aracnideos como
ferramentas farmacoldgicas em modelos comportamentais e moleculares/celulares de memoria

espacial.

JUSTIFICATIVA

Os canais para K* estdo envolvidos em eventos basicos da fisiologia dos neurdnios
como excitabilidade, repolarizacdo e liberacdo de neurotransmissores. Porém sua influéncia,
especialmente dos canais K,, em processos cognitivos ainda permanece uma incégnita. Este
trabalho contribui para uma melhor compreensao da formacdo da memoéria espacial e a
participacédo dos canais K, da formagéo hipocampal nesse processo.

Além disso, varias evidéncias sugerem o envolvimento dos canais K, em diferentes
neuropatologias que apresentam déficit de aprendizagem e memdria como esclerose mdltipla,
Doencas de Parkinson e Alzheimer, esquizofrenia, deméncia associada ao HIV e epilepsia
(para uma revisdo ver Gati et al., 2012). Portanto, a caracterizacdo do efeito de toxinas que
atuam em canais K, nos mecanismos da meméria podem levar ao desenvolvimento de novos
medicamentos que resultariam em melhores tratamentos de doencas e disfun¢des do sistema

nervoso.
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OBJETIVOS

1. Obter peptideos bloqueadores de canais para potassio K,1 e K, 2.

2. Testar a influéncia da 4-AP e das toxinas obtidas em modelo de mecanismo
molecular/celular de memoria por meio de testes eletrofisioldgicos em fatias da
formacao hipocampal de cérebro de ratos.

3. Testar a influéncia da administracdo de 4-AP e das toxinas obtidas na formacgéo
hipocampal sobre aprendizagem e memoéria espacial por meio de testes

comportamentais em ratos.
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Tabela 1.2. Manipulacdes de canais para K' e seus efeitos sobre testes comportamentais de aprendizado e meméria. Modificado de Gati et al. (2012).

Canal Técnica

Efeito

Teste

Resultado

Referéncia

Injecé@o i.c.v. de
minoxidil,
pinacidil, TEA,

glibenclamina,
KV1 KCa! e

gliquidona,
Kir

cromakalim,
apamina e
charybdotoxina

em camundongo

Charybdotoxina e
TEA bloqueiam
canais K, e Kca.

Apamina bloqueia
Kca2.2 e Kea2.3.

Gliquidona e
glibenclamina
bloqueiam canais
Ki.
Minoxidil, pinacidil
e cromakalim

abrem canais K.

Esquiva inibitoria

Minoxidil, pinacidil e cromakalim: (-)

TEA, glibenclamina, gliquidona, apamina e
charybdotoxina: (+) — tratamento preveniu

efeito amnésico de minoxidil e pinacidil.

Ghelardini et al., 1998

Injecéo i.c.v. de
oligodeoxiribo-
nucleotideo
Kyl.1 antissenso para
mRNA de K,1.1
em camundongos

e ratos.

Inibicdo da
expressdo do

canal.

Esquiva inibitoria

(camundongo)

)

Labirinto aquatico

de Morris (rato)

)

Meiri et al., 1997




Tabela 1.2. Continuacao.

Canal

Técnica

Efeito

Teste Resultado Referéncia
Infuséo sistémica _ EBIO: (-)
) ) Reconhecimento
de 1-ethyl-2- EBIO ativa canais ) CyPPA: (-)
o . de objetos. )
benzimidazolinon Kca2 (SK). Apamina: ndo testada
a (EBIO) s.c., Condicionamento EBIO: (0)
Cyclohexyl-[2- CyPPA ativa canais aversivo ao Apamina: (+)
Ko (3,5- Kca2.2(SK2) e contexto CyPPA: ndo testada
(SC;) dimethyl-pyrazol-  Kc,2.3 (SK3) mais Vick et al., 2010
1-yl)-6-methyl- gue SK1 (Kca2.1).
pyrimidin-4-yl]- o EBIO: (0)
) ) ) Condicionamento ]
amine (CyPPA) Apamina bloqueia ) Apamin: (0)
i . ) aversivo ao som
i.p., ou apamina canais K¢a2.2 e CyPPA: ndo testada
i.p. em Kea2.3.
camundongos
Injecéo intra-
Kcal.l hipocampal (CA1) Paxillina bloqueia o  Condicionamento )
. ) ) Matthews e Disterhoft, 2009
(BK) de paxillina em canal. som- piscar
ratos.
Labirinto aquatico
Superexpressao de . )
de Morris
Kea2.2 Camundongos mRNA e proteinas
. Condicionamento Hammond et al., 2006
(SK2) transgénicos. do canal Kcg2.2

(SK2).

aversivo ao

contexto

)
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Tabela 1.2. Continuacao.

Canal Técnica Efeito Teste Resultado Referéncia
Superexpresséao de o
i Condicionamento
Kca2.2 Camundongos MRNA e proteinas ]
. aversivo ao ) Stackman et al., 2008
(SK2) transgénicos. do canal Kc,2.2
contexto
(SK2).
Esquiva inibitoria 0)
Labirinto aquético
Camundongos _ 0)
de Morris
com deficiéncia L i
o Inibicdo da Reconhecimento
Kca2.3 condicional de ~ _ 0
] expresséo do de objetos Jacobsen et al., 2009
(SK3) canais Kca2.3 _
] ) canal. Labirinto em Y O]
(SK3) induzida
- Esquiva inibitéria
por doxiciclina.
de cinco )
tentativas
Inibicdo da
Infus@o de siRNA expressdo de . . (+) — o tratamento com siRNA aboliu a
K2p10.1 i ) Labirinto aquatico L _ ) )
no cortex canais K,10.1 ) inibicdo do aprendizado induzido por Deng et al., 2009
(TREK-2) ) i de Morris
entorrinal de rato. (TREK-2) no cértex baclofen.
entorrinal.
K 34 Camundongos Inibicdo da Esquiva inibitéria 0)
iro-
knock-out para expresséo do Labirinto aquatico Wickman et al., 2000
(GIRK4) d (0F)

Ki3.4 (GIRKA).

canal.

de Morris
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Tabela 1.2. Continuacao.

Canal Técnica

Efeito

Teste

Resultado

Referéncia

Injecéo intra-
hipocampal (CA3)
de diazoxida,
tolbutamida ou
ambos em

camundongos.

Diazoxida abre o

canal.

Tolbutamide

bloqueia o canal.

Condicionamento
aversivo ao

contexto

Diazoxida: (-)
Tolbutamida: (0)
Ambos: (0)

Condicionamento

aversivo ao som

Diazoxida, tolbutamida ou ambos: (0)

K;/6.2

Camundongos
knock-out para
K;:6.2

Inibicdo da
expressédo do

canal.

Condicionamento
aversivo ao

contexto

)

Condicionamento

aversivo ao som

)

Labirinto aquéatico

de Morris.

(0r)

Betourne et al., 2009

i.c.v. - intracerebroventricular; s.c. - subcutaneo; i.p. — intraperitoneal; (-) prejudicou o desempenho; (+) melhorou; (0) neutro; (0/-) pequeno prejuizo.
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Capitulo 2

Reversao do déficit de memoria
provocado pela escopolamina por meio
do bloqueio de canais K, com a 4-

aminopiridina (4-AP)

Neste capitulo, inicia-se a investigacao para elucidar
a influéncia de canais K, nos processos da memoria.
Primeiramente, foi avaliada a influéncia da 4-AP no
estabelecimento da memodria injetando-a diretamente na
formacao hipocampal de ratos e submetendo esses a um
teste de memdria espacial no campo aberto que
dependente dessa estrutura. O prejuizo da memoaria foi
produzido pela injecao intraperitoneal de escopolamina. Em
seguida, testamos a influéncia da 4-AP e da escopolamina
(separadamente e em conjunto) sobre a inducdo de
potenciacdo de longo prazo (LTP, do inglés long-term
potentiation) em fatias da formacdo hipocampal de ratos,
pois esse fendmeno esta envolvido na habituacdo ao campo
aberto. Esta etapa também se faz necesséaria para a
padronizacdo dos procedimentos experimentais a serem

utilizados com as toxinas.
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INTRODUCAO

Como discutido no capitulo 1, os canais para K* parecem participar dos processos de
aprendizado e memoria. Hoje temos um conhecimento maior sobre a participacdo dos canais
Kca, €m virtude do emprego da apamina, porém, ndo se pode dizer o mesmo para os canais K.
O objetivo neste momento é utilizar a 4-AP como ferramenta para manipular os canais K, em
situacdes em que a memoéria estd envolvida. Uma questdo que precisa ser resolvida é
confirmar se a acdo direta deste farmaco na formacdo hipocampal possui efeito no
estabelecimento e ou evocacao da memoéria. Por exemplo, ndo foram encontrados registros na
literatura da administracdo hipocampal de 4-AP em animais submetidos a testes
comportamentais que avaliem essa funcdo. Outra questdo seria qual a concentracdo desse
farmaco que deve ser utilizado quando administrado no Sistema Nervoso Central.

A 4-AP é um bloqueador classico ndo especifico de canais K, (Mathie et al., 1998). Esse
farmaco atravessa a barreira hematoencefalica (Damsma et al., 1988), tem formula molecular
CsHgN, e sua estrutura quimica € apresentada na Figura 2.1 (Sinha e Shrivastava, 2013). Ela
também € o Unico agente aprovado pelo U.S. Food and Drug Administration (Department of
Health and Human Services, EUA) para tratamento sintomatico da esclerose miiltipla que
melhora o distlirbio de marcha (Egeberg et al., 2012). Essa medicagdo, conhecida como
dalfampridina nos Estados Unidos e fampridina em outros paises (Egeberg et al., 2012), atua
em diferentes subtipos de canais K,, exceto K,3.4, K,5.1 e todos das subfamilias K,6-K,12
(Gutman et al.,, 2005). Como nao bloqueia os canais K¢, (Wei et al., 2005), nem os Kyp
(Goldstein et al., 2005) e seu efeito inibidor sobre os K; (especificamente os subtipos K;3.4,
K;6.1 e K;7.1.) é fraco (Inoue et al., 1991; Kubo et al., 2005; Hibino et al., 2010), a 4-AP é
considerada um bloqueador de canais K, (Mathie et al., 1998). Uma vez que esses canais
estejam abertos, a 4-AP passa pelo poro e se liga a sua cavidade interna, ficando presa em
seu interior e bloqueando-o (Russell et al., 1994). A administracdo desse farmaco em fatias da
formacado hipocampal de rato e de humanos (removidos como tratamento de epilepsia limbica
resistente a medicamentos) aumentou a duracdo dos potencias de acdo e permitiu maior
influxo de Ca®* nos terminais axonais através dos canais para célcio voltagem-dependentes.

Tal fato resulta em um aumento na liberacdo de neurotransmissores e na facilitacdo de
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potencias poés-sinapticos (Haas et al., 1983; Van Harreveld, 1984; Muller et al., 1989;
Heemskerk et al., 1991; Wu et al., 2009). Nesses casos, uma concentragao de 20 yM de 4-AP
aumenta a excitabilidade neuronal (Palani et al., 2010), enquanto o uso de 100 pM induz
descargas epileptiformes (Gonzalez-Sulser et al., 2012).

Trabalhos que fizeram testes in vivo sugerem que a 4-AP tem efeito preventivo no déficit de
memoéria, em geral. Esse farmaco (1 pmol/kg, intravenoso (i.v.)) atenuou o prejuizo do
condicionamento do reflexo de piscar ao tom causado pela toxidade do aluminio em coelhos
(Yokel et al., 1994). A 4-AP (25 e 50 ug/kg; intraperitoneal (i.p.)) reverteu o efeito amnésico da
escopolamina (1 mg/kg, i.p.) e do choque eletroconvulsivo no teste de esquiva inibitdria em
camundongos (Inan et al., 2000). O mesmo resultado, no mesmo teste do trabalho anterior, foi
obtido por Banchelli et al. (2000) injetando 4-AP (0,23 ou 0,47 ug) no ventriculo lateral (i.c.v) de
camundongos e produzindo o déficit de memdria com minoxidil (i.c.v). Keblesh et al. (2009)
relataram que a 4-AP (5mg/kg, i.p.) conseguiu reverter o prejuizo de meméria no labirinto radial
aquatico produzido pela administracéo intracerebral de virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
em camundongos imunodeficientes, modelo de desordem neurocognitiva associada a HIV.
Porém, nem sempre a 4-AP conseguiu abolir os déficits da memoria. Esse farmaco (0.001 —
0.1 mg/kg, subcutaneo (s.c.)) ndo reverteu a piora de desempenho de ratos no teste de escolha
de acordo com a posicdo com atraso (delayed matching to position task) produzida pela
escopolamina (0.1 mg/kg, s.c.; Poorheidari et al., 1998).

O efeito da 4-AP é contraditorio quando administrada em condi¢des em que ndo ocorreu a
inducdo de déficit de memdria. Apenas dois trabalhos citados no paragrafo anterior
(Poorheidari et al., 1998; Banchelli et al., 2000) testaram a 4-AP em animais controles (sem
amnésia) e nenhum deles relatou efeito sobre o desempenho dos roedores. Esse farmaco (30
— 300 pmol, i.c.v.) também nao alterou a resposta de camundongos submetidos ao teste de
reconhecimento de objetos, apesar de causar crises tonico-clénicas (Gomes et al., 2013).
Porém, Haroutunian et al. (1985) constataram que a administragdo de 0,05 e 0,1 mg/kg (mas
ndo 1 e 2 mg/kg) de 4-AP (i.p) em ratos apds a sesséo de treino resultou em maior retencéo da
resposta de esquiva inibitéria (teste depois de 72 h), quando comparado com 0s ratos que
receberam salina. Esse farmaco (0,5 mg/kg, i.v.) também facilitou a associacdo do som a

resposta da membrana nictitante em coelhos, potencializando o condicionamento classico
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(Wang et al.,, 2006). Esses resultados ndo sdo suficientes para concluir se a 4-AP em
condi¢des normais teria efeito positivo ou neutro sobre o aprendizagem e memodria.

A duavida quanto a influéncia da 4-AP sobre a memoéria, quando essa nao apresenta
disfuncéo, pode estar relacionada com sua acdo generalizada sobre o sistema nervoso. Como
ja foi comentado, o farmaco interfere na excitabilidade e na liberacdo de neurotransmissores.
Foi relatado que a 4-AP potencializa a transmissdo de acetilcolina (Damsma et al., 1988;
Dolezal e Wecker, 1991; Versteeg et al., 1995; Sperlagh et al., 2001; Wu et al., 2009), de
glutamato (Lin et al., 2005; Wang e Chen, 2007; Satoh e Shimeki, 2010), de dopamina e de
noradrenalina (Versteeg et al., 1995; Morales-Villagran et al., 1999). Além disso, os trabalhos
sobre memodria realizados com esse farmaco, em geral, utilizaram administracdo sistémica
(oral, subcuténea, intraperitoneal ou intravenosa) o que permite uma acdo disseminada por
todo o sistema nervoso. Apenas dois trabalhos supracitados (Banchelli et al., 2000; Gomes et
al., 2013) injetaram a 4-AP no ventriculo lateral, reduzindo os possiveis locais de sua atuagéo
no Sistema Nervoso Central, mas, ainda assim, sua seletividade anatdmica é fraca (Engin e
Treit, 2008). E interessante destacar o relato recorrente nesses trabalhos, mesmo na
administracdo i.c.v., de crises convulsivas. Portanto, um dos objetivos deste capitulo é
constatar a influéncia da 4-AP no constituicdo da memdria injetando-a diretamente na formacéo
hipocampal de ratos e submetendo esses a um teste de memodria espacial dependente dessa
estrutura. Nossa expectativa, baseada na literatura, € que o farmaco tera um feito positivo no
desempenho dos animais.

Como a 4-AP tem sido usada para reverter a amnésia, também reproduzimos esse efeito
anti-amnésico com a sua administracao intrahipocampal. O prejuizo da memoaria foi produzido
pela injecéo i.p. de escopolamina. Como 0 uso da escopolamina em humanos e ratos jovens
mimetizam muitas das caracteristicas (prejuizo da memoria e alteragfes eletroencefalograficas)
de pacientes idosos com doenca de Alzheimer ou deméncia senil, a administracdo de
escopolamina tem sido proposta como um modelo de deméncia (Ebert e Kirch, 1998). Ainda
como teste de memodria, utilizamos um procedimento no campo aberto que avalia habituagao
espacial, uma forma de aprendizado menos complexo (Rankin et al.,, 2009). Finalmente,
testamos a influéncia da 4-AP e da escopolamina (separadamente e em conjunto) sobre a

inducdo de potenciacdo de longo prazo (LTP, do inglés long-term potentiation) em fatias da
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formacéo hipocampal de ratos, pois esse fendmeno esta envolvido na habituacdo ao campo

aberto (Vianna et al., 2000).

MH2

Figura 2.1. Estrutura quimica da 4-aminopiridina.
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MATERIAL E METODOS

1. Animais

Para os experimentos comportamentais, utilizaram-se ratos Wistar machos pesando entre
250 e 300 g (aproximadamente 8 semanas de vida). Os animais foram providos pelo biotério do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (IB) da UnB e permaneceram em suas dependéncias durante o
periodo dos testes. O biotério possuia iluminacéo, ventilacdo e umidade natural. Os roedores
foram acomodados em gaiolas coletivas (até quatro ratos em cada) e tiveram livre acesso agua
e ragdo especifica para roedores (Labina, Brasil).

Para os experimentos eletrofisiologicos, também utilizaram se ratos Wistar machos
pesando entre 250 e 320 g (aproximadamente 8 semanas de vida). Porém, os animais foram
fornecidos e mantidos pelo Laboratory Animal Medicine da Uniformed Services University of the
Health Sciences (Bethesda, Estados Unidos). A iluminagéo (ciclo claro-escuro de 12 hs cada
fase com o ciclo claro comecando as 6 hs da manhd), a temperatura (20-23 °C) e umidade
foram controladas. Neste biotério os animais permaneceram em gaiolas (2 ratos em cada) com
agua e alimentacao ad libitum.

Todos os procedimentos com animais foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais do IB-UnB protocolo n° 52449/2011 (anexo 1) e pelo Institutional Animal
Care and Use Committee da Uniformed Services University of the Health Sciences protocolo n°
3206. Além disso, foram seguidas as normas de utilizacdo do uso de animais experimentais
regulamentados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e
a Lei Arouca (11794/2008). Para os experimentos deste capitulo foram utilizados 67 ratos no

total.

2. Implante das cénulas

Com o objetivo de direcionar as inje¢es de substancias para a formagédo hipocampal, duas
canulas-guia foram implantadas no cérebro de cada rato. Cada animal foi profundamente
anestesiado por via intraperitoneal com uma combinacdo de Ketamina (60 mg/Kg) e Xilazina
(10 mg/Kg) e subcutaneamente com 0,05 mL de cloridrato de lidocaina 2%. Foi aplicada

solucéo fisiolégica (NaCl 0,9 %) nos olhos do animal para protecdo contra ressecamento. O
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rato foi fixado ao aparelho estereotaxico (Insight — EFF 331) e sofreu uma incisdo de 1,5 cm no
topo da cabeca com um bisturi. Seguiu a inser¢do no cérebro de duas canulas de aco
inoxidavel (11 mm de altura e 0,70 mm de diametro) direcionadas a regido dorsal (CAl) da
formacao hipocampal (uma para cada hemisfério), coordenadas: AP —3,8 mm; ML +2,7 mm; DV
—2,7 mm, referentes ao Bregma e a superficie craniana (Paxinos e Watson, 2007), cujo alvo
era a regido CAl. Adicionalmente, foram fixados trés parafusos também de aco inoxidavel na
calota craniana. Apds o implante, a area cirargica foi recoberta com acrilico autopolimerizavel e
as canulas tampadas com um mandril (fio de aco inoxidavel). Para prevencédo de infeccdes,
todo o material usado no implante foi esterilizado e cada animal recebeu, por via s.c.,
antibiotico Flotril 2,5 % (2,5 mg/kg) da MSD e, topicamente, sulfato de neomicina. O roedor foi
devolvido ao biotério somente apds seu despertar da anestesia e teve sua recuperacgao

acompanhada diariamente.

3. Farmacos, soluc¢des, doses e vias de administragao
3.1. Nos testes comportamentais
3.1.1. Administracdo intraperitoneal (i.p.)
As seguintes substancias foram administradas por via intraperitoneal:
e Salina (solucéo estéril de NaCl 0,9 %): 0,2 mL;
e Bromidrato de escopolamina (Sigma — S0929): 0,5 mg/kg (dissolvido em 0,2 mL

de salina).

3.1.2.  Administracéo intrahipocampal (i.h.)
As seguintes substancias foram administradas bilateralmente na regido dorsal (CA1)
da formacé&o hipocampal dos ratos:
e Salina: 0,2 pL/lado em cada animal;
e 4-AP (Sigma — A78403): 1,0 mM/lado dissolvido em salina (0,2 uL/lado) por

animal;

As solucgdes foram administradas com o auxilio de duas seringas Hamilton de 10 pL

acopladas a uma bomba injetora (Harvard Apparatus — PHD 2000). Essas se conectaram por
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meio de tubos de polietileno a agulhas (11,5 mm de altura e 0,30 mm de didmetro) que foram
introduzidas nas canulas-guia dos ratos no momento do experimento. Foi injetado sempre um
volume de 0,2 uL bilateralmente a uma velocidade de 0,5 yL/min. Em todos os animais, a
agulha ainda permaneceu 60 segundos na canula apos o fim da infusdo. Os animais ficaram
imolbilizados durante todo o procedimento de infusdo. Cada rato foi, entdo, conduzido para o

teste comportamental.

3.2. Nos testes eletrofisiolégicos
3.2.1. Solucéo de corte

O cérebro de ratos ficou imerso em solucéo de corte gelada (preenchia a camara de corte
que ficava rodeada de gelo) durante a realizagdo das fatias pelo vibratomo. Para essa solucgéo,
primeiramente foram preparadas outras duas solu¢fes denominadas A e B.

A solugdo A era composta por 144 mM N-metil-D-glucamina (NMDG), 1,5 mM KClI, 1,25
mM NaH,PO,4, 2 mM CacCl, anidro, 2 mM MgCl, anidro e 30 mM NaHCOs. A quantidade dos
reagentes foi calculada para 1 L. Eles foram adicionados um a um em 800 mL de agua
ultrapura (milli-Q). O pH foi ajustado para 7,5 com acido D-glucénico. O volume foi entédo
aumentado para 1 L com a adi¢do gradativa de agua milli-Q, tomando-se o cuidado de medir a
osmolaridade durante esse procedimento. Quando o valor de 330 + 5 mOsm/kg era alcancado
parava-se de adicionar 4gua a solucéo A.

A solugdo B era composta por 220 mM sacarose, 1 mM KClI, 1,25 mM NaH,PO,4, 1 mM
CaCl,, 7 mM MgCl, e 30 mM NaHCOs. A quantidade dos reagentes também foi calculada para
1 L. Eles foram adicionados um a um em 800 mL de agua ultrapura (milli-Q). O volume foi
entdo aumentado para 1 L com a adi¢éo gradativa de agua milli-Q, tomando-se o cuidado de
medir a osmolaridade durante esse procedimento. Quando o valor de 330 £ 5 mOsm/kg era
alcancado, parava-se de adicionar agua a solucéo B.

As solucbes A e B eram preparadas semanalmente e guardadas na geladeira. No dia dos

ensaios eletrofisioldgicos elas eram misturadas na proporcgao de 1:1.
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3.2.2.  Solucéo de banho/registro

A solugcdo de banho/registro continha 125 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 1,25 mM NaH,PQO,, 21
mM NaHCO;, 2 mM CacCl,, 1,5 mM MgCl, e 11 mM D-glicose. Essa solucéo foi saturada com
uma mistura gasosa composta de 95 % de O, e 5 % de CO, para alcancar o pH 7,4. Ela foi
utilizada para banhar as fatias de cérebros de ratos durante a permanéncia desse na camara
de registro, além de preencher a pipeta de vidro que servia como eletrodo de registro. Essa
solucdo é um liquido cefalorraquidiano artificial (LCRA) e também foi usada para incubacdo a
temperatura ambiente das fatias de cérebro de ratos por pelo menos uma hora antes dos
registros.

A 4-AP e a escopolamina foram dissolvidas em LCRA para banhar as fatias de cérebro de
ratos durante os registros dos potenciais de campo nos grupos que receberam tratamento
farmacoldgico. Foram produzidas as seguintes solucges:

e solucgédo escop: 2,4 mM escopolamina;

e solugdo 4-AP: 10 uM 4-AP

e solucdo 4-AP+escop: 2,4 mM escopolamina e 10 uM 4-AP

4. Testes comportamentais
4.1. Habituacdo dos animais a imobilizagcdo (manuseio)

Administracdo de substancias no cérebro dos ratos implantados requer a imobilizagao do
animal, que é uma situacao de estresse. Como o objetivo de diminui-lo e também familiarizar o
rato com o experimentador, cada roedor foi imobilizado por 30 s com o auxilio de uma flanela
no quarto dia apds o implante das céanulas. Esse procedimento foi repetido por mais dois dias

aumentado o tempo de restricdo de movimentos para 60 s e 90 s, respectivamente.

4.2. Campo aberto (CA)

O campo aberto foi uma arena de acrilico branco com 60 cm de diametro (dividida em 12
guadrantes) delimitada por uma redoma de acrilico transparente com 45 cm de altura (Figura.
O CA foi montado no interior de sala que possui marcagdes visuais distintas em suas quatro
paredes. O comportamento do animal é registrado por uma filmadora digital que transfere as

imagens para um computador na sala vizinha para visualizacdo e armazenamento da atividade
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motora. O pesquisador ndo ficou na sala onde se encontra o CA durante a realizacdo da
sessdo. Entre uma sessdo e outra o CA tinha o seu assoalho limpo com éalcool 70 % e sua
redoma com agua e papel. A sessdo consistiu em colocar o rato no centro e observar sua
atividade locomotora espontanea, contando o nimero de vezes que o animal cruza as linhas

que delimitam os quadrantes ao longo de 30 minutos.

.

S
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Figura 2.2. Campo aberto.
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Figura 2.3. Esquema do procedimento adotado no campo aberto. Os ratos foram submetidos a
cirurgia para implantacdo de canulas-guia bilateralmente na regido dorsal (CAl) da formacéao
hipocampal. Apds 3 dias, 0s animais foram submetidos a uma sesséo diaria, na qual o roedor
era colocado no centro da arena e podia se movimentar livriemente por 30 min. Antes dessa
sessao, cada rato foi imobilizado por 30 a 90 s com auxilio de uma flanela (manuseio). Esses
procedimentos ocorrem por trés dias (habituagdo). No quarto dia ocorreu mais uma sessao de
30 min, porém cada roedor recebeu duas inje¢des: uma por via intraperitoneal (i.p., 30 min
antes da sessdo) e duas intrahipocampais bilaterais (i.h., imediatamente antes da sessao).
Escopolamina (0,5 mg/kg) e salina (0,2 mL) foram administrados por via i.p e 4-AP (1mM/lado)

e salina (0,2 yL/lado), por via i.h..
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Os procedimentos adotados neste modelo sédo baseados nos trabalhos de Kawabe et al.
(1998) e Chintoh et al. (2003). A Fig 2.3 apresenta 0 esquema de tais procedimentos. Antes de
receberem as substancias, os ratos passaram por uma familiarizagdo ao campo aberto. No
quarto, quinto e sexto dias apos a implantacdo das canulas-guia e em seguida do manuseio
(ver item 4.1), os animais foram colocados um por vez na arena e deixados la por 30 min.

No dia seguinte a essa familiarizacéo, os ratos receberam a administracao das substancias
e, em seguida a injecéo i.h., foram colocados no campo aberto e tiveram os comportamentos
filmados por 30 minutos. Os videos foram analisados contando-se o numero de cruzamentos
para cada animal. Essa quantificacdo da atividade motora foi feita por pesquisador ciente dos
tratamentos dos animais. Todos o0s ensaios ocorreram entre 8:00 e 11:00 horas. Os roedores

foram divididos em grupos caracterizados pelas substancias que receberam:

Grupo sal-sal: injecéo i.p. de salina, seguida da injecdo i.h. de salina (30 min de

intervalo);

e Grupo sal-4-AP: injecdo i.p. de salina, seguida da injecédo i.h. de 4-AP (30 min de
intervalo).

e Grupo escop-sal: injecdo i.p. de escopolamina, seguida da injecdo i.h. de salina (30 min
de intervalo);

e Grupo escop-4-AP: injecéo i.p. de escopolamina, seguida da injecdo i.h. de 4-AP (30

min de intervalo).

5. Teste eletrofisiolégico (registro de potencial de campo): indugado de LTP

Os registros de potencial de campo em fatias de cérebros de ratos em testes de inducao de
LTP foram realizados na Uniformed Services University of the Health Sciences (Bethesda,
Estados Unidos) no laboratério coordenado pela Profa. Dra. Maria Braga.

Ratos Wistar foram anestesiados com isoflourano antes da sua decapitacdo. O cérebro de
cada animal foi retirado e imediatamente mergulhado em solucdo de corte gelada. Apés 3
minutos ele foi transferido para a camara de corte do vibrdtomo (Leica — VT1000S), também
preenchida com solugéo de corte gelada. Foram feitos cortes coronais de 400 ym de espessura

(de -3,00 a -4,00 mm do Bregma; Paxinos e Watson, 2007) contendo a regido dorsal da
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formacdo hipocampal. Os hemisférios das fatias foram separados pela linha média e
transferidos para uma cadmara incubadora contendo solucdo de banho a temperatura ambiente
e permaneceram nessa por pelo menos 1 hora. Os registros de potencial de campo foram
obtidos em uma camara do tipo interface, mantida entre 32 e 33 °C e com fluxo constante de
LCRA a uma taxa de 2 ml/min.

Os estimulos e registros ocorreram na formagédo hipocampal das fatias de cérebro (o cortex
ndo era retirado das fatias). Os potenciais de campo foram evocados pela estimulacdo dos
colaterais de Schaffer e registrados na regido dos dendritos de neurénios piramidais de CA1
(stratum radiatum). A estimulacdo foi aplicada por meio de eletrodo concéntrico bipolar
concéntrico de tungsténio (World Precision Instruments, EUA) com o auxilio de um gerador de
pulsos S88X stimulator (Grass Technologies, EUA). Para os registros se utilizou pipetas de
vidro, preparadas no estirador de micropipetas P-97 (Sutter Instruments, EUA), e preenchidas
com LCRA (resisténcia de aproximadamente 5 MQ). Os potenciais de campo evocados foram
em grande parte resultado da somatoria de potenciais de pos-sinapticos excitatoros (PPSE) e
sua mensuracao foi usado para monitorar a forga da transmisséo sinaptica. Essa medida foi
obtida a partir da inclinacdo maxima (slope) da curva gerada no registro do potencial de campo
evocado. Os sinais foram pré-amplifidados pelo headstage (Axon Instruments, EUA) e, depois,
enviados sequencialmente para o amplificador MultiClamp 700B Microelectrode Amplifier (Axon
Instruments, EUA), para um elinador de ruido de 50/60 Hz Hum Bug (Quest Scientific,
Canada), para o conversor de sistema analdgico em digital Digidata 1440A (Axon instruments,
EUA) e por fim para o computador. Os sinais foram registrados usando o programa
pClamp10.2 (Molecular Devices, EUA), analisados utilizando o programa Clampfit 10.2
(Molecular Devices, EUA) e a apresentacéo feita no Excel. Com os eletrodos posicionados,
determinou-se a intensidade do estimulo (mV). Esse procedimento consistiu em construir uma
curva estimulo-resposta para cada fatia da formacao hipocampal, sendo a resposta a amplitude
do potencial de campo evocado (mV). Para o ensaio eletrofisiolégico, o valor do estimulo foi
ajustado para produzir 60-70% da amplitude maxima. Feito isso, realizou-se um registro de 20
minutos a uma frequéncia de estimulo de 0,05 Hz. Para cada estimulo foi feito um registro,
gerando, entdo, um ponto no gréafico resposta vs tempo. Com o intuito de induzir a LTP,

aplicou-se uma estimulacéo de alta frequéncia (tetanica): 100 Hz, aplicada duas vezes por 1 s
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com intervalo de 20 s entre elas. Apés essa, voltou-se a estimulacdo de 0,05 Hz. A intensidade
da potenciacdo da resposta sindptica foi mensurada 50-60 min apés a estimulacdo tetanica.
Cada registro foi normalizado com base na média de todos os pontos registrados 10 min antes
da estimulacéo tetanica (resposta basal). Portanto, os pontos de cada registro sdo expressos
como uma porcentagem da resposta basal.

Os registros eletrofisiol6gicos foram realizados em fatias de cérebro que receberam
diferentes tratamentos farmacoldgicos. Os dados finais para cada tratamento sdo apresentados
como média + erro padrdo da média (EPM). Foram constituidos os seguintes grupos com base

nas solucdes que banhavam os tecidos durante todo o experimento.

e Grupo controle: banhado por LCRA.
e Grupo escop: solucao de escopolamina (item 3.2.2)
e Grupo 4-AP: solucdo de 4-AP (item 3.2.2)

e Grupo escop+4-AP: solucdo escop+4-AP (item 3.2.2)

6. Analise histolégica

Apb6s o teste comportamental, cada animal foi profundamente anestesiado com tiopental
sédico 120 mg/kg (Abbott). Com o rato anestesiado,sua caixa toracica foi aberta com auxilio de
uma tesoura e a aorta canulada. Em seguida, o rato foi perfundido com 75 mL de NaCl 0,9% e,
na sequéncia, com 120 mL de formol 10% (v/v) em NaCl 0,9%. O cérebro foi retirado e
colocado em fixador (formol 10% (v/v) em NaCl 0,9%) por uma noite. Em seguida, os cérebros
foram incluidos em parafina e cortados em sec¢fes de 40 um de espessura em um micrétomo.
Os cortes, colocados em lamina gelatinizada (gelatina 0,5 % e sulfato de cromo-aluminio 0,05
%, p/v), foram corados com hematoxilina e eosina para verificacdo da posi¢cdo das canulas.
Apenas ratos cujas pontas das duas canulas-guia estavam sobre a regido CA1 da formacao

hipocampal tiveram seus resultados no teste comportamental analisados (Fig. 2.4)
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Grupos

Sal-sal

Sal-4-AP

Escop-sal

Escop-4-AP

Figura 2.4. Esquema representativo de cortes coronais de cérebro dos ratos dos diferentes
grupos de ratos que foram submetidos ao campo abeto. As pontas das canulas-guia (circulos
pretos) dos ratos usados nas andlises estavam na regido dorsal da formacdo hipocampal
(distancia do bregma de -3,84 mm) de acordo com as imagens do atlas de Paxinos e Watson
(2007).
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7. Analise estatistica

Para a andlise estatistica dos resultados (cruzamentos totais no CA em 30 min) envolvendo
diferentes tratamentos, empregou-se a analise de variancia (ANOVA) de uma via.

Para avaliacdo das diferencas no nuamero de cruzamentos entre 0s tratamentos
farmacoldgicos ao longo do tempo (blocos de 5 min), utilizou-se ANOVA de duas vias, onde um
fator foi o tratamento farmacoldgico e o outro fator, o tempo (blocos de 5 min). Neste caso, é
importante ressaltar que quando se comparam o0s resultados entre os diferentes grupos de
tratamento farmacoldgico, as medidas sao independentes (grupos com individuos distintos).
Porém quando se comparam os resultados ao longo do tempo de um mesmo grupo, as
medidas sdo dependes (medidas repetidas do mesmo grupo de individuos). Para levar em
consideracéo essas caracteristica na analise estatistica (realizada no programa R), foi utilizado

0 seguinte comando:

> dados.aov <- aov (CRUZA ~ TRATAM * TEMPO + Error (RATO), data = dados)

Portanto, na ANOVA (aov) foi realizada tendo como varidvel dependente o nimero de
cruzamentos (CRUZA) e as variaveis independentes, os dois fatores: tratamento (TRATAM) € 0S
blocos de 5 min (TEMPO). Deve ser observado que no comando foi solicitado ao programa
considerar as medidas repetidas dos ratos (Error (RATO)) na andlise, quando elas
ocorressem. Para um aprofundamento sobre este procedimento estatistico consultar Cohen e
Cohen (2008), Institute for Digital Research and Education — UCLA (2014) e o manual do R
digitando-se “?aov” no prompt de comando do programa.

Quando a ANOVA indicou haver diferengas significativas, realizou-se o teste de Tukey para
comparacdes multiplas. Quando a ANOVA indicou haver diferencas significativas, realizou-se o
teste de Tukey para comparac¢des multiplas. Quando se comparou os resultados de um grupo
antes e depois do tratamento, foi utilizado o teste t para observacdes pareadas. Foi
considerado um nivel de significancia de 0,05. Todas as andlises foram realizadas utilizando o

programa R, versdo 2.15.0, e os gréaficos gerados no programa Excel.
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RESULTADOS

1. Campo aberto
A atividade locomotora espontanea néo foi influenciada pela administracéo i.h. de 4-AP (1
mM), quando levamos em consideragdo o total de cruzamentos nos 30 min de sesséo (Fig.

2.5). Os ratos que receberam 4-AP e salina (grupo sal-4-AP, n = 6) fizeram 76 * 17

+

cruzamentos (média + EPM), enquanto os controles (grupo sal-sal, n = 7) realizaram 71 + 19,
diferenca estatisticamente néo significativa.

A administracdo de escopolamina, por outro lado, aumentou a atividade motora em 4,8
vezes (Fig. 2.5). O ndmero de cruzamentos se elevou para 358 + 97 no grupo escop-sal (n = 5)
e para 342 + 38 no grupo escop-4-AP (n = 5), p < 0,01 em relagédo aos grupos sal-sal e sal-4-
AP. A injecdo i.h. de 4-AP ndo mostrou interferir nesse efeito da escopolamina, uma vez que
ndo houve diferenca significativa entre nos grupos escop-sal e escop-4AP. Porém, esta
constatacdo ndo é valida para todos os 30 min da sessao.

Quando se apresenta o niUmero de cruzamentos divididos em blocos de 5 min (Fig. 2.6), a
4-AP apresenta efeito. No grupo escop-sal, podemos observar que nos primeiros 5 min 0s
ratos ja fazem 2,3 vezes mais cruzamentos (85 = 15) do que os dos grupos sal-sal (37 £ 9) e
sal-4-AP (38 + 9), p < 0,05. Porém, no mesmo tempo, 0s animais que receberam tanto
escopolamina quanto 4-AP (grupo escop-4-AP) apresentam um namero de cruzamentos (33 *
8) menor que os do grupo escop-sal (p < 0,05) e semelhante aos dos grupos sal-sal e sal-4-AP
(diferencas ndo significativas). Portanto, a 4-AP aparentemente reverteu o efeito da
escopolamina nesses primeiros minutos, pelo menos para a atividade motora esponténea. Para
os demais blocos de 5 min, ndo existe diferenca significativa de resultado entre os grupos sal-
sal e sal-4-AP (injecdo i.p. de salina em ambos), ou entre 0s grupos escop-sal e escop-4AP
(injecdo i.p. de escopolamina em ambos), mas ha diferenca (ver Fig.2.6) entre 0os grupos
tratados com salina i.p versus aqueles com escopolamina i.p. Nesse caso, 0s ratos que
receberam escopolamina i.p. realizaram maior nimero de cruzamentos.

Os dados apresentados na Fig. 2.6, ainda revelam outra diferenca de padrdo de atividade
motora entre os tratamentos. Nos grupos que receberam injecéo i.p. de salina (sal-sal e sal-4-

AP), o nimero de cruzamentos no inicio é alto (primeiros 5 minutos), mas vai reduzindo ao
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longo do tempo. Isso ndo ocorre para 0s grupos injetados com escopolamina i.p. (escop-sal e
escop-4AP) cuja resposta continua elevada no decorrer dos 30 min.

Por Gltimo, uma observacao se faz relevante. Ndo foi constatada, em nenhum momento
depois da injecdo de 4-AP, a ocorréncia de comportamentos anormais ou de crises

convulsivas.
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Figura 2.5. Atividade motora esponténea dos ratos no campo aberto quantificada por meio do
namero total de cruzamentos em 30 min de sessdo do quarto dia. Resultado (média + EPM)
para os grupos sal-sal (salina i.p. + salina i.h., n = 7), sal-4-AP (salina i.p. + 4-AP i.h., n = 6),
escop-sal (escopolamina i.p. + salina i.h., n =5) e escop-4-AP (escopolamina i.p. + 4-AP i.h., n
= 5). As doses de escopolamina e 4-AP (dissolvidas em salina) utilizadas foram 0,5 mg/kg e 1
mM, respectivamente. As inje¢des i.p. (0,2 mL) e i.h. (0,2 pL/lado) foram realizadas 30 min
antes e imediatamente antes da sessao, respectivamente. **, p < 0,01 em relagdo tanto ao

grupo sal-sal, quanto ao sal-4-AP.
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Figura 2.6. Decurso temporal da atividade motora espontdnea (cruzamentos) dos ratos no
campo aberto na sessdo do quarto dia. As observacGes de 30 min tiveram o namero de
cruzamentos quantificados em intervalos de 5 min a partir do inicio da sesséo totalizando 6
blocos (1° ao 6°). Os resultados sdo apresentados como média + EPM. Os grupos foram: sal-
sal (salina i.p. + salina i.h.,, n = 7); sal-4-AP (salina i.p. + salina i.h., n = 6); escop-sal
(escopolamina i.p. + salina i.h., n = 5); e escop-4-AP (escopolamina i.p. + 4-AP i.h., n = 5). As
doses de escopolamina e 4-AP (dissolvidas em salina) utilizadas foram 0,5 mg/kg e 1 mM,
respectivamente. As inje¢es i.p. (0,2 mL) e i.h. (0,2 pL/lado) foram realizadas 30 min antes e
imediatamente antes da sessao, respectivamente. * indica p < 0,05 em relacéo aos grupos sal-
sal, sal-4-AP e escop-4-AP. #, ## e ### indicam p < 0,05, p < 0,01 e p < 0,001 em relacdo aos
grupos sal-sal e sal-4-AP. ++ e +++ indicam p < 0,01 e p < 0,001, respectivamente, em relacéo
1° bloco de 5 min do grupo sal-sal. -- e --- indicam p < 0,01 e p < 0,001, respectivamente, em

relacao 1° bloco de 5 min do grupo sal-4-AP.

2. Inducéo de LTP

Como mostrado na Fig. 2.7, a inducdo de LTP ocorreu com sucesso nas fatias dos
cérebros de ratos do grupo controle (n = 6). Podemos observar que, durante os 10 minutos
anteriores da estimulacdo tetanica (resposta basal), o registro do potencial de campo
excitatorio pés-sinaptico (PCEPS) evocado foi constante. Como os dados de cada fatia foram
normalizados com base na resposta basal dela mesma (ver item 5 do material e métodos), o

valor médio do grupo controle para a inclinagdo das curvas dos PCEPS durante os 10 min pré-
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estimulacéo tetanica foi de 100,00 + 0,22 % (média + EPM). Essa resposta mensurada entre 50

e 60 min apods a estimulacdo tetanica aumentou para 143,15 + 0,21 % (p < 0,001).
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Figura 2.7. Influéncia de diferentes tratamentos na inducéo de LTP. As médias (+ EPM) da
inclinacdo da curva (slope) dos potenciais de campo excitatorios pos-sinapticos (PCEPS) séo
apresentadas como porcentagem da resposta basal (obtida durante 10 minutos anteriores a
estimulacgéo tetanica) ao longo do tempo. O momento dessa estimulagdo € indicado pela seta.
Os circulos pretos abertos representam o grupo controle (sem farmacos, n = 6); os pretos
sélidos, o grupo escop (recebeu 2,4 mM escopolamina, n = 6); os vermelhos abertos, o grupo
4-AP (recebeu 10 uM 4-AP, n = 6); e os vermelhos fechados, o grupo escop+4-AP (recebeu 2,4
mM escopolamina + 10 uM 4-AP, n = 6). Os tracados acima da figura séo exemplos de curvas
obtidas para cada um dos tratamentos e apresentam os valores sobrepostos dos potencias de
campos evocados antes (cinza) e 60 min ap6s a estimulagéo tetanica (cada tragado é a média

de 10 sweeps).
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No grupo escop (n = 6), a escopolamina diminuiu a resposta pos-estimulacdo tetanica (Fig.
2.7). Nos dez minutos antes dessa estimulacdo, a resposta foi de 100,00 + 0,24 % e entre 50 e
60 min depois ela estava reduzida para 69,28 + 0,17 %. Esse resultado foi significativamente
menor quando comparado ao do grupo controle (p < 0,001), sugerindo ndo s6 a inibicdo da
inducéo de LTP, mas a diminui¢édo da atividade eletrofisioldgica dos neurbnios hipocampais de
CAl.

A administracdo de 4-AP na solucao de banho das fatias do grupo 4-AP (n = 6) intensificou
0 aumento da inclinagcdo das curvas dos potenciais de campos evocados depois da
estimulacdo tetanica (Fig 2.7). Como ja esperado, a resposta nos 10 min pré-estimulacéo
tetanica foi de 100,00 = 0,30 %. Porém, o valor da inclinacdo das curvas (50-60 min) apés a
estimulacdo foi 176,01 + 0,71 %, um aumento significativamente maior que o observado no
grupo controle (p < 0,05). Portanto, a 4-AP potencializou a inducdo de LTP.

No caso do grupo escop+4-AP (n = 6), houve inducéo de LTP nas fatias de cérebros que
receberam conjuntamente a escopolamina e a 4-AP (Fig. 2.7). A média das respostas obtidas
entre 50 e 60 minutos apds a estimulacédo tetanica foi de 112,43 + 0,55 %, portanto maior que o
valor de 100,00 + 0,34 observado durante os 10 min antes dos estimulos (p < 0,01). O valor
pos-estimulacdo desse grupo ainda foi menor que os do controle (p < 0,05) e do tratado apenas
com 4-AP (p < 0,001), porém maior que o do grupo que recebeu somente escopolamina (p <
0,01). Logo, a 4-AP reverteu, pelo menos em parte, a inibicdo da indugcdo de LTP pela

escopolamina.
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DISCUSSAO

Antes de discutir os resultados, algumas explicacbes e evidéncias precisam ser
apresentadas quanto ao uso do campo aberto como teste de memoria e uso da escopolamina
como produtor de amnésia.

O campo aberto pode ser utilizado para observar o fendmeno de habituacdo (Russell et al.,
1990; Tomaz et al., 1990; Honey et al., 2007). Habituacdo é uma forma de aprendizado e
memoria em que a intensidade de uma resposta naturalmente eliciada por um estimulo é
diminuida com a apresentagdo repetida do dado estimulo. Portanto, o individuo aprende a
reconhecer um estimulo ndo importante como familiar e passa a ignora-lo (Rankin et al., 2009;
Squire e Kandel, 2009). Em ratos, esse estimulo pode ser um ambiente novo que exacerba seu
comportamento exploratério. Quando esses roedores sdo colocados pela primeira vez no
campo aberto (ambiente novo), eles apresentam elevada atividade locomotora (medida de
exploracdo) que vai reduzindo com as reexposicdes (Walsh e Cummins, 1976; Alleva e
Bignami, 1985; Laviola et al., 1988; Thiel et al., 1999). Além disso, dentro de uma mesma
exposicdo, o comportamento exploratério (atividade locomotora e levantamentos) vai
diminuindo com o tempo que o animal permanece no campo aberto (Stewart e Blain, 1975;
Laviola et al., 1988; Brenes et al., 2009). Essas observacdes sugerem que o animal vai se
habituando como o ambiente.

A formacéo hipocampal possui papel relevante no processo de habituacdo que ocorre em
ratos submetidos repetidamente ao campo aberto. Faz-se necessario salientar que o campo
aberto aqui se referido é colocado em uma sala cujas paredes possuem pistas visuais distintas
que permitem ao animal se orientar no espaco. E proposto que a formacdo hipocampal
constituiria um mapa cognitivo espacial (O'Keefe e Dostrovsky, 1971; O'Keefe e Nadel, 1978),
permitindo uma representacdo interna do ambiente ao individuo. Nessa estrutura, existem
neurdnios (place cells) que disparam mais frequentemente quando o rato esta em um dado
local do que em outro (O'Keefe e Dostrovsky, 1971). O que parece ocorrer € que 0 conjunto
dessas células disparando, quando o animal esta no seu ambiente usual, forma um cédigo
populacional neuronal que representa esse espaco. Porém, quando o rato € colocado em um

local novo, um outro conjunto de place cells emerge para caracterizar internamente essa
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novidade para o individuo. Esse padrao no inicio é simples (poucas células envolvidas e baixa
correlacdo entre disparos), mas vai melhorando (mais células e maior correlacdo) ao longo do
tempo em que o rato vai explorando o novo ambiente (Wilson e McNaughton, 1993). Durante
esse processo, ocorre alteracdo da atividade da circuitaria hipocampal, como a supressdo da
atividade de neurdnios inibitérios, sugerindo modificagbes na plasticidade sinaptica
relacionadas ao aprendizado (Wilson e McNaughton, 1993). Esse fendbmeno pode ser
responsavel pela familiarizacdo do ambiente novo (o campo aberto, por exemplo) durante o
processo de habituacdo, que, portanto, estaria prejudicado em uma situacdo de formacgéo
hipocampal deficiente. H4 quase 40 anos, Lanier e Isaacson (1975) mostraram que ratos que
tinham sido submetidos ao campo aberto durante 6 dias consecutivos apresentavam aumento
da atividade locomotora em reexposi¢cdes apos a lesdo de sua formacdo hipocampal por
aspiracao. Honey et al. (2007) apresentaram ratos sem (controle) e com lesdes quimicas (acido
iboténico) da formacgdo hipocampal ao campo aberto por 2 dias consecutivos (sessdes de 3
minutos). Além de um aumento pronunciado da atividade motora dos ratos lesionados no
segundo dia em relagdo ao primeiro (ndo presente nos controles), eles também observaram
gue os animais com leséo na formagédo hipocampal revisitavam zonas recém-visitas mais vezes
do que os nédo lesionados. Em trabalho recente, Li et al. (2012) fizeram lesédo eletrolitica
unilateral da regido dorsal da formacdo hipocampal de ratos e os submeteram a dois testes:
campo aberto e labirinto aquatico de Morris (LAM). No campo aberto, os animais (lesados e os
controles ndo lesados) realizaram 4 sessdes consecutivas de 5 min e tiveram seus
deslocamentos e levantamentos quantificados. Como ja era esperado, os animais lesionados
(com 1 semana pés-lesdo), diferente dos controles, ndo diminuiram sua atividade locomotora,
nem o nimero de levantamentos, com as reapresentagcfes ao campo aberto. Eles também
obtiveram pior desempenho (maiores laténcias de escape e menor permanéncia no quadrante
critico) comparado aos controles no LAM, confirmando que a lesdo da formacao hipocampal
prejudica o aprendizado espacial. Vianna et al. (2000) ndo fizeram lesdo, mas injetaram
diretamente na formacdo hipocampal (regido CA1) diferentes farmacos agonistas e
antagonistas de receptores e inibidores de enzimas da sinalizacdo intracelular envolvidos no
processo de aprendizado e memdria em ratos submetidos ao campo aberto. Os animas eram

submetidos a duas sessfes (treino e teste) de 5 minutos com intervalo de 24 horas. Os
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pesquisadores administraram 0s agentes quimicos momentos antes do treino ou depois desse
em diferentes intervalos de tempo e observaram aumento nos cruzamentos e nos
levantamentos na sessdo de teste para alguns tratamentos em relacdo aos controles. Eles
constataram que a habituacéo espacial ao campo aberto dependia da atividade dos receptores
N-metil-DL-aspartato (NMDA) hipocampais, importantes para a inducéo de LTP (ver adiante).
Tomados juntos, esses resultados sugerem que os ratos com lesdo ou manipulac¢édo quimica na
formacéo hipocampal apresentam comprometimento da habituacdo a ambientes novos e que
0s testes em campo aberto com varias exposicdes podem detectar essa disfuncdo, expressa
pelo aumento, ou ndo reduc¢éo, da atividade motora ao longo das reexposicdes.

A acetilcolina parecer ser critica no processo de aprendizado e meméria. Por exemplo, a
transmissao colinérgica possui papel relevante na formagdo de meméria declarativa (espacial)
e nao declarativa (condicionamento e memdria perceptiva) — para uma revisdo ver Robinson et
al. (2011) e Deiana et al. (2011), respectivamente. E também interessante destacar que a
transmissao colinérgica é um importante modulador da transmissao e plasticidade sinaptica na
formacéo hipocampal (para uma revisao ver Drever et al., 2011).

Esse relevante papel da transmissdo colinérgica ndo poderia ser diferente na habituacdo
(Carlton, 1968). Em roedores, a acetilcolina, junto com a serotonina, dopamina e glutamato
constituem a base neuroquimica da habituacdo a ambientes novos (Leussis e Bolivar, 2006).
Thiel et al. (1998) mostraram, por meio da técnica de microdidlise, que a reexposi¢édo de ratos
ao campo aberto, além de diminuir a atividade exploratdria (locomo¢é@o e levantamentos),
provoca o aumento da liberacdo de acetilcolina na formacdo hipocampal. Resultado
semelhante foi encontrado por Giovannini et al. (2001). Esses pesquisadores também
encontram um aumento da acetilcolina na formacdo hipocampal tanto na primeira exposi¢ao
(maior aumento) ao ambiente novo, quanto na segunda (menor aumento), que se
correlacionava positivamente com a atividade motora (maior na primeira e menor na segunda
exposicao).

Sendo a acetilcolina realmente critica para habituagdo a lugares novos, a utilizacdo de
agentes anticolinérgicos deveria prejudicar esse fenbmeno. A escopolamina é um antagonista
de receptor muscarinico, portanto um anticolinérgico, que possui efeito prejudicial na formagéo

de memodria (Deiana et al., 2011; Robinson et al., 2011). Varios trabalhos também mostraram

55



que ela perturba e pode até impedir a habituagdo ao campo aberto durante uma apresentacao
(Stewart e Blain, 1975) ou ao longo de sucessivas exposi¢cdes. Alleva e Bignami (1985)
submeteram camundongos com diferentes dias de vida a trés sessdes no campo aberto de 4
min com 24 horas de intervalo. Eles observaram que, a partir de 21 dias de vida, a
escopolamina intraperitoneal (1 e 2 mg/kg aplicada 15 min antes de cada sessdo) impedia a
diminuicdo ou aumentava a atividade locomotora ao longo das exposi¢des. Posteriormente,
esses mesmos achados foram reproduzidos em camundongos adultos (Laviola et al., 1992).
Laviola et al. (1988) realizaram um trabalho semelhante porém com ratos. Além de utilizarem
outra espécie de roedor, as outras diferencas metodolégicas foram a reducdo da dose de
escopolamina para 0,5 mg/kg e aumento do tempo das 3 sessfes para 5 min cada. Esse
trabalho também constatou que o agente anticolinérgico aumentou a locomogdo dos animais
com mais de 6 semanas de vida, tanto de uma reapresentacdo para outra, quanto ao longo do
tempo de uma mesma sessao no campo aberto. Thiel et al. (1999) testaram ratos durante 5
dias nessa arena (10 min de sessdo), sendo que no quinto dia, 10 min antes da sessdo, foi
injetado 0,5 mg/kg de escopolamina i.p.. Eles observaram entre o primeiro e quarto dias a
reducdo da locomogédo (habituacdo), porém um aumento dele no quinto. Chintoh et al. (2003)
fizeram a habituagéo de ratos ao campo aberto durante trés dias (sessfes diarias de 1 h) e no
guarto administraram salina (0,5 pL) na area tegmental ventral e escopolamina i.p. (3 mg/kg)
antes da sessdo. Animais controle receberam salina tanto centralmente quanto
sistemicamente. Na Ultima apresentagéo, a distancia percorrida pelos ratos com escopolamina
foi em média 6 vezes maior a dos controles ao longo dos 60 minutos. Diferentemente dos
trabalhos supracitados que administraram a escopolamina antes da sesséo de teste, Zhou et
al. (2009) injetaram 1 mg/kg de escopolamina de forma subcutéanea logo apés o fim a primeira
sessdo de exposicdo de ratos ao campo aberto. Nesse caso, ndo foi constatado aumento da
locomogéo na segunda apresentagdo, sendo a sua intensidade semelhante ao dos controles
(salina). Portanto, quando se bloqueia a transmisséo colinérgica antes de uma reexposi¢ao, o
processo de habituacdo € prejudicado, porém, aparentemente, ele ocorre normalmente se a
inibicdo da acéo da acetilcolina ocorre logo ap6s a primeira exposi¢éo. Isso evidencia ndo s6 a
importancia da acetilcolina, mas que ela pode ter um papel na habituacao espacial diferente de

outros tipos de aprendizagem espacial. Por exemplo, Toumane e Durkin (1993) mostraram que
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1 mg/kg de escopolamina i.p. sé produz amnésia no labirinto radial de 8 bracos se ela for
ministrada até 3 horas ap0s a primeira sessdo de treinamento.

Neste trabalho, a escopolamina também produziu prejuizo da habituacdo espacial. Na
sessdo (a 4% em que os ratos receberam esse farmaco (30 min antes), eles apresentaram
aumento da atividade locomotora (Fig 2.5). Esse resultado foi semelhante ao encontrado por
Thiel et al. (1999) e Chintoh et al. (2003). E interessante destacar que esses dois trabalhos
possuem um desenho experimental analogo ao nosso: 3 a 4 sessdes de treino (10 a 60 min de
duracdo) em dias consecutivos e, 24 horas depois do Ultimo treino, uma sesséo de teste em
gue os animais recebiam escopolamina i.p. minutos antes do seu inicio. O trabalho de Chintoh
et al. (2003) ainda é mais semelhante pois, além dos treinos acontecerem em trés dias, os
animais também recebiam uma injecdo central de salina momentos antes do teste. As
diferencas estdo no tempo da sessé@o e na concentracdo de escopolamina utilizada: eles, 60
min e 3 mg/kg respectivamente; enquanto nés, 30 min e 0,5 mg/kg. Essas diferencas podem
explicar porque o aumento da locomocdo neste trabalho foi de 4,8 vezes em relacdo ao
controle, enquanto no deles foi de 6 vezes.

A administracdo sozinha da 4-AP néo teve efeito sobre a recuperacdo da informacgéo
espacial. Ela ndo alterou o total de cruzamentos dos ratos (Fig 2.5) e nem o padréo temporal
da atividade locomotora (Fig 2.6) na reexposicdo ao campo aberto quando comparados aos
animais controles. Essa auséncia do efeito da 4-AP também foi encontrado por Poorheidari et
al. (1998), com ratos no teste de escolha de acordo com a posi¢do com atraso, por Banchelli et
al. (2000), com camundongos no teste de esquiva passiva, e por Gomes et al. (2013), com
camundongos em teste de reconhecimento de objetos. Porém, diferente desse ultimo, néo
observamos em nossos experimentos crises convulsivas nos ratos tratados com 4-AP
intrahipocampal, mesmo usando uma concentragdo 3,3 x 10° vezes maior. A auséncia de efeito
desse farmaco ndo confirmou a nossa expectativa inicial, porém nao é suficiente para afastar a
possibilidade da 4-AP influenciar positivamente a aprendizagem e a meméria. Com base no
trabalho de Haroutunian et al. (1985), que evidenciou efeito positivo da 4-AP, levantamos duas
questbes a serem consideradas. Primeira, diz respeito ao momento do processo de formacao
de memoria no qual foi administrado o farmaco. Nés o administramos imediatamente antes da

sessao teste enquanto Haroutunian et al. (1985) administraram logo ao final da sesséo treino.
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Portanto a 4-AP estava atuando em momentos diferentes da consolidacdo e recuperacao da
memdria. Talvez a atividade dos canais bloqueados pelo farmaco seja mais relevante para a
consolidagdo da informacgédo aprendida, do que para a recuperacao dela. O segundo ponto é
com relagdo ao tempo de duracdo da memdria. Por exemplo, tanto Banchelli et al. (2000)
guanto Haroutunian et al. (1985) injetaram 4-AP e submeteram os roedores ao teste de esquiva
passiva, porém apenas no segundo trabalho foi constado uma melhora no desempenho dos
animais (no primeiro foi neutro). A diferenca é que em Banchelli et al. (2000) o teste para
verificar a retencdo da resposta foi feito com 24 horas, enquanto Haroutunian et al. (1985) o
fizeram com 72 horas. Talvez o efeito da 4-AP se fagca presente em longo prazo quando
mecanismos responsaveis pela memoria estejam funcionando normalmente. Também temos
de considerar a hipétese de que o procedimento no campo aberto como modelo de habituagao
espacial ndo ser sensivel o suficiente para detectar as influéncias da 4-AP na formagdo da
memoria em condi¢gdes normais. Por fim, o fato da 4-AP néo ter alterado o numero de
cruzamentos no campo aberto sugere que ndo ha comprometimento da atividade motora dos
ratos. Essa conclusdo é corroborada pelo trabalho de Inan et al. (2000) que também né&o
constatou alteracdo da resposta no rotarod (teste de atividade motora coordenada) nem na
caixa de atividades (teste de atividade motora espontédnea) de camundongos sob efeito do
referido farmaco.

A 4-AP injetada na formagdo hipocampal possui efeito anti-amnésico, pelo menos
parcialmente. Comparando o nimero total de cruzamentos em 30 min dos ratos que receberam
tanto 4-AP intrahipocampal quanto escopolamina i.p. com os dos demais grupos (Fig. 2.5),
temos a impressdo de que a 4-AP ndo interferiu na acdo amnésica da escopolamina. Porém,
guando fazemos a mesma comparac¢ao levando-se em consideracgdo a distribuicdo temporal da
atividade locomotora (Fig. 2.6), observa-se que a 4-AP reverteu o efeito da escopolamina nos
primeiros 5 min. Esse resultado ndo pode ser atribuido a um comprometimento motor, pois,
como ja foi comentado, a 4-AP n&o possui esse efeito. Descartando essa explicagdo, a outra
possibilidade é que a 4-AP produziu um efeito anti-amnésico. Isso ndo € uma novidade, pois
varios trabalhos ja apresentados na introducdo mostraram tal resultado em diferentes testes de
memdria. O que ha de original aqui é a demonstragéo do efeito anti-amnésico da 4-AP quando

administrada na formacdo hipocampal, sem causar convulsdo. Mas, porque esse efeito se
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mostrou presente apenas nos primeiros minutos? Talvez esse fendmeno seja resultado da
forma com que os farmacos foram administrados. Uma pequena quantidade de 4-AP (1 mM,;
0,2 pl/lado) foi administrada na formag&o hipocampal. E interessante lembrar que injecbes
intracerebrais, apesar de seletivas com relagdo ao substrato neural influenciado, possui efeito
agudo e ténue (Menard e Treit, 1999; Engin e Treit, 2008). Por outro lado, a escopolamina foi
infundida i.p. e, portanto, sua atuagdo foi mais difusa e duradoura no sistema nervoso. Por
exemplo, a escopolamina em ratos tem meia vida de 18 min (Perlstein et al., 2002) e de 17,3
min (Lyeth et al., 1992) quando administrada intravenosamente e intraperitonealmente,
respectivamente. Além disso, nessas condigbes, o efeito desse farmaco sobre o sistema
nervoso parassimpatico ocorre a partir de 70 min, apds sua administracdo (Perlstein et al.,
2002), e sobre a atividade motora ja esta presente com 10 minutos depois de sua injecao,
continuando por pelo menos mais 40 minutos (Stewart e Blain, 1975).

A potenciacdo de longo prazo da transmissdo sinaptica na formacdo hipocampal é
considerada um mecanismo molecular/celular dos processos de aprendizado e meméria (Bliss
e Collingridge, 1993; Nicoll e Malenka, 1999; Neves et al., 2008). A LTP se caracteriza por um
aumento abrupto e sustentado da eficiéncia da transmissdo sinaptica ap6s uma breve
estimulacdo de alta frequéncia (estimulagdo tetédnica) pré-sinaptica em um circuito neural
monossinaptico e foi descrito primeiramente em coelhos anestesiados (Bliss e Lomo, 1973) e
ndo anestesiados (Bliss e Gardner-Medwin, 1973). A ativacdo dos receptores NMDA é
essencial para a indugdo desse fendmeno e a inibi¢cdo deles por seu antagonista D-2-amino-5-
fosfonopentanoato (AP5) impede a LTP, sem interferir na transmisséo sinaptica (Collingridge et
al., 1983a; Collingridge et al., 1983b). Morris et al. (1986) e Davis et al. (1992) mostraram que
esse antagonista de receptores NMDA administrado no ventriculo lateral de ratos também
prejudica o aprendizado espacial no labirinto aquatico de Morris de maneira dose dependente,
além de atenuar a inducdo de LTP in vivo. Interessantemente, 4-AP pode potencializar a
inducéo de LTP na formagao hipocampal de fatias de cérebro de ratos (Lee et al., 1986; Muller
et al., 1989). Lee et al. (1986) também conseguiram impedir esse efeito administrando AP5 a
preparacao, sugerindo que acdo da 4-AP é mediada pelos receptores NMDA.

A inducéo de LTP hipocampal é considerada um exemplo de plasticidade singptica (Neves

et al., 2008). Wilson e McNaughton (1993), que estudaram o padrado de atividade da place cells
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da formacdo hipocampal, mostraram que durante a exploracdo de um ambiente novo ocorre
alteracdo da atividade da circuitaria hipocampal, sugerindo modificagbes na plasticidade
sindptica relacionadas ao aprendizado. Somando-se a isso, Vianna et al. (2000) conseguiram
impedir a habituacdo no campo aberto aplicando AP5 na formacdo hipocampal de ratos. Logo
inducdo de LTP esta envolvida no processo de habitagdo espacial.

Neste trabalho a 4-AP reverteu em parte a supressdo da inducdo de LTP pela
escopolamina. A 4-AP conseguiu aumentar a LTP (Fig. 2.7), assim como constado por Lee et
al. (1986) e Muller et al. (1989). Esse farmaco induz um maior influxo de Ca®" no terminal pré-
sinaptico (Heemskerk et al., 1991; Wu et al., 2009) e aumenta a probabilidade de liberagdo de
neurotransmissores (Hjelmstad et al.,, 1997), porém esses efeitos parecem ndo serem
determinantes do maior aumento da LTP (Muller e Lynch, 1989; Hjelmstad et al., 1997). A 4-AP
também aumenta a liberacdo de glutamato (Lin et al., 2005; Wang e Chen, 2007; Satoh e
Shimeki, 2010) e isso poderia explicar a potenciacdo da LTP observada neste trabalho, uma
vez que esse neurotransmissor é necessario e suficiente para ocorréncia do fenémeno de
potenciacdo (Bagal et al., 2005). Por outro lado, a escopolamina inibiu a inducdo de LTP na
formacao hipocampal (Fig. 2.7), como ja tinha sido demonstrado em fatias de cérebro de ratos
(Hirotsu et al., 1989) e em ratos anestesiados (Ovsepian, 2008). Esses pesquisadores (Hirotsu
et al., 1989; Ovsepian, 2008) sugerem um papel regulador da acetilcolina na inducdo de LTP,
funcao reforcada pelo trabalho de Li et al. (2007). Eles aumentaram a liberacdo de acetilcolina
em ratos anestesiados reduzindo a inibicdo pré-sinaptica desse neurotransmissor pela
administracdo i.c.v de methoctramina e observaram uma potenciacdo da inducdo de LTP na
formacdo hipocampal (CAl). Uma vez que a ativacdo de receptores muscarinicos pela
acetilcolina potencializa a atividade dos receptores NMDA em neurbnios piramidais
hipocampais (Markram e Segal, 1990; Segal, 1992; Marino et al., 1998), é esperado que a
inibicdo dos receptores muscarinicos pela escopolamina suprima a LTP, como evidenciado por
nossos resultados. A novidade deste trabalho estid no achado da 4-AP reverter esses efeitos do
agonista muscarinico (Fig. 2.7). A reversao poder ser explicada por dois fatores. Primeiro, pela
capacidade da 4-AP aumentar a liberacdo de glutamato (ja comentado) e, segundo, porque ela
também exacerba a liberacdo de acetilcolina na formag&o hipocampal (Versteeg et al., 1995;

Sperlagh et al., 2001). Esses dois fatores, separada ou conjuntamente, resultariam em
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exacerbacdo da atividade dos receptores NMDA, revertendo os efeitos negativos sobre a
inducdo de LTP e a habituagdo espacial no campo aberto, demostrados neste capitulo.
Podemos perceber ainda que o aumento da potenciagcdo quando a 4-AP e a escopolamina
estao presentes ndo é tao grande quanto na situagdo controle (sem farmacos), sugerindo que a
prevencao da inibicdo do LTP ndo é plena. Esse resultado também pode explicar porque o
efeito anti-aminésico da 4-AP foi parcial nos testes do campo aberto.

Em conjunto, os resultados deste capitulo mostram efeitos positivos da 4-AP
intrahipocampal na memdria. A sua administracdo na formacao hipocampal in vivo (1 mM) ou in
vitro (10 pM) mostrou ter efeito anamnésico, intensificador de LTP e reversor de efeitos da
inibicdo da transmissédo colinérgica. Do ponto de vista dos objetivos praticos, conseguimos
definir o uso da 4-AP para a padronizagdo dos testes comportamentais de memoria. Apesar
desse farmaco ser um bloqueador ndo especifico de canais para K*, sua acéo é direcionada
aos canais K,, ndo atuando nos Kc, E bom relembrar que o objetivo geral deste trabalho é
investigar o papel dos canais K, na aprendizagem e memdria espacial, o diferenciando daquele
desempenhado pelos canais Kcy no mesmo fenbmeno. Também determinamos a sua via de
administracdo como sendo intrahipocampal, regido de CAl dorsal, e a dose de 1mM (0,2
pl/lado) porque estes procedimentos reproduziram resultados da literatura com injecbes
sistémicas, porém sem levar 0s animais a crises convulsivas. Administracao central reduz a
guantidade de farmacos utilizados em cada animal, o que é algo desejavel neste trabalho tendo
em vista a dificuldade de obtencéo das toxinas. Outros pontos positivos da 4-AP sdo os de
poder ser adquirida em grandes quantidades e a baixo custo, se comparada as toxinas, além
de ser usada na clinica, facilitando comparacdo de resultados de animais de laboratério e de
seres humanos. Existe, por exemplo, relato que o uso de 4-AP em pacientes com doenca de

Alzheimer resultou em melhora de aprendizado e meméria (Wesseling et al., 1984).
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Capitulo 3

Definicdo do protocolo experimental
para o estudo do efeito da 4-AP e de
toxinas sobre a memaoria espacial em

ratos.

Neste capitulo, a influéncia de canais K, nos
processos da memdria foi avaliada. O objetivo dos
experimentos desta sec¢do foi o de escolher o modelo
comportamental de memoéria espacial que seria usado no
teste com as toxinas blogueadoras desses canais. Além
disso, foi definido 0 momento de injecdo de 4-AP de modo a
garantir que as toxinas estivessem agindo sobre 0s canais
K, hipocampais no mesmo momento em eles estédo

contribuindo para a formagédo da meméria espacial.
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INTRODUCAO

Até o momento, ndo esta claro se os canais K, teriam um papel relevante na formacao
da memoria espacial. Os trabalhos de Haroutunian et al. (1985) e Wang et al. (2006) sugerem
gue o bloqueio de canais K, pela 4-AP facilita 0 condicionamento operante e o classico. Mas, e
guanto ao aprendizado espacial? Apds busca, ndo foram encontrados registros na literatura de
ensaios com 4-AP no labirinto aquatico de Morris (LAM) ou no labirinto radial de oito bracos
(LR). Como sao modelos importantes de aprendizado espacial, é surpreendente que testes ndo
tenham sido feitos, ou foram realizados, mas ndo foram conclusivos e, portanto, ndo foram
publicados. Neste capitulo de doutorado foi feita uma investigagdo para verificar se as agées
de canais K, séo relevantes para o aprendizado espacial. Se eles ndo o forem, os testes com
as toxinas especificas para esses canais podem ser em vao.

Apesar de relatos na literatura e de nossos proprios experimentos (capitulo 2)
mostrarem que a 4-AP potencializa a inducéo de potenciacdo de longo prazo (LTP, sigla em
inglés) em fatias da formacao hipocampal, um modelo molecular/celular de meméria, ndo foi
constatado efeito de melhora de desempenho em animais por esse farmaco em testes
comportamentais para memoaria espacial. Como explicar isso? O processo de aprendizagem e
memoria € complexo e envolve diferentes etapas (Kessels et al.,, 2001; Paul et al., 2009;
Sharma et al., 2010; Nadel et al., 2012). Uma explicacdo para esse aparente paradoxo pode
estar na possibilidade de que os canais K, blogueados pela 4-AP tenham participagdo em
momentos especificos dos processos da memoria e que 0s pesquisadores que usaram esse
farmaco em modelos animais de memdria espacial ndo o administraram nesses tempos
decisivos. A solucdo dessa questdo passa a ser muito relevante neste trabalho, pois se
escolhido um momento de aplicacdo das toxinas bloqueadoras de canais K, em que a atividade
desses ndo seja relevante para a formacdo da memoria espacial, ndo detectaremos seus
efeitos e poderemos chegar a uma falso negativo. Portanto, esse € o principal objetivo deste
capitulo.

Como ja comentado no capitulo 1, a memoria espacial se refere a uma funcao cerebral
gue capacita um animal adquirir e armazenar informacdes do espacgo ao ser redor (Kessels et

al., 2001; Paul et al., 2009; Sharma et al., 2010). Essas informa¢8es podem ser recuperadas
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pelo individuo permitindo o reconhecimento de objetos e sua disposicdo no ambiente ou
elaboracdo de rotas que o levem a locais mais seguros ou com maior probabilidade de
obtencgdo de alimento (Kessels et al., 2001; Paul et al., 2009; Sharma et al., 2010). Ela pode ser
subdivida em memdria espacial de curto prazo, capacidade limitada de reter informagdo por
varios segundos a minutos, e de longo prazo, que armazena mais e por um periodo
potencialmente ilimitado (Kessels et al., 2001; Paul et al., 2009; Sharma et al., 2010). Como ja
foi comentado no capitulo 2, a formacdo hipocampal possui papel critico nessa funcéo e sua
lesé@o produz déficit de meméria espacial em roedores (Morris et al., 1982; Deacon et al., 2002;
Zhang et al., 2004; Ramos, 2008; Levita e Muzzio, 2010) e primatas (Murray et al., 1998;
Bachevalier e Nemanic, 2008), entre eles o homem (Smith e Milner, 1989; Holdstock et al.,
2000; Finke et al., 2011). Dois testes muito utilizados para constatar e medir alteracbes na
memoria espacial em roedores sdo o LAM e o LR (Dudchenko, 2004; Paul et al., 2009; Sharma
et al., 2010).

O LR foi inicialmente sugerido por Olton e Samuelson em 1976 (Olton e Samuelson,
1976). Na proposta inicial do labirinto, ratos privados de alimento eram colocados (um por vez)
em uma plataforma central de onde se originavam oito bracos, todos com alimento na
extremidade distal. Os roedores eram submetidos a varias sessfes (uma por dia) em que
podiam entrar nos bracos para pegar o alimento, porém era considerado erro quando
revisitavam um local no qual ja tinha se alimentado. O LR é colocado em uma sala que possui
varias pistas visuais em suas paredes permitindo que o animal oriente-se no ambiente. Esse
dispositivo pode possuir até 17 bracos e o alimento pode estar presente s6 em alguns deles
(Olton e Papas, 1979). Os poucos bracos que possuem alimento sempre mantém a mesma
posicdo em relacao as pistas espaciais. Nesse caso, o animal pode cometer erros relacionados
a dois tipos de memaria: memdria de referéncia e memoria operacional.

No LR, as memorias de referéncia e operacional sdo memdrias espaciais de longo e
curto prazo, respectivamente. A memodria de referéncia é resultado do aprendizado espacial
constante, de sessdo a sessdo, sobre a localizacdo do alimento e é resistente a possiveis
interferéncias (Olton e Papas, 1979). Como envolve a retencdo de informacdo espacial ao
longo de vérias sessdes de treino, ela é considerada uma memdria de longo prazo (Paul et al.,

2009). O erro de memoéria de referéncia ocorre quando o roedor entra em um brago que nunca
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teve alimentos ao longo dos experimentos. A memdria operacional espacial € um aprendizado
flexivel que muda de sesséo para sesséo e é suscetivel a interferéncia (Olton e Papas, 1979).
Ela pode ser definida como uma meméria de curto prazo da localizagéo do alimento dentro de
uma dada sesséo. Assim que se encerra essa, a informacao espacial é descartada e uma nova
serd adquirida na proxima sessao (Dudchenko, 2004). O erro de memdria operacional ocorre
guando o roedor entra em um brago ja visitado naquela sessdo. LesbBes na formacéo
hipocampal (Galani et al., 2002), em especial da regido dorsal (Pothuizen et al., 2004) causam
prejuizo tanto da memoria operacional, quanto da de referéncia.

O LAM foi proposto por Morris em 1981 (Morris, 1981). Esse labirinto € uma piscina com
agua turva em que o animal é colocado e tem de nadar até uma plataforma submersa se
guiando por pistas externas ao tanque. Os roedores sdo submetidos a véarias sessdes de
aquisicdo. No comeco, como eles nunca estiveram no dispositivo, demoram a alcancar a
plataforma (laténcia de escape). Com a repeticdo das sessdes, vao levando cada vez menos
tempo para concluir a tarefa (taxa de aquisi¢cao), além de nadar em trajetdria mais direcionada
a plataforma, efetuando menos voltas ao redor da piscina (Morris, 1981; Morris, 1984). Ao final
das sessdes de aquisi¢cdo, é realizado um teste de sondagem, transferéncia ou retencdo (esse
ultimo 24 horas ap6s a ultima sesséo de aquisicdo) em que a plataforma ndo esta presente na
piscina e o animal nada livremente por periodo predeterminado. Nesses testes, busca-se
determinar a precisdo espacial da busca da plataforma pelos individuos (D'Hooge e De Deyn,
2001). Essa avaliagdo € caracterizada pelo tempo gasto por eles no quadrante onde estava
posicionada a plataforma ou pelo nimero de vezes que cruzam a area onde ela ficava. Esse
processo de aprendizado e formacdo de memdria € dependente da integralidade da formagéo
hipocampal, uma vez que roedores com lesGes nessa estrutura apresentam pior desempenho
em relagcdo aos ndo lesionados (Morris et al., 1982; Deacon et al., 2002; Zhang et al., 2004). O
teste de roedores no LAM é simples de ser executado, acurado, reprodutivel e elimina a
possibilidade de o animal utilizar-se do odor, em vez das pistas visuais, para guiar sua
navegac¢do (D'Hooge e De Deyn, 2001; Sharma et al., 2010). Esse labirinto, na configuracdo
em que a posicao da plataforma ao longo das sess@es é fixa, mensura a taxa de aquisi¢cao da
informacgédo espacial (Hodges, 1996). Como nesse caso o aprendizado espacial se faz de forma

constante de sesséo a sessao, alguns autores (Lindner et al., 1992; Schweizer et al., 2003;
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Sharma et al., 2010) consideram que esse processo leva a formacdo de memdria de
referéncia. Porém, essa opinido ndo € compartilhada pelos demais pesquisadores cujos
trabalhos séo citados neste capitulo e que preferem chama-la de memdria de longo prazo.

Este capitulo relata as consequéncias da administracao da 4-AP em ratos submetidos
ao LR e ao LAM. Esses experimentos tém por intuito responder duas questdes praticas.
Primeira, qual desses dois testes de meméria espacial seria 0 mais adequado para verificar o
efeito do bloqueio de canais K, sobre a aprendizagem espacial. Segunda, qual procedimento

experimental e em que momento o bloqueador de canais K, deve ser aplicado para

observarmos um possivel efeito desses na formacéo da memoria espacial.
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MATERIAL E METODOS

1. Animais
Utilizaram-se ratos Wistar machos como descrito no item 1 do material e métodos do

capitulo 2. Para os experimentos deste capitulo foram utilizados 89 ratos no total.

2. Implante das céanulas

As cénulas foram inplantas como descrito no item 2 do material e métodos do capitulo 2.

3. Farmacos, solugbes, doses e vias de administracéo
3.1. Administracdo intraperitoneal (i.p.)

As seguintes substancias foram administradas por via intraperitoneal:

e Salina (solugéo estéril de NaCl 0,9 %): 0,2 mL;
e Bromidrato de escopolamina (Sigma — S0929): 0,5 mg/kg (dissolvido em 0,2 mL
de salina).

e 4-AP (Sigma — A78403): 0,1 ou 0,5 mg/kg (dissolvido em 0,2 mL de salina).

3.2. Administracéo intrahipocampal (i.h.)
As seguintes substéncias serdo administradas bilateralmente na regido CAl da

formacéo hipocampal dos ratos:
e Tampéo fosfato salino (PBS) - NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO,.2H,0 9,1
mM, KH,PO, 1,8 mM, pH 7,4: 0,2 pL/lado em cada animal;

e 4-AP (Sigma — A78403): 1,0 mM/lado dissolvido em PBS (0,2 pL/lado) por animal.

As solugbes foram administradas como descrito no item 3 do material e métodos do

capitulo 2.
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4. Testes comportamentais
4.1. Habituacdo dos animais a imobilizagcdo (manuseio)

Os animais foram manuseados como descrito no item 4.1 do material e métodos do capitulo

4.2. Labirinto aquético de Morris (LAM)

O LAM consistiu em um tanque redondo com 2 m de didmetro e 45 cm de altura de cor azul
escuro. Esse foi dividido em quatro quadrantes iguais (norte, sul, leste e oeste) e preenchido
com agua até uma altura de 30 cm para constituir uma piscina. No centro de um dos
guadrantes (denominado quadrante critico) foi colocada uma plataforma branca mével que
tinha 10 cm de didmetro (a base era mais larga para assegurar a estabilidade) e 28,5 cm de
altura. Portanto, o topo da plataforma ficava submerso a 1,5 cm da superficie e, para impedir
sua visualizacao pelo rato, 1 L de leite integral foi misturado a agua.

A Figura 3.1 é uma representacdo esquematica do LAM. Nessa, as linhas imaginarias que
dividem a piscina em quatro quadrantes e a posicdo da plataforma no centro de um deles
podem ser observadas. Também se nota um circulo imaginario de 30 cm de didmetro
denominado contador sobre o centro de cada quadrante. O contador é concéntrico a
plataforma no quadrante critico e as posi¢cbes hipotéticas da plataforma nos demais
guadrantes.

O LAM ficou dentro de uma sala exclusiva que tinha em suas paredes pistas visuais
grandes e distintas para o animal. Uma camara digital foi fixada no alto da sala para filmagem
das sessOes e aimagem transferida por cabos para um computador que se encontrava do lado

de fora.
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Figura 3.1. Representacédo esquematica (vista aérea) do labirinto aquatico de Morris. A piscina
€ dividida em 4 quadrantes iguais. Apenas no centro de um deles existe uma plataforma
submersa (1,5 cm da superficie) representada por um circulo preto. O quadrante que contém a
plataforma é denominado quadrante critico. Cada quadrante possui em seu centro um contador
(circulos pontilhados) numerado de 1 a 4. O labirinto fica em uma sala exclusiva que possui em
suas paredes pistas visuais distintas para a orientagdo dos ratos. N, S, L e O sdo os pontos

cardeais norte, sul, leste e oeste, respectivamente.

4.2.1. Injecdo intraperitoneal (i.p.) e teste no LAM

O protocolo experimental descrito nesta se¢do é baseado o trabalho de Stackman et al.
(2002) e Keblesh et al. (2009). Esse procedimento teve como objetivo verificar se o bloqueio de
canais K, pela 4-AP injetada intraperitonealmente influencia a aprendizagem e a formacao de
memdaria no LAM. Inicialmente fizemos um piloto usando 5 mg/kg de 4-AP, mas como 0s
animais tiveram crises convulsivas, reduzimos esse valor para 0,1 e 0,5 mg/kg. Outra razéo
para escolha de 0,1 mg/kg foi que Haroutunian et al.(1985) observaram melhora na retengéo
da resposta de esquiva inibitéria em ratos que receberam essa quantidade também por via i.p.

Antes de serem colocados no LAM, os ratos foram habituados ao manuseio (item 4.1)
seguido de uma injecdo i.p. de salina (0,2 mL) diariamente por 3 dias. Cada animal foi
submetido ao treino espacial que consistiu em 16 sessfes (quatro por dia) nas quais a

plataforma foi sempre deixada no centro do mesmo quadrante, além de manter a mesma
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posicao em relacéo as pistas visuais da sala. Em cada sessao, o animal foi colocado na piscina
a partir de um dos quatro pontos cardeais com o focinho voltado para a parede da piscina e
teve 90 s para nadar até a plataforma. A ordem dos pontos de inicio de cada tentativa variou
aleatoriamente para cada roedor todos os dias. Uma vez alcancada a plataforma, o rato
permaneceu nela por 45 s e entdo retornou para sua gaiola por 10 s até a proxima sesséo.
Quando o animal ndo encontrava a plataforma em 90 s, ele era retirado da agua e colocado
nela pelo experimentador por 45 s. As injecdes i.p de salina (controle) e 4-AP foram aplicadas
30 min antes da primeira sesséo de treinamento de cada dia, exceto no dia do teste de

retencéo (explicado a frente). A Fig. 3.2 apresenta um esquema do procedimento utilizado para

injec&o i.p.
1° teste de 2° teste de
sondagem sondagem
. _ _ - ; ; - - Dia 5:
Treino dia 1: Treino dia 2: Treino dia 3: Treino dia 4: Teste de
4 sessoes. 4 sessoes. 4 sessoes. 4 sessoes. retengéo

30 min ¢
antes

30 min T
antes

30 minT
antes

30 min T
antes

Injecao i.p. Injecao i.p. Injecéo i.p. Injecéo i.p.
de salina de salina de salina de salina
ou 4-AP ou 4-AP ou 4-AP ou 4-AP

Figura 3.2. Esquema do procedimento no labirinto aquatico de Morris quando da injecéo
intraperitoneal (i.p.). Tempo das sessbes foram: treino — 90 s; teste de sondagem — 45 s; e
teste de retencdo — 90 s. Todas as sessfes ocorriam entre 9 e 12 h da manha. Salina era
solucdo estéril de NaCl 0,9 % e o volume injetado foi de 0,2 mL. 4-aminopiridina (4-AP) era

dissolvido em salina (0,2 mL) em duas quantidades: 0,1 ou 0,5 mg/kg.

Testes de memdria espacial ocorreram nos 1°, 3° e 5° dias. Logo apdés a 42 e a 122 sessoes
de treino, um teste de sondagem foi realizado no qual foi permitido que cada rato nadasse
livremente por 45 s na piscina com a plataforma retirada. Vinte e quatro horas depois da Ultima
sessdo de treino (16?), cada animal foi submetido ao teste de retencdo: nado livre sem
plataforma por 90 s (Fig. 3.2). Todas as sessfes ocorreram entre 9:00 e 12:00 horas.

O comportamento de cada individuo durante as sessfes de treino e teste foram filmados e

gravados em um computador. As imagens foram assistidas por um pesquisador (cinte dos
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tratamentos dos animais) que quantificou, com o auxilio de um crondmetro, os seguintes

paradmetros por sessao:

a. Laténcia de escape nas sessfes de treino: tempo em segundos entre a liberacdo do
rato na piscina e sua subida na plataforma (quando o animal ndo encontrou a
plataforma em uma sesséo, sua laténcia de escape foi considerada com sendo 90 s);

b. Permanéncia no quadrante critico (PQC) nos testes de sondagem e de retencdo: tempo
em segundos que o animal permaneceu no quadrante critico dividido pelo tempo total
da sesséo; e

c. Taxa de procura (TP) do quadrante critico nos testes de sondagem e de retengéo:
namero de cruzamentos da borda (de fora para dentro) do contador do quadrante critico

dividido pelo namero total de cruzamentos de todos os contadores.

Os animais foram divididos em trés grupos (n = 7 cada):

e Grupo controle-i.p.: os ratos desse grupo receberam injecao i.p. de salina (0,2 mL)
30 min antes da primeira sessao de treino do dia;

e Grupo 4-AP0,1-i.p.. os ratos desse grupo receberam intraperitonealmente 0,1
mg/kg de 4-AP (em 0,2 mL de salina) 30 min antes da primeira sesséo de treino do
dia.

e Grupo 4-AP0,5-i.p.. os ratos desse grupo receberam intraperitonealmente 0,5
mg/kg de 4-AP (em 0,2 mL de salina) 30 min antes da primeira sesséo de treino do

dia.

4.2.2. Injecdo intrahipocampal (i.h.) de 4-AP e teste no LAM

Uma semana antes de serem submetidos ao labirinto, os ratos sofreram uma cirurgia para
implante de canulas-guia bilateralmente na formacdo hipocampal (ver item 2). O procedimento
usado no LAM para injecao i.h. foi semelhante ao da i.p. relatado no item anterior com trés
diferencas: (1%) a j& mencionada administracéo bilateral da 4-AP na regido CA1l da formacéo

hipocampal; (22) a injecdo aconteceu uma Unica vez ao longo do experimento; e (3%) ocorreram
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6 sessbes de treinamento por dia. Essa Unica injecdo ocorreu imediatamente antes da primeira

sessado do primeiro dia, ou do segundo dia (ver esquema na Fig. 3.3). Ndo houve alteracdo do

tempo das sessbes e os testes de sondagem e de retencdo ocorreram seguindo 0 mesmo

protocolo descrito anteriormente.

1° teste de 2° teste de
A sondagem sondagem
Treino dia 1: | | Treinodia2: | | Treino dia 3: | | Treino dia 4: Dia >
6remo fiai: | E;elno lia2: | E:emo fia 3: | 6relno lia 4: Teste d
sessoes. sessoes. sessoes. sessoes. retenco
1 min ¢
antes
Injecdo i.h.
de PBS ou
4-AP
B 1° teste de 2° teste de
sondagem sondagem
Treino dia 1: | | Treinodia2: | | Treinodia3: | | Treino dia 4: e
reinodia1: | | Treinodia2: | | Treinodiad: | | Treinodiad: | | qog10 g
6 sessodes. 6 sessoes. 6 sessoes. 6 sessodes. retengio

1 min T
antes

Injecéo i.h.
de PBS ou
4-AP

Figura 3.3. Esquema do procedimento no labirinto aquatico de Morris quando da injecédo

intrahipocampal dorsal (i.h.). A, injecdo no primeiro dia. B, injecdo no segundo dia. Tempo das

sessdes foram: treino — 90 s; teste de sondagem — 45 s; e teste de retencdo — 90 s. Todas as

sessdes ocorriam entre 9 e 12 hs da manha. O controle foi tamp&o PBS, pH 7,4, autoclavado e

0 volume injetado foi de 0,2 uL/lado (regido de CAl). 4-aminopiridina (4-AP) foi dissolvido em

PBS para uma concentracéo final de 1mM e injetado 0,2 pL/lado.

Foram constituidos os seguintes grupos:

Grupo 1dPBS-i.h.: os ratos desse grupo receberam injecao i.h. de PBS (0,2 pL/lado)

1 min antes da primeira sesséo de treino do primeiro dia.
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e Grupo 1d4AP-i.h.: os ratos desse grupo receberam injecéo i.h. de 4-AP (1mM; 0,2
pL/lado) 1 min antes da primeira sesséo de treino do primeiro dia

e Grupo 2dPBS-i.h.: os ratos desse grupo receberam injecéo i.h. de PBS (0,2 pL/lado)
1 min antes da primeira sessao de treino do segundo dia.

e Grupo 2d4AP-i.h.: os ratos desse grupo receberam injecéo i.h. de 4-AP (1mM; 0,2

pL/lado) 1 min antes da primeira sessao de treino do segundo dia.

4.3. Labirinto radial de oito bragos (LR)

O labirinto radial de oito bracos consiste em uma pequena plataforma octogonal central (20
cm entre vértices diametralmente opostos) de onde se originam oito bracos (5 cm de largura e
60 cm de extensdo) com pequena parede (2 cm) contornando seus limites, exceto no encontro
do braco com a plataforma quando a parede passa a ter 20 cm de altura (ver esquema na Fig.
3.4). O assoalho do aparelho é preto e as paredes sao feitas de acrilico transparente. Na
extremidade de cada braco que parte da plataforma central existe uma porta preta que abre e
fecha usando o sistema guilhotina. Todo o conjunto fica suspenso a 40 cm do chdo. O
equipamento é colocado em uma sala com marcacdes bem visiveis e distintas para os ratos
em cada parede, de modo a servirem como pistas externas ao labirinto permitindo a orientagédo
deles. Uma camera digital no topo da sala captura o comportamento dos ratos e transfere as

imagens para um computador na sala ao lado por meio de cabos conectores.

4.3.1. Injecéo i.h. eteste no LR

Os procedimentos adotados neste item (Fig. 3.5) foram baseados nos trabalhos de Campos
e Saito (1999) e Mpatri et al. (2008). Os ratos receberam o implante bilateral de cAnulas-guia na
regido dorsal da formacao hipocampal (ver item 2) e tiveram uma semana para se recuperarem
do procedimento. Antes de serem submetidos ao labirinto, eles tiveram o fornecimento de
racdo diminuido com o objetivo de reduzirem suas massas corporeas em 15 %. Uma vez isso
alcancado, cada animal (com jejum de 22 horas) foi colocado no centro do labirinto, tendo
acesso a todos os bracos (todas as portas estavam abertas). No inicio de cada um (local de
encaixe do braco a plataforma), foi colocado um pote redondo (3,4 cm de didmetro e 1,3 cm de

altura) azul claro com cerca de 40 mg (0,19 Kcal) de chocolate granulado (Dr. Oetker, Brasil). O
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animal foi retirado do labirinto (encerramento da sesséo) depois de ter comido todo o chocolate
ou ter passado 10 min. O roedor ainda passou por outras 4 sessfes no dia (intervalo de 3 min),
seguindo o mesmo procedimento. Ao voltar para sua gaiola, o animal teve acesso a racéo ad
libitum por duas horas. Depois desse tempo, foi novamente privado de alimento até o dia
seguinte. Essas sessofes (5 por dia) foram repetidas por mais dois dias seguidos (24 horas de
intervalo), porém, na segunda vez, o chocolate foi colocado no meio do braco e, na terceira, 0
chocolate esteve no final dos bracos. Seguiu-se mais um dia de experimento (5 sessbes) no
qual o chocolate também foi colocado na extremidade distal do braco, porém, quando o rato
entrava nele, a porta era fechada prendendo-o. Ela s6 era aberta depois do roedor ter comido
todo o chocolate. Apenas os ratos que conseguiam recolher o chocolate de todos os bragos em

menos de 7 min no quarto dia seguiram para proxima fase do teste.

Sessao 1 Sessao 2

S 45°

u

2
Ole | o|L

o))

(2]

Figura 3.4. Representacdo esquematica do labirinto radial de 8 bragos. Os bracos foram
numerados de 1 a 8. Os circulos abertos representam os potes circulares onde foi colocado o
chocolate granulado (circulos fechados). O esquema apresenta uma combinacdo de trés
posi¢Bes com chocolate usado para um rato durante a fase de treino (seis sessdes didrias de
10 min por 3 dias). Apesar de a cada sessao o labirinto ser girado 45° em torno de seu eixo
central, as posi¢des nas quais o chocolate era colocado permaneciam as mesmas. O labirinto
fica em uma sala exclusiva que possui em suas paredes pistas visuais distintas para a
orientacdo dos ratos. N, S, L e O sdo os pontos cardeais norte, sul, leste e oeste,

respectivamente.
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Apbs essa familiarizacdo dos ratos ao labirinto, cada individuo foi submetido a seis sessdes
por dia, com 3 min de intervalo entre elas, durante 3 dias consecutivos (fase de treino). Os
recipientes azuis foram colocados no final de cada braco, mas agora apenas trés possuiam
chocolate. Para cada rato, um padréo diferente de apenas trés das oito posi¢cdes em relacéo as
pistas visuais da parede continham chocolate. Esse padrédo permaneceu 0 mesmo para um
dado animal ao longo de todos os dias. Ao final de cada sessdo o LR foi girado 45°, mas o
chocolate foi apresentado na préxima reexposicdo nas mesmas 3 posicdes em relacdo as
pistas externas ao labirinto. Portanto, o alimento era associado a posicdo e ndo ao braco (Fig
3.4). Em nenhuma das combinacdes utlizadas, trés posicBes consecutivas continham
chocolate.

No inicio de cada sessao, o rato foi posicionado no centro do labirinto com todas as portas
fechadas. Apds 10 s, elas foram abertas e quando o animal entrava em um braco, sua porta foi
fechada. Caso o brago tivesse chocolate, a porta foi aberta assim que o roedor terminasse de
comer o chocolate. Ndo tendo chocolate, o rato ficava preso por 30 s. Caso o rato voltasse a
entrar em um braco cujo chocolate ja tivesse sido retirado, ele permanecia preso por 30 s. A
sessdo terminava com 10 min ou quando todo o chocolate tivesse sido consumido. Todos os
experimentos ocorreram entre 9:00 e 12:00 horas. O LR foi limpo entre as sessfes. Os potes
azuis foram guardados junto com o chocolate granulado de um dia para o outro.

As injecbes i.h. (PBS ou 4-AP) e i.p. (salina ou escopolamina) foram administradas logo
apos a Ultima sessdo do primeiro dia, baseando-se no procedimento de Mpari et al. (2008). O
esquema do procedimento no LR é apresentado na Fig. 3.5. Os ratos foram divididos em

grupos caracterizados pelas substancias que receberam:

*  Grupo PBS (controle): injecdo i.h. de PBS e i.p. de salina (item 3);
*  Grupo escopo: injecdo i.h. de PBS e i.p. de escopolamina (0,5 mg/kg — item 3);

*  Grupo 4-AP: injecéo i.h. de 4-AP (1ImM —item 3) e i.p. de salina.

O desempenho dos animais nas sessdes de treino foi avaliado por um pesquisador (ciente

do tratamento dos animais) com base em dois parametros: erros de memoéria de referéncia e

erros de memdria operacional. A primeira entrada em um braco que nunca teve alimento foi
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considerada como um erro de meméria de referéncia, enquanto a reentrada em bracos onde a
ragcéo ja foi retirada (ou que nunca tiveram alimento) foi considerada como erro de memoria
operacional. Foi considerado que o animal entrou em um bra¢o quando todas as suas quatro
patas estiverem simultaneamente presentes no dado brago. A média dos erros das sessdes do
primeiro dia (Dia 1) de um dado grupo foi usada como referéncia para normalizar os resultados
das sessbes de cada rato do grupo nos trés dias de treino (Dia 1, Dia 2 e Dia 3). Esse
procedimento gerou os indices de erro de meméria operacional (IEMO) e de referéncia (IEMR)

usados para elaboracdo dos gréficos que apresentam média + erro padrdo da média (EPM).

Jejum
1 sem 22 h Familiarizagao
irurgi Rato 5 sessoes
Cirurgia | ——> -
2 (85 % do peso) didrias
(4 dias)

Treino dia 1: 22 h Treino dia 2: 22 h Treino dia 3:

6 sessoes. 6 sessoes. 6 sessoes.

A

Injecdes i.h. (PBS ou
4-AP) e i.p. (salina
ou escopolamina)

Figura 3.5. Esquema do procedimento no labirinto radial de oito bragos. Os ratos eram
submetidos a cirurgia para implantagédo de canulas-guia bilateralmente na regido dorsal (CA1)
da formagdo hipocampal. Apdés 1 semana, os animais eram submetidos a restricdo calérica
para reducdo da massa corporal para 85 %. Os animais, sempre em jejum de 22 h, foram
submetidos a 5 sessdes diarias por 4 dias para familiarizacdo e outras 6 diarias por 3 dias para
treino. Na familiarizac@o havia chocolate granulado em todos os bragos, e no treino, apenas em
trés (eram mantidas as mesmas posicdes a cada reexposi¢do de um dado rato). As injecdes
intrahipocampais (i.h.) de PBS (0.2 uL/lado) ou de 4-AP (ImM em 0,2 uL de PBS/lado) e
intraperitoneais (i.p.) de salina (0,2 mL) ou de escopolamina (0,5 mg/kg em 0,2 mL de salina)
foram realizadas ao término da Ultima sessdo do primeiro dia de treino. As sessdes se
encerravam quando o animal consumia todo o chocolate até o limite de 10 min. O intervalo
entre as sessdes no mesmo dia foi de 3 min. Todas as sessfes ocorreram entre 9 e 12 hs da

manha.
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5. Andlise histolégica

Apés os testes comportamentais, cada animal foi profundamente anestesiado com tiopental
sadico 120 mg/kg (Abbott). Com o rato anestesiado, sua caixa toracica foi aberta com auxilio
de uma tesoura e a aorta canulada. Em seguida o rato foi perfundido com 75 mL de NaCl 0,9%
e, na sequéncia, com 120 mL de formol 10% (v/v) em NaCl 0,9%. O cérebro foi retirado e
colocado em fixador (formol 10% (v/v) em NaCl 0,9%) por uma noite. Em seguida, os cérebros
foram cortados em um micrétomo de vibracdo (vibratomo, Leica — VT1000S) em fatias de 200
pm na regido lesada pelas cénulas-guia. Essas sec¢des foram colocadas em uma placa de
Petri com NaCl 0,9% e levadas para uma lupa para verificacdo da posicdo da ponta das
canulas na formacdo hipocampal. Apenas ratos cujas pontas das duas canulas-guia estavam
sobre a regido CAl da formacdo hipocampal tiveram seus resultados nos testes

comportamentais analisados (Fig 3.6 e 3.7).

6. Analise estatistica

Para a andlise estatistica dos resultados envolvendo diferentes tratamentos, empregou-se a
andlise de variancia (ANOVA) de uma via. Para avaliagdo das diferengas entre os tratamentos
farmacoldgicos ao longo do tempo no LAM, utilizou-se ANOVA de duas vias, onde um fator foi
0 tratamento farmacoldgico e o outro fator, o tempo (dias) (D'Hooge e De Deyn, 2001). A
analise considerou as medidas repetidas apenas quando elas ocorreram (ver item 7 do material
e métodos do capitulo 2 para mais detalhes). Quando a ANOVA indicou haver diferencas
significativas, realizou-se o0 teste de Tukey para comparacdes multiplas. Para andlise dos
dados do LR se utilizou a andlise de variancia multivariada (MANOVA), no qual os fatores
foram o tratamento e os dias de treino e as variaveis dependentes foram o IEMR e o IEMO. A
andlise também considerou as medidas repetidas apenas quando elas ocorreram. Quando
essa revelava fatores com diferencas significativas, era seguida por ANOVAs de uma via para
o fator significativo. Uma vez essa também significativa, realizou-se o teste de Tukey. Foi
considerado um nivel de significancia de 0,05. Todas as andlises foram realizadas utilizando o

programa R, versdo 2.15.0 e os gréaficos gerados no programa Excel.
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Grupos

1dPBS-i.h.
1d4-AP-i.h.
2dPBS-i.h.
2d4-AP-i.h.

Figura 3.6. Esquema representativo de cortes coronais de cérebro dos ratos dos diferentes
grupos de ratos que foram submetidos ao LAM. As pontas das canulas-guia (circulos pretos)
dos ratos usados nas andlises estavam na regido dorsal da formacao hipocampal (distancia do

bregma de -3,84 mm) de acordo com as imagens do atlas de Paxinos e Watson (2007).
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Grupos

PBS

4-AP

Escopo

ama -3.84 mm

Figura 3.7. Esquema representativo de cortes coronais de cérebro dos ratos dos diferentes
grupos de ratos que foram submetidos ao LR. As pontas das canulas-guia (circulos pretos) dos
ratos usados nas andlises estavam na regido dorsal da formacdo hipocampal (distancia do

bregma de -3,84 mm) de acordo com as imagens do atlas de Paxinos e Watson (2007).
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RESULTADOS

Relatos do uso de 4-AP no LAM ou no LR s&o escassos. Portanto, os resultados
apresentados nessa sessdo sdo uma importante contribuicdo a literatura cientifica. Os
experimentos tentam responder a seguinte pergunta: os canais K, influenciam o aprendizado

que ocorre nesses testes comportamentais?

1. Teste no LAMcom injecéo i.p.

A administracdo de 4-AP por via i.p. ndo alterou o desempenho dos ratos em relagéo
aqueles que receberam salina (Fig. 3.8). A Unica alteracdo observada para todos os grupos foi
a reducao das laténcias a medida que os animais foram reapresentados ao LAM (Fig. 3.8). A
ANOVA de duas vias ndo apontou diferenca entre os tratamentos (F(,15) = 1,139, p = 0,342) e
nem interacéo entre os tratamentos e os dias de sessdes de treino (Fs4 = 1,206, p = 0,317).
Porém, essa analise estatistica mostrou diferengas significativas entre os dias de treino (Fsa
= 31,251; p < 0,001). Na Tabela 3.1 constam as médias + erro padrdo da média (EPM) das
laténcias de escape das quatro sessdes didrias no LAM para administragdo i.p. de salina ou 4-
AP (0,1 ou 0,5 mg/kg). Essas injegBes aconteceram 30 min antes da 12 sesséo de cada dia de
treino. Poderemos notar que houve uma reducgéo de 37,9% (em média) da laténcia de escape
no segundo dia em relagdo ao primeiro.

A injecao de 4-AP (0,1 ou 0,5 mg/kg) também nao influenciou a resposta dos ratos nos
testes de sondagem, como pode ser observado na Fig. 3.9. Os valores (média + EPM) de PQC
e TP para os testes de sondagem sdo apresentados na Tab. 3.2. A ANOVA de duas vias nao
indicou diferencas significativas entre os tratamentos e nem para a interacdo entre tratamento e
dia do teste: para fator tratamento, F 15 = 0,074, p = 0,929 (PQC) e F(,15 = 0,098, p = 0,907
(TP); e para interagdo F(y1g = 0,492, p = 0,620 (PQC) e F1s = 0,651, p = 0,533 (TP). Por
outro lado, os aumentos de 39,7 % (em média) na PCT e de 70,3 % (em média) na TP do 1°
para 0 2° teste de sondagem foram significativos (p < 0,05, valores de F na Fig 3.9). E
interessante notar que os valores médios da PQC (0,24 + 0,05) e da TP (0,25 + 0,07) no
primeiro dia do teste sédo os que seriam esperados para animais que estdo nadando de forma

aleatoria pelo labirinto aquético (0,25).
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Figura 3.8. Média (x EPM) das laténcias de escape dos ratos que receberam
injecdo intraperitoneal (i.p.). As injecdes de salina (salina-i.p.), 0,1 (4-APO,1-i.p.)
ou 0,5 mg/kg (4-AP0,5-i.p.) de 4-aminopiridina ocorreram 30 min antes da 12
sessdo de treino do dia. Foram quatro sessao diarias em 4 dias de treino. As
diferencas entre o 2°, 3° e 4° dias de treino foram significativas em relacéo ao

1° (* p < 0,001, teste de Tukey). n = 7 para todos os tratamentos.

Tabela 3.1. Média (x EPM) das laténcias de escape das quatro sessdes diarias de cada dia de

treino no LAM ap0s injecBes intraperitoneais (i.p.)

Laténcias de escape (s)

Dia de treino o 4-APi.p.
Salinai.p.
0,1 mg/kg 0,5 mg/kg
1 72+5 66 + 6 68 £ 6
2 37 £ 7 51 + 6*** 40 + G***
3 34 + 6**+* 33 £ 6*** 28 £ 5¥**
4 33 £ 7r* 25 £ 6*** 28 £ 5***

As inje¢Bes foram ministradas 30 min antes da 12 sessdo de cada dia. LAM: labirinto aquético
de Morris. 4-AP: 4-aminopiridina. EPM: erro padrédo da média.*** p < 0,001 em relagdo ao 1°

dia (teste de Tukey). n = 7 para todos os tratamentos.
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Figura 3.9. Resposta nos testes de sondagem no LAM dos ratos que receberam injecéo
intraperitoneal (i.p.). A, média (z EPM) da permanéncia no quadrante critico (PQC), ndo tendo
diferencas entre os grupos, mais sim entre o dia dos testes (FANOVA de duas vias, Fy15 =
5,853, p < 0,05). B, média (x EPM) da taxa de procura (TP) do quadrante critico, ndo tendo
diferengas entre os grupos, mas sim entre o dia dos testes (*ANOVA de duas vias, Fj5 =
7,682, p < 0,05). As injecdes de salina (salina-i.p.), 0,1 (4-AP0,1-i.p.) ou 0,5 mg/kg (4-APO,5-
i.p.) de 4-aminopiridina ocorreram 30 min antes da 12 sesséo de treino dos 4 dias de treino. Os
testes de sondagem (45 s de duracdo) ocorreram ao final do 1° e 3° dias de treino e sem a
presenca da plataforma. LAM: labirinto aquético de Morris. EPM: erro padrdo da média. n = 7

para todos os tratamentos.
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Com relagao ao teste de retencao (Fig. 3.10), a 4-AP i.p. (0,1 e 0,5 mg/kg) também nao
teve efeito na resposta dos ratos, quando comparado ao controle (salinai.p.). As PQC (média +
EPM) nesse teste foram 0,27 + 0,02 (salina), 0,26 = 0,05 (4-AP - 0,1 mg/kg) e 0,26 + 0,03 (4-AP
— 0,5 mg/kg), sendo as diferencas néo significativas (F(,17 = 0,062, p = 0,940, ANOVA de uma
via). As médias (+x EPM) da TP para os grupos salina-i.p., 4-AP0,1-i.p. e 4-AP0,5-i.p. foram 0,41
+ 0,10, 0,32 + 0,06 e 0,38 *+ 0,05, respectivamente, e elas ndo foram significativamente
diferentes (F(;,17) = 0,363, p = 0,701, ANOVA de uma via). O n foi igual a 7 para salina-i.p. e 4-

APOQ,1-i.p. e igual a 6 para 4-APO0,5-i.p..

Tabela 3.2. Média (+x EPM) da permanéncia no quadrante critico (PQC) e taxa de procura (TP)
do mesmo durante os testes de sondagem no LAM por ratos que receberam injecéo

intraperitoneal (i.p.).

Teste de o 4-APi.p.
sondagem Salinalp. 0,1 mg/kg 0,5 mg/kg
PQC
1 0,25 £ 0,06 0,22 £ 0,03 0,26 £ 0,05
2 0,31 £ 0,06* 0,37 £ 0,06* 0,34 £ 0,05*
P
1 0,28 + 0,09 0,22+ 0,05 0,24 + 0,06
2 0,36 £0,11* 0,47 £0,07* 0,43 £ 0,04*

As injecdes foram ministradas 30 min antes da 12 sesséo dos 4 dias de treino. Os testes de
sondagem ocorreram ao final do 1° e 3° dias de treino e sem a presenca da plataforma. LAM:
labirinto aquatico de Morris. 4-AP: 4-aminopiridina. EPM: erro padrdo da média.* p < 0,05 em

relacdo ao 1° dia (ANOVA de duas vias). n = 7 para todos os tratamentos.
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Figura 3.10. Média (+ EPM) da permanéncia no quadrante critico (PQC) e taxa de
procura (TP) do mesmo durante o teste de retencdo no LAM por ratos que
receberam injecao intraperitoneal (i.p.). Esse teste foi realizado 24 horas apds a
Ultima sessédo de treino e ocorreu sem a presenca da plataforma. As injecdes de
salina (salina-i.p.), 0,1 (4-APO0,1-i.p.) ou 0,5 mg/kg (4-APO0,5-i.p.) de 4-aminopiridina
ocorreram 30 min antes da 12 sessao de treino dos 4 dias de treino. LAM: labirinto
aquético de Morris. EPM: erro padréo da média. n = 7 para salina-i.p. e 4-APO,1-

i.p.. n =6 para 4-AP0,5-i.p..

2. Teste no LAM com injecdo i.h.

Quando administrada no primeiro dia de treino, a microinjecdo i.h. de 1mM de 4-AP néo
teve efeito no teste do LAM. A Fig. 3.11A apresenta as médias (+ EPM) das 6 sessbes de cada
dia de treino nos ratos que receberam injecdo i.h. de PBS (1dPBS-i.h., n = 8) ou 4-AP (1d4-AP-
i.h., n = 8) antes da primeira sessdo do 1° dia. H4 uma clara reducéo do tempo que 0s animais
levam para achar a plataforma ao longo dos dias, confirmada pela ANOVA de duas vias (F.42)
= 48,230, p < 0,001). As diferencas foram significativas tanto entre os dias 1 e 2 de treino
(reducdo média de 37,8 %, p < 0,001, teste de Tukey), quanto entre os dias 2 e 3 (reducao
média de 25,4%, p < 0,01, teste de Tukey). A ANOVA de duas vias ndo indicou efeito

significativo entre os tratamentos farmacoldgicos (F 14 = 0,063, p = 0,806), nem interagao
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significativa entre tratamento e os dias de treino (Fz 4z = 0,340, p = 0,796). Os valores médios

das laténcias de escape se encontram na Tab. 3.3.
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Figura 3.11. Média (+ EPM) das laténcias de escape dos ratos que receberam injecéo
intrahipocampal bilateral (i.h.). Cada dia de treino teve 6 sessdes de 90 s. A, as microinjecdes
(seta) de tampéo fosfato salino pH 7,4 (PBS) ou 1 mM de 4-aminopiridina (AP) ocorreram
imediatamente antes da 1% sessdo do 1°dia de treino (1dPBS-i.h. e 1d4-AP-i.h.,, n = 8). A
ANOVA de duas vias de medidas repetidas indicou efeito significativo somente para o fator dia
(*** Fz42 = 48,230, p < 0,001). B, as microinje¢des (seta) de PBS ou 1 mM de 4-AP ocorreram
imediatamente antes da 12 sessdo do 2° dia de treino (2dPBS-i.h. e 2d4-AP-i.h., n = 6). A
ANOVA de duas vias de medidas repetidas indicou efeito significativo para o fator dia (F 330 =
38,105, p < 0,001) e para a interagéo tratamento x dia (Fi 30 = 3,827, p < 0,05). O teste de
Tukey revelou que essa interacdo significativa ocorreu no 2° dia (* p < 0,05), dia das

microinjecdes.
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Por outro lado, a administracéo i.h. de 4-AP (1mM) nos ratos no segundo dia de treino
no LAM reduziu a laténcia de escape das sessGes desse dia, quando comparado ao
desempenho daqueles que receberam PBS (Fig. 3.11B). A ANOVA de duas vias apontou uma
interacdo entre tratamento farmacol6gico e os dias de treinamento (F 330 = 3,827, p < 0,05). O
teste de Tukey revelou que essa interagéo significativa ocorreu no 2° dia de treino (* p < 0,05),
dia das microinje¢cfes. A analise estatistica também indicou efeito significativo entre os dias de
treinamento (Fi 30 = 38,105, p < 0,001), porém esse resultado deve ser considerado com
grande reserva, pois, quando existe uma interacdo significante, a interpretacdo dos efeitos
principais pode conduzir a conclusdes errdneas (Zar 1999). Os valores médios das laténcias de

escape se encontram na Tab. 3.3.

Tabela 3.3. Média (x EPM) das laténcias de escape das seis sessfes diarias de cada dia de

treino no LAM apos inje¢@es intrahipocampais (i.h.)

Dia de treino Laténcias de escape (s)

1dPBS-i.h. 1d4-AP-i.h.

1 655 665

2 405 41 +5

3 274 21+3

4 17+3 19+3
2dPBS-i.h. 2d4-AP-i.h.

1 66+5 64+5

2 62+5 31 +5*

3 406 28+5

4 21+4 14+2

As microinjecdes bilaterais de tamp&o fosfato salino pH 7,4 (PBS) ou 1 mM de 4-aminopiridina
(4-AP) foram ministradas imediatamente antes da 12 sess&o do primeiro (1dPBS-i.h. e 1d4-AP-
i.h., n = 8) ou do segundo (2dPBS-i.h. e 2d4-AP-i.h., n = 6) dia de treino. LAM: labirinto
aquatico de Morris. EPM: erro padrdo da média. A ANOVA duas vias de medidas repetidas
indicou efeito significativo do tempo (dias) tanto para as microinje¢des feitas no dia 1 (Fgzaz) =
48,230, p < 0,001) quanto para as do dia 2 de treino (Fi3q = 38,105, p < 0,001). A Unica
interagdo tratamento x dia de treinamento apontada pela analise estatistica foi entre os grupos
do segundo dia (2dPBS-i.h. e 2d4-AP-i.h.), F330) = 3,827, p < 0,05. O teste de Tukey revelou

gue essa interacao significativa ocorreu no 2° dia de treino (* p < 0,05), dia das microinje¢des.
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A Fig. 3.12 apresenta o resultado nos testes de sondagem no LAM dos ratos dos
grupos 1dPBS-i.h., 1d4-AP-i.h., 2dPBS-i.h. e 2d4-AP-i.h.. Semelhante ao encontrado para as
inje¢cBes i.p., as microinjecdes i.h de 4-AP, independente do dia de sua administragdo, ndo
influenciaram a PQC nem a TP, se comparadas com o controle com PBS i.h. (Fz24 = 1,734, p
=0,187, ANOVA de duas vias). S6 foi observada uma melhora do desempenho de todos os
grupos do primeiro para o segundo teste de sondagem (F i 24 = 12,628, p < 0,05).

A 4-AP i.h., quando administrada no inicio do primeiro dia treino, também néo teve
efeito sobre a resposta dos ratos no teste de retencéo. E importante lembrar que esse teste
ocorreu 24 h apés a Ultima sessédo de treino (242 sessao) e foi realizado sem a plataforma na
piscina. A Fig. 3.13A mostra a PQC e a TP no teste de reten¢do dos animais que receberam as
injecdes intrahipocampais de PBS ou 4-AP no primeiro dia de treino. O teste t ndo apontou
diferenca significativa entre os grupos 1dPBS-i.h. e 1d4-AP-i.h. para nenhuma das duas
variaveis dependentes (PQC e TP).

Por outro lado, a 4-AP i.h. melhorou o desempenho dos roedores no teste de retencéao,
guando injetada no comeco do segundo dia de treino. Podemos observar na Figura 3.13B que
tanto a PQC e a TP aumentam significativamente (teste t, p < 0,5 e p < 0,01, respectivamente)
no grupo que recebeu a 4-AP antes da primeira sessdo do segundo dia (2d4-AP-i.h.) em
relacdo a aquele que ganhou PBS i.h no mesmo momento (2dPBS-i.h.). Para PQC, as médias
(x EPM) foram 0,20 £ 0,03 (2dPBS-i.h.) e 0,32 + 0,04 (2d4-AP-i.h.), um aumento de 60 %. Para
TP, os valores (média + EPM) foram 0,19 + 0,03 (2dPBS-i.h.) e 0,41 + 0,04 (2d4-AP-i.h.),
portanto uma elevacdo de 116 %. Também foi realizada uma ANOVA de duas vias,
considerando o tratamento farmacolégico (PBS ou 4-AP) como um fator e o dia em que ocorreu
a injecdo (1° ou 2° como o segundo fator. Esta andlise indicou um efeito de interacédo
significativo (F 24 = 5,586, p < 0,05) e o teste de Tukey revelou que essa interagdo ocorreu

entre os grupos que receberam injecdo i.h no 2° dia (p < 0,05).
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Figura 3.12. Resposta nos testes de sondagem no LAM dos ratos que receberam injecéo
intrahipocampal (i.h.). As microinjecdes de tampao fosfato salino pH 7,4 (PBS) ou 4-
aminopiridina (4-AP) ocorreram no 1° dia (1dPBS-i.h. e 1d4-AP-i.h., n = 8) ou no 2° dia de
treino (2dPBS-i.h. e 2d4-AP-i.h., n = 6), ambas administradas imediatamente antes da 12
sessado do dia. Os testes de sondagem ocorreram ao final do 1° e 3° dias de treino e sem a
presenca da plataforma. A, média (+ EPM) da permanéncia no quadrante critico (PQC) para
ratos dos grupos 1dPBS-i.h. e 1d4-AP-i.h.. B, média (+ EPM) da taxa de procura (TP) da
plataforma para ratos dos grupos 1dPBS-i.h. e 1d4-AP-i.h. C e D sdo médias (x EPM) da PQC
e TP, respectivamente, para ratos dos grupos 2dPBS-i.h. e 2d4-AP-i.h.. A ANOVA duas vias
revelou efeito significativo apenas para o fator dia do teste (* F .4 = 12,628, p < 0,05). LAM:

labirinto aquético de Morris. EPM: erro padréo da média.
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Figura 3.13. Desempenho no teste de retencdo no LAM de ratos que receberam injecéo
intrahipocampal (i.h.). O teste de retencdo ocorreu 24 h apds a Ultima sessdo de treino (242
sessdo). Esse teste teve 90 s de duracao e foi realizado sem a plataforma. A, média (x EPM)
da permanéncia no quadrante critico (PQC) e taxa de procura (TP) da plataforma para os
animais que receberam tampéo fosfato salino (PBS) ou 1 mM de 4-aminopiridina (4-AP)
imediatamente antes da primeira sessdo do primeiro dia de treino (1dPBS-i.h. e 1d4-AP-i.h.). B,
PQC e TP (média £ EPM) para animais cujas microinje¢des i.h. (PBS ou 4-AP) ocorreram no
comeco do segundo dia de treino (2dPBS-i.h. e 2d4-AP-i.h.). LAM: labirinto aquatico de Morris.
EPM: erro padrédo da média. * e ** significam p < 0,05 e < 0,01, respectivamente.
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Figura 3.14. Desempenho dos ratos no labirinto radial de oito bracos ao longo de trés dias de
treino (6 sessBes por dia). Os animais foram injetados tanto intrahipocampalmente (i.h.) quanto
intraperitonealmente (i.p.) logo apds a Ultima sesséo do dia 1. Alimento (chocolate) foi colocado
em uma combinacao de trés das oito posi¢ces (bracos). Cada rato teve sua combinacdo que
permaneceu a mesma ao longo das sessdes. O grupo PBS (n = 6) foi o controle e recebeu
salina (NaCl 0,9 %) i.p e tampéo fosfato salino (PBS) i.h.. O grupo 4-AP (n = 6) recebeu salina
i.p. € ImM de 4-aminopiridina (4-AP) i.h.. O grupo Escopo (n = 6) recebeu 0,5 mg/kg de
escopolamina i.p. e PBS i.h.. A 4-AP e a escopolamina foram dissolvidas em PBS e salina,
respectivamente. A, média (+ EPM) do indice de erros de memoria de referéncia (IEMR) que
era anotado para cada sessdo quando o rato entrava pela primeira vez em um braco que
nunca teve chocolate. B, média (+ EPM) do indice de erros de memaria operacional (IEMO)
gue era anotado toda vez que o animal revisitava um bragco na mesma sessdo. ** e ***
representam p < 0,01 e p < 0,001, respectivamente, em relacéo ao primeiro dia do grupo 4-AP.
## representa p < 0,01 em relacdo ao primeiro dia do grupo PBS. + e ++ representam p < 0,05
e p < 0,01, respectivamente, em relagdo ao primeiro dia do grupo Escopo (++ também é em

relacdo ao segundo dia). EPM: erro padrao da média.
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3. Testeno LR com injecéo i.h.

Tanto os erros de memodria de referéncia quanto os de meméria operacional cometidos
por todos os grupos de ratos (PBS, 4-AP e Escopo) diminuiram ao longo dos dias exposi¢édo ao
LR. A Fig. 3.14 apresenta o IEMR e IEMO desses grupos para os trés dias de treinamento (n =
6 para todos). A MANOVA indicou diferencas significativas para o fator dia (Pillai’s trace =
0,8587, F(»30 = 11,2865, P < 0,001). Porém, essa analise né&o apontou diferencas significativas
para o fator tratamento (Pillai’s trace = 0,2252, F, 15 = 0,9519, P = 0,448) e nem para interagéo
tratamento x dias (Pillai’s trace = 0,2848, F 30 = 1,2456, P = 0,289). Portanto, administragéo
de 4-AP néo influenciou a reducéo dos erros do grupo, quando comparado com a injecdo de
PBS ou escopolamina. Como a reexposicdo ao LR longo dos dias influenciou o desempenho
dos animais, uma ANOVA de uma via para o fator dia foi realizada para cada grupo levando em
consideracao as variaveis dependentes IEMR e IEMO separadamente.

O grupo que recebeu 4-AP i.h. apresentou reducdo de erros de memoria de referéncia
antes dos demais grupos. Com relacdo ao fator dia e a variavel IEMR, a ANOVA apontou
diferencas significativas em todos os grupos: PBS (F(10 = 7,873, p < 0,01); 4-AP (F10) =
49,440, p < 0,001); e Escopo (F10 = 9,793, p < 0,01). O teste de Tukey revelou que nos
grupos PBS e Escopo a reducdo do IEMR s6 é significativa no dia 3 (2° ap6s a injecao) em
relacdo ao dia 1 (antes da injecao), sendo o p < 0,01 (Fig. 3.14). Para o grupo 4-AP, esse teste
indicou que a diminuicdo do IEMR observada no dia 2 (1° apds a injecdo) ja é significativa (P <
0,001), além de ser também no dia 3 (P<0,001), ambos comparados com o dia 1 (Fig. 3.14).
Ainda no grupo 4-AP, a diferenga no IEMR entre os dias 2 e 3 € significativa (P < 0,01). Logo, a
diminuicdo de erros de memdria de referéncia ocorreu primeiro quando da administragédo i.h. de
4-AP.

A administracao de 4-AP i.h. fez com que nesse grupo de ratos a reducao dos erros de
memoria operacional também ocorresse primeiro. Com rela¢@o ao fator dia e variavel IEMO, A
ANOVA apontou diferencgas significativas em todos os grupos: PBS (F(10 = 8,288, p < 0,01); 4-
AP (F(2.10 = 13,690, p < 0,01); e Escopo (F10) = 4,349, p < 0,05). O teste de Tukey revelou que
nos grupos PBS e Escopo a reducgédo do IEMO s6 é significativa no dia 3 (2° ap6s a injegdo) em
relacdo ao dia 1 (antes da inje¢&o), sendo o p < 0,01 (PBS) e p < 0,05 (Escopo) (Fig. 3.14).

Para o grupo 4-AP, esse teste indicou que a diminuigdo do IEMO observada no dia 2 (1° apés a

100



injecdo) ja é significativa (P < 0,01), além de ser também no dia 3 (P<0,01), ambos
comparados com o dia 1 (Fig. 3.14). Portanto, a reducéo de erros de memadria de operacional
também ocorreu antes quando da microinjecao i.h. de 4-AP.

Tomados juntos, esses resultados sugerem que a 4-AP ndo aumenta a intensidade da

reducéo dos erros cometidos pelos ratos no LR, mas eleva a velocidade com que isso ocorre.
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DISCUSSAO

Dados dos efeitos da 4-AP em modelos de memdria espacial sdo escassos e isto
dificulta uma discussédo mais detalhada e pormenorizada dos resultados obtidos. Um trabalho
gue envolve essa situacdo foi realizado por Keblesh et al. (2009). Eles injetaram diariamente 5
mg/kg de 4-AP i.p. em camundongos infectados centralmente com virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) e observaram que este tratamento revertia o prejuizo de memdria espacial que
os animas infectados apresentavam no labirinto radial aquatico, uma adaptacéo do LR para a
agua (Hyde et al., 1998). Além disso, Keblesh et al. (2009) ndo administraram 4-AP nos
animais controles (sem HIV), uma falha experimental do trabalho que impossibilita sabermos se
0 bloqueio dos canais K, em animais sem infeccdo poderia resultar em melhora do
desempenho dos camundongos no teste de memoria, e ndo apenas a reverséo do déficit.

No presente trabalho, a injecdo repetida i.p. de 4-AP ndo teve efeito sobre o
desempenho dos ratos no LAM em relagcao aqueles que receberam salina. A administragao
intraperitoneal de 0,1 ou de 0,5 mg/kg desse farmaco no inicio dos dias de treino ndo alterou a
taxa de aquisicdo de memoria ao longo dos dias (Fig. 3.8), nem a reposta dos animais nos
testes de sondagem (Fig. 3.9) e muito menos no teste de retencdo de memdria (Fig. 3.10).
Portanto, esses resultados podem sugerir que os canais K, bloqueados pela 4-AP nédo
influenciariam a aprendizagem e a memoéria espacial, porém essa interpretacdo tem de ser
vista com algumas ressalvas. Primeiro, por ter sido injetada intraperitonealmente, a atuagéo do
farmaco foi difusa no sistema nervoso central (ou em areas periféricas) e, por isso, produziria
efeito resultante nulo. Isto porque, como os canais K, sdo expressos de forma generalizada no
encéfalo de mamiferos (Vacher et al., 2008) e a formacdo hipocampal recebe aferéncias de
diferentes regides cerebrais (Solari e Stoner, 2011), os efeitos hipocampais da 4-AP podem ter
sido anulados pela sua interferéncia em outras estruturas do cérebro que, por sua vez,
influenciam a atividade da formacdo hipocampal. Outra explicacdo € que as doses usadas nédo
foram efetivas para produzir alteracdo no processo de formagdo de memoéria. Porém,
Haroutunian et al. (1985) constataram que a administracédo i.p. de 0,1 mg/kg de 4-AP (dose
também usada neste trabalho) em ratos, ap6s a sessao de treino, resultou em maior retencao

da resposta de esquiva inibitéria, quando comparado com os ratos que receberam salina. Esse
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achado diminui a probabilidade de ocorréncia das duas explicacdes anteriores (efeito resultante
nulo e dose ineficaz). Aqui relembramos da nossa hipétese que diz que tanto os canais K,1 e
K,2 teriam a¢8es opostas na formacao da memoria espacial, o primeiro ajudando e o segundo
prejudicando. Como a 4-AP estaria bloqueando os dois igualmente (Mathie et al., 1998) é de se
esperar que a consequéncia da inibicdo de um canal é compensada pela também inibi¢cdo do
outro e o aprendizado espacial no LAM nao é alterado.

Duas estratégias podem ser empregadas para contornar as questfes levantadas no
paragrafo anterior sobre a administracdo i.p. de 4-AP. A primeira é usar um bloqueador mais
especifico para os subtipos de canais para K*, como as toxinas. Por exemplo, Stackman et al.
(2002) injetaram cronicamente apamina por via i.p. em camundongos e os testaram no LAM. A
apamina é uma toxina obtida da peconha de abelha que possui atividade bloqueadora de
canais para potassio dependentes de ca* (Kca) subtipos 2.2 e 2.3 (Vergara et al., 1998).
Stackman et al. (2002) observaram que essa toxina foi capaz de aumentar a taxa de aquisicao
no inicio do ensaio comportamental. Para os objetivos dessa tese, teriamos de usar toxinas
especificas para K,1 e K,2, questdo que sera tratada no capitulo 4. A segunda estratégia,
discutida nos préximos paragrafos, é fazer a administracdo de 4-AP diretamente na formagéo
hipocampal.

A injecdo aguda i.h. de 4-AP no primeiro dia ndo produziu efeito no LAM. Tendo o grupo
de ratos que receberam PBS i.h. (controle) como comparagdo, a administracdo bilateral de
1mM de 4-AP (0,2 pL/lado) na regido de CAl da formagé&o hipocampal no inicio do primeiro dia
de treino também ndo alterou a taxa de aquisic¢ao (Figura 3.11A). A permanéncia no quadrante
critico e a taxa de procura permaneceram inalteradas tanto nos testes de sondagem (Fig.
3.12A e 3.12B, respectivamente), quanto no teste de retengdo (Fig. 3.13A), 0 que sugere que a
4-AP néo influenciou a preciséo espacial da busca da plataforma pelos animais em relacdo aos
controles. Esses resultados fortalecem a explicagdo apresentada no paragrafo anterior de que
a 4-AP, ao bloquear tanto K,1 quanto K,2, acaba por anular seus efeitos sobre a aquisicdo da
informacéo espacial para formar a memaria. Outra questdo que surge € se 0s animais ja nao
estdo tendo um desempenho maximo no procedimento experimental usado e, portanto, a 4-AP
ndo poderia melhorar a resposta deles. Roozendaal et al. (2004), investigando o mecanismo

pelo qual glicocorticoides prejudicam a recuperacdo da memoria espacial de longo prazo,
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injetaram um agonista de receptor de glicocorticoides (RU 28362) na regido dorsal da formacéao
hipocampal de ratos e os testaram no LAM. Eles destacaram a necessidade de submeter os
animais a uma reduzida quantidade de sessfes de treino (trés de 60 s por dia durante trés
dias) de modo a produzir um aprendizado espacial moderado permitindo, deste modo, que o
tratamento farmacoldgico possa melhorar ou prejudicar seus desempenhos. Diferentemente do
que sugerido por Roozendaal et al. (2004), nossos experimentos no LAM contaram com mais
sessdes diarias, durante mais dias (seis sessbes de 90 s por dia durante quatro dias).

Por outro lado, a injecdo i.h. aguda de 4-AP no segundo dia de treino teve efeito. A
administracdo do farmaco ocorreu imediatamente antes da sétima sesséo de treino, ou seja, no
inicio do segundo dia de aquisicdo. Nesse dia, podemos constatar que os animais tratados
levaram menos tempo para encontrar a plataforma do que os controles (Fig. 3.11B). Entretanto,
uma observagdo se faz pertinente: a reducdo da laténcia de escape para o grupo controle
(2dPBS-i.h.) foi pequena, apenas 6,7 %. Em nossos experimentos no LAM, a intensidade
dessa diminuicdo sempre foi maior entre o primeiro e segundo dias, sendo de 38,7 % no grupo
1dPBS-i.h. e 49,1 % no grupo salina-i.p. Portanto, pode ser que a injecdo intrahipocampal no
segundo dia interferiu negativamente na atividade da formacdo hipocampal causando um
déficit de memdria no segundo dia. Isso néo teria ocorrido no grupo 2d4AP-i.h., que apresentou
uma reducéo de 51,8 % na laténcia de escape entre o primeiro e segundo dias, por causa de
um possivel efeito anti-amnésico da 4-AP. Nao houve diferencas entre grupo 2d4-AP-i.h. e
2dPBS-i.h. (controle) na permanéncia no quadrante critico ou taxa de procura nos testes de
sondagem (Fig. 3.12C e 3.12D). Porém, no teste de retencao, os ratos injetados com o farmaco
na regido dorsal da formacg&o hipocampal no segundo dia passaram mais tempo no quadrante
critico e buscaram de forma mais intensa a plataforma do que os que receberam PBS. Isso
sugere que o bloqueio dos canais K, pela 4-AP contribuiu para um melhor aprendizado espacial
e formacé@o de memdria de longo prazo (24 hs). Porém, devido a menor reducéo da laténcia de
escape no segundo dia do grupo controle, ndo podemos descartar a hipotese de a injegcéo i.h.
ter gerado um prejuizo da meméria de longo prazo, que foi revertido pela 4-AP, ou seja, esse
farmaco sé teria uma contribuicdo positiva nos processos da meméria em uma condi¢do de
disfuncdo da memdria. No segundo dia, ocorre uma reexposi¢cdo a situacdo de busca da

plataforma escondida no LAM, dando lugar em seguida a uma reconsolidacdo da memdria
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espacial, processo que depende do envio de informagBes do cortex entorrinal para a regido
CAl da formacdo hipocampal via projecdes diretas temporo-amménicas (Remondes e
Schuman, 2004). A reconsolidacdo € um momento do processo de aquisicdo da memoria de
longo prazo em que essa pode ser modificada (Nadel et al., 2012). Portanto, as injecdes
intrahipocampais no segundo dia, seja de PBS ou 4-AP, podem interferir no processo de
formacdo da memoria de longo prazo, seja para intensificar ou prejudica-la.

O tratamento com 4-AP acelerou a aprendizagem dos animais no LR. Neste dispositivo,
os ratos dos trés grupos de tratamento (PBS i.h., 4-AP i.h. e escopolamina i.p.) apresentaram
reducdo dos erros de meméria de referéncia e operacional ao longo dos dias de treino (Fig.
3.14). Olhando para cada dia de treino separadamente, ndo ocorreu diferencas significativas
nos dois tipos de erros entre 0s grupos. Porém, apenas no grupo cujos ratos receberam 4-AP
i.h. a reducéo dos erros de memoria operacional e de referéncia foi significativa no segundo dia
de treino (o primeiro apds a microinjecéo). Nos outros tratamentos, essa diminuicdo nos dois
tipos de erros s6 passou a ser relevante dois dias depois da injecao, terceiro dia de treino (Fig.
3.14). Portanto, a 4-AP né&o influenciou a intensidade do aprendizado espacial, mas aumentou
a velocidade com qual ele ocorre.

N&o foram encontrados trabalhos que utlizaram 4-AP em ratos submetidos ao LR,
porém existem experimentos com seu derivado mais potente, a 3,4-diaminopiridina (3,4-DAP)
(Kirsch e Narahashi, 1983). A administracéo i.p. desse farmaco em ratos com diferentes idades
e testados no LR melhorou a memdéria operacional apenas dos idosos (Barnes et al., 1989).
Porém a 3,4-DAP i.p. ndo conseguiu reverter o aumento de erros de memdaria operacional e de
referéncia de ratos nesse labirinto provocados pela escopolamina i.p. (Beninger et al., 1995).
De qualquer forma, a 3,4-DAP i.p. também ndo melhorou o desempenho de ratos que nao
apresentavam déficit de memoria. Portanto, nosso trabalho é o primeiro a mostrar que a 4-AP,
quando injetada diretamente na formac&o hipocampal, produz um efeito positivo, apesar de
brando, no aprendizado espacial em ratos com processos da memoria em bom funcionamento.
Esse efeito leve poderia ser resultado do bloqueio mutuo dos canais K,1 e K,2 pela 4-AP, como
ja comentado para a injecao i.p.. Outro trabalho interessante que vale comentar é o de Mpari et
al. (2008). Eles injetaram apamina, a toxina bloqueadora de canais K¢, no ventriculo lateral de

ratos e observaram que esses cometiam menos erros de memoéria de referéncia no LR, mas os
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erros operacionais permaneciam inalterados. Logo, parece que 0s canais K, tém um papel
mais amplo que os K¢, no aprendizado espacial, pois influenciam tanto a formacéo de memoria
de curto (memoria operacional) quanto de longo prazo (memodria de referéncia). Nossos
achados no LR ratificam os resultados obtidos no LAM com injecéo i.h., fortalecendo a
interpretacdo que o bloqueio de canais K, pela 4-AP no segundo dia pode ter efeito positivo
sobre a formagéo de memodria espacial em ratos jovens sem deficiéncia de aprendizagem.

Por que o boqueio dos canais K, em neurénios hipocampais pela 4-AP poderia melhorar
0 desempenho dos ratos no LR e LAM? Como j& foi mencionado no capitulo 2, esse bloqueio
prolonga o potencial de acdo e aumenta o influxo de célcio nos terminas pré-sinapticos,
elevando a liberacdo neurotransmissores, em especial glutamato e acetilcolina. O resultado é
gue a 4-AP intensifica a inducéo de LTP, que também pode ser constatada nos resultados do
cap. 2 (Fig.2.7). Uma vez que a LTP pode ser um dos mecanismos moleculares/celulares
envolvidos na formagdo da memaria espacial no LAM (Morris et al., 1986; Davis et al., 1992) e
no LR (Ward et al., 1990; Caramanos e Shapiro, 1994), é plausivel esperar que esse farmaco
também ir4 facilitar o aprendizado espacial nos labirintos.

O bloqueio generalizado dos canais K, pela 4-AP parece ser mais importante para
reverter ou amenizar a amnésia, do que para melhorar a memoria. Evidéncias experimentais
sugerem que, em situagBes nas quais o funcionamento da formacdo hipocampal esta
comprometido, ha um aumento da expressao de canais K,2 em relacdo aos K,1. Por exemplo,
Zhong et al. (2005) encontraram aumento de mRNA de canais K,2.1, mas ndo de K,1.5, em
neurbnios hipocampais de animais tratados com escopolamina subcutdanea e que
apresentavam prejuizo de memoéria no LAM. Campolongo et al. (2013) constataram que a
administracdo intracerebroventricular de peptideo 25-35 B-amidaloide em ratos, que produz
deficiéncias comportamentais semelhantes as da doenga de Alzheimer, também aumentou a
expresséao de canais K,2.1 na formacgéo hipocampal, além de prejudicar o aprendizado no LAM.
Shen et al. (2009) mostraram que neurdnios hipocampais de ratos em processo de apoptose
causado pela excitoxicidade glutamatérgica expressavam mais canais K,2.1 e menos K,1.1.
Nessas situacBes patoldgicas, a 4-AP teria um efeito resultante maior por causa da maior
proporgdo de canais K,2, levando a melhora da fungdo da memoria. Em condi¢cdes normais,

haveria um balanco menos desproporcional entre canais K,1 e K,2, o0 que reduzira a influéncia

106



do farmaco. Conclusfes sobre a participacdo desses canais na aprendizagem e memoria séo
limitadas pelo fato da 4-AP bloquear os dois semelhantemente (Mathie et al., 1998). O capitulo
4, que relatard o uso de toxinas bloqueadoras especificas para K,1 e K,2, podera trazer mais
evidéncias para elucidacdo dessa questdo. A forte resposta positiva sobre a inducdo de LTP
observada no capitulo 2 pode se dever a uma situagdo ndo fisiolégica de apresentacdo da
formacao hipocampal a excesso de 4-AP de forma duradora, condicdo ndo reproduzida pela
injecdo i.h. aguda desse farmaco nos ratos submetidos a testes no LAM ou no LR.

Concluimos que os canais K, podem influenciar o processo de aprendizagem espacial
em condi¢Ges normais. Esse efeito ficou mais caracterizado no LR do que no LAM. Porém os
testes no LR sdo mais laboriosos, comparado ao outro labirinto, e as conclusfes sdo mais
frageis em funcdo de diferentes estratégias que podem ser utilizadas pelos animais para
resolucédo do desafio experimental. Apesar de tanto o LR quanto o LAM serem usados para
avaliarem aprendizagem e memoaria espacial, € imprudente dizer que a resposta dos roedores
a eles envolvem a mesma gama de processos cognitivos (Hodges, 1996). Uma diferenca
importante entre LAM e LR é que no primeiro a estratégia dos ratos para achar a plataforma
utilizaria o mapa cognitivo baseado nas pistas visuais externas ao labirinto, enquanto no
segundo, 0s animais poderiam aproveitar outras estratégias como o aprendizado associativo
(usando pistas dentro do labirinto), 0 egocéntrico e o guiado pelo odor, além do mapa cognitivo,
para encontrar o alimento (Hodges, 1996). E importante ressaltar que a utilizacdo da rotag&o
do LR a cada sessdo e o confinamento do rato no brago errado aumenta o uso do mapa
cognitivo como estratégia de escolha de em qual braco devesse entrar para encontrar a
recompensa (Hodges, 1996; Dubreuil et al., 2003; Dudchenko, 2004).

Por fim, na introducdo deste capitulo, duas questBes praticas foram colocadas ja
pensando na proxima etapa do trabalho. A resposta da primeira delas é que escolhemos o
LAM para realizacéo dos testes com as toxinas bloqueadoras dos canais K,. A segunda, ainda
ndo esta completamente respondida. A administracdo intrahipocampal das toxinas devera
ocorrer ao final do primeiro dia de treino, porém o protocolo experimental possuira menos
sessdes com o objetivo de promover um aprendizado espacial moderado de modo destacar o
efeito do tratamento. Poderemos repetir o protocolo executado por Roozendaal et al. (2004):

trés dias de treino, como trés sessdes diarias de 60s e deixando o animal apenas 15 s na
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plataforma. Como alternativa, podemos realizar um Unico dia de treino com oito sess@es de 60
s, deixando o animal na plataforma por 20 s e fazendo a injecéo i.h ao final da ultima sesséo
(de Quervain et al., 1998; Teather et al., 1998; Akbari et al., 2006). Nos dois procedimentos
comportamentais ocorrera o teste de retengéo de 60 s no dia seguinte. Também ndo podemos
esquecer que o emprego de um bloqueador (4-AP) com acdo generalizada sobre os canais K,
pode ter dificultado a constatacdo do papel desses canais nos processos da memdria
estudados. Para resolver este problema, no préximo capitulo, utilizamos toxinas de aracnideos

com atividade especifica sobre subtipos de canais K,.
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Capitulo 4

Uso das toxinas de aracnideos
HgeTx1l e ScTx1 para testar a hipotese
de participacao dos canais K,1 e K,2 na

memaoria

Nesta secdo, o objetivo dos experimentos é testar a
hip6tese da acao positiva dos canais K,1 e a acdo negativa
dos canais K,2 na memoria usando duas toxinas: a ScTx1,
de aranha, e a HgeTxl, de escorpido. Porém, este é um
capitulo inacabado. A influéncia das toxinas s6 foi estudada
na inducdo de potenciacdo de longo prazo na formacédo
hipocampal de fatias de cérebro de ratos, modelo de
plasticidade sinaptica relacionado a memoéria. Como néo
ficou completamente resolvido o procedimento experimental
no labirinto aquatico de Morris a ser utilizado com as toxinas
e pelo fim do prazo do doutoramento, o efeito da ScTx1 e da
HgeTxl em animais submetidos ao teste de memobria

espacial ainda néo foi verificado.
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INTRODUCAO

Na secdo anterior, conclusdes sobre a participacdo dos canais K,1 e K,2 na
aprendizagem e memodria espacial foram limitadas pelo fato da 4-aminopiridina bloquear os
dois semelhantemente (Mathie et al., 1998). O atual capitulo traz evidéncias para elucidagéo
dessa questao, pois relata a influéncia das toxinas HgeTx1 e ScTx1, bloqueadoras especificas
respectivamente para K,1 e K,2, na inducdo de potenciacdo de longo prazo (long-term
potentiation: LTP) na formacao hipocampal. Como ja comentado no capitulo 2, a LTP é um
fendmeno de fortalecimento da transmissdo sinaptica dependente de atividade neuronal que é
proposta como um dos componentes do mecanismo de alguns tipos de aprendizagem e
memoria (Bliss e Collingridge, 1993). Entretanto, pode haver relagdo entre a atividade de
canaisK,e a LTP?

As correntes de K* geradas pela abertura dos canais K, podem influenciar a indug&o de
LTP. Essas correntes podem ser classificadas em dois tipos: as transientes (I,); e as
retificadoras tardias (Ix) (Rogawski, 1985). Apesar de existirem outras correntes geradas pelos
canais K, (Brown et al.,, 1990; Storm, 1990; Chen e Johnston, 2004), essas duas sdo as
principais em neurdnios piramidais corticais (Zhou e Hablitz, 1996). Correntes I, sdo iniciadas
pela despolarizacdo do neurbnio e apresentam tanto ativacdo (dentro de 10 ms), quanto
inativacdo rapidas. O decaimento dessa Ultima é exponencial (constante de tempo entre 15 e
50 ms), mesmo com manutencao da despolarizacdo desencadeadora do fen6meno (Rogawski,
1985; Storm, 1990). Elas possuem limiar entre -45 e -60 mV e forte estado de inativacdo que
ndo pode ser revertido antes da membrana ter se repolarizado a valores inferiores a -50 mV.
As correntes |, contribuem para o inicio da repolarizacdo do potencial de acdo e podem regular
disparos repetitivos desses (Rogawski, 1985; Storm, 1990). As correntes lx se ativam
lentamente (constante de tempo entre 20 e 60 ms) em resposta a despolarizacbes para -40
mV, se inativam também lentamente (constante de tempo entre 800 e 5000 ms) e participam
da repolarizacdo do potencial de acao (Storm, 1990; Zhou e Hablitz, 1996). Vérios trabalhos
mostram que as |, alteram a excitabilidade de neurbnios hipocampais e participam do
estabelecimento da LTP (Ramakers e Storm, 2002; Frick et al., 2004; Chen et al., 2006; Jung et

al., 2008; Zhao et al., 2011), porém a influéncia das Ik nesse processo ndo pode ser descartada
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(Kratzer et al., 2013). Os canais K,1.4, K\4.2 e K4.3 participam da geracdo das I, em
neurénios piramidais corticais (Norris e Nerbonne, 2010), enquanto os K,2.1 sdo 0s principais
responsaveis pela lx em neurdnios hipocampais (Murakoshi e Trimmer, 1999; Du et al., 2000).

A toxina HgeTx1 é proveniente da peconha do escorpido Hadrurus gertschi, encontrado
em territério mexicano (Schwartz et al., 2006). Ela é um peptideo com 36 residuos de
aminoacidos, quatro pontes dissulfeto e massa molecular de 3950 Da. A HgeTx1l bloqueia
canais para K* do tipo Shaker B de inseto, analogo aos K,1 de mamiferos, tendo Kd de 52 nM
(Schwartz et al., 2006).

A ScTx1 foi descrita por Escoubas et al. (2002). Eles purificaram essa toxina da
peconha da aranha Stromatopelma calceata, encontrada no continente africano. A ScTx1 € um
peptideo com 34 residuos de aminoécidos, trés pontes dissulfeto e massa molecular de
3788,62 Da. Ela blogueia canais K,2.1, K,2.2 e KA4.2 tendo I1Csp de 12,7 nM, 21,4 nM e 1,2 nM,
respectivamente, e nao possui efeito significativo sobre canais K,1 e nem influencia as
correntes de Na* ou Ca* presentes em células granulares cerebelares de rato (Escoubas, et
al., 2002). Com base em modelagem computacional, Shiau et al. (2003) propuseram a
estrutura tridimensional da ScTx1 e realizaram estudos de intera¢do (docking) com o canal
K,2.1, revelando fortes interacBes/ligacBes entre varios residuos das duas moléculas. Essa
toxina tem sido usada em pesquisas que tentam estabelecer o papel de canais K,2.1 na
atividade neuronal. Guan et al. (2007) utilizaram a ScTx1 para investigar a acdo desses canais
em neurdnios piramidais supraganglionares dos coértices somatossensorial e motor de ratos
adultos. Guan et al. (2011) lancaram mao dessa toxina para estabelecer a ontogenia das
correntes de K" mediadas por canais K,2.1 em neurdnios neocorticais.

Portanto, neste capitulo testamos indiretamente nossa hipétese. Segundo essa, 0s
canais para K,1 contribuem positivamente para a aprendizagem e formacdo de memdria
espacial, enquanto os K2 tém efeito oposto no mesmo fenémeno. Para alcancar este objetivo
usamos a inducdo de LTP como modelo molecular/celular da memdria. A intensdo foi
influenciar esse fendmeno bloqueando hora os canais K,1 e hora os K,2, utilizando duas
toxinas especificas para isso. Como a HgeTx1 € uma blogueadora especifica de canais K,1

predizemos que a HgeTx1, quando administrada as fatias de cérebros de ratos, ird bloquear ou
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minimizar a inducdo da LTP. J4 a ScTxl, que bloqueia canais K,2, prevemos que 0 seu

emprego ira potencializar a inducdo de LTP.
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MATERIAL E METODOS

1. Obtencédo das toxinas

1.1. HgeTx1

Como ja mencionado na introduc&o, a toxina HgeTx1 é bloqueadora de canais para K™ do
tipo Shaker B, analogo aos K,1 de mamiferos (Schwartz et al., 2006). Resultados ainda néo
publicados pelo nosso grupo, obtidos em colaboracdo com o grupo do Dr. Lourival D. Possani
da Universidade Nacional Autdnoma do México, mostram que essa toxina possui maior
especifidade para canais K,1.1, entre os canais K,1, e que ndo age em K,2 (comunicacéo oral).

A peconha bruta obtida a partir da estimulacdo elétrica de escorpifes H. gertschi foi
fornecida pelo Dr. Possani. O material foi extraido com agua ultrapura (milli-Q) e centrifugado a
10.000 g por 10 min e o sobrenadante, liofilizado. Em nosso laboratério, esse foi reconstituido
em agua ultrapura e fracionado pela cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés
high-performance liquid chromatography) em fase reversa usando uma coluna C,g analitica
(250 x 4,60 mm, 4 um, Phenomenex, EUA). O fracionamento ocorreu sob um fluxo de 1
mL/min e usando um gradiente que comecou com 100 % da solugdo A (0,12 % de &cido
trifluacético - TFA em agua ultrapura) e 0 % de solugéo B (0,10 % de TFA em acetonitrila) e
aumentou linearmente (1 %/min) até 60 % da solu¢cdo B em 60 min. Com o objetivo de obter a
toxina pura, a fracdo de interesse foi submetida novamente & HPLC sO6 que usando um
gradiente linear que comecou com 100 % da solucéo A e terminou com 40% de B em 60 min
(foi usada coluna C.g analitica supracitada). O fracionamento foi realizado no sistema
Shimadzu (Kyoto, Japdo) série LC10A, equipado com um detector de arranjo de diodo SPD-
M10A e acoplado a um computador. O monitoramento da eluicdo foi feito por leitura das
absorbancias a 216 e a 230 nm (Schwartz et al., 2006). As fracdes cromatogréaficas foram
manualmente coletadas, secas a vacuo e armazenadas a -20 °C. A HgeTx1l pura foi
guantificada em espectrofotdbmetro NanoVue (GE Health care).

O peptideo obtido pelo fracionamento em HPLC teve sua pureza e massa determina por
meio da espectrometria de massa (MS) do tipo Matrix-Assisted Laser Desorption-lonization
Time-of-Flight (MALDI-TOF) no sistema MALD TOF/TOF UltraFlex Il (Bruker Daltonics,

Alemanha) operando em modo positivo refletido e linear. Neste caso, a fragcdo de interesse foi
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reconstituida em agua ultrapura e, entéo, dissolvida em uma matriz saturada de acido a-ciano-
4-hidroxicin@mico (acetonitrila/agua/TFA 3%; 5:4:1).

Para determinagdo da sequéncia primaria (sequenciamento de novo) parcial do peptideo
de interesse em modo MS/MS (duas etapas de MS acopladas), foi feita sua fragmentacdo
diretamente na fonte pela técnica MALDI in source decay (ISD). Para isso a amostra de
interesse foi dissolvida em matriz 1,5-diaminonaflaleno (acetonitrila/agua/TFA 3%; 5:4:1).

As analises de espectrometria de massa e 0 sequenciamento MS/MS foram realizadas no
Laboratorio de Espectrometria de Massa (EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia) em
colaboracdo com o Dr. Carlos Bloch Jr. O equipamento utilizado foi calibrado com uma mistura
de peptideos de massa molecular conhecida. A andlise dos dados foi realizada nos programas

MassLynx 3.5 e FlexAnalysis 3.3.

1.2. ScTx1
A toxina ScTx1 bloqueia K,2.1 e ndo possui efeito significante sobre canais K,1 (Escoubas
et al., 2002). A ScTxl utilizada neste trabalho foi comprada da Alomone Labs (Jerusalem,

Israel).

2. Animais
Utilizaram-se ratos Wistar machos como descrito no item 1 do material e métodos do

capitulo 2. Para os experimentos deste capitulo foram utilizados 15 ratos no total.

3. Solucdes dos testes eletrofisiologicos

3.1.Solucédo de corte

Preparada como descrito no item 3.2.1 do materiale e métodos do capitulo 2.

3.2.Solucé@o de banho/registro

Preparada como descrito no item 3.2.2 do material e métodos do capitulo 2.
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4. Teste eletrofisioldgico (registro de potencial de campo): inducédo de LTP

Os registros eletrofisiol6gicos foram realizados em fatias de cérebro que receberam
diferentes tratamentos farmacolégicos. O procedimento utilizado esta descrito no item 4 do
material e métodos do capitulo 2. Os dados finais para cada tratamento sdo apresentados
como média = erro padrdo da média (EPM). Foram constituidos os seguintes grupos com base

nas solu¢des que banhavam os tecidos (pelo menos 20 min de banho):

e Grupo controle: banhado por LCRA;
e Grupo ScTx1: solucdo de 6,60 nM ScTx1 (25 ng/mL) em LCRA; e

e Grupo HgeTx1: solugéo de 0,32 nM HgeTx1 (1,25 ng/mL) em LCRA.

5. Anélise estatistica

Para a andlise estatistica dos resultados envolvendo diferentes tratamentos, empregou-se
a analise de variancia (ANOVA) de uma via. Quando a ANOVA indicou haver diferencas
significativas, realizou-se o teste de Tukey para comparac¢des multiplas. Quando se comparou
os resultados de um grupo antes e depois do tratamento, foi utilizado o teste t para
observacgBes pareadas. Foi considerado um nivel de significancia de 0,05. Todas as analises
foram realizadas utilizando o programa R, versédo 2.15.0, e os gréficos gerados no programa

Excel.
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RESULTADOS

1. Purificac8o da HgeTx1

A Figura 4.1A mostra o cromatograma do fracionamento da peconha bruta de H. gertschi.
Foram coletadas mais de 60 fra¢des, sendo que a de numero 18 foi submetida a um segundo
fracionamento em HPLC (Fig.4.1B). Essa fracdo eluiu aos 32,2 min e representou 3,5 % da
peconha bruta. A analise de espectrometria de massa dessa recromatografia revelou a
presenca de um Unico componente como massa molecular ((M+H)") de 3949,27 Da (Fig.4.2),
que é semelhante aos 3950 Da da HgeTxl descrita por Schwartz et al. (2006). O
sequenciamento  parcial desse  peptideo gerou a sequéncia  aminoacidos
AKGCKHGKCMNRKCHC, que apresenta 100% de identidade com um segmento da HgeTx1
(Schwartz et al., 2006). Esses dois dados (massa molecular e sequéncia parcial) confirmam
gue o principal componente fracdo 18 da cromatografia da peconha bruta de H. gertschi € a

toxina HgeTx1.

2. Inducédo de LTP na presenca das toxinas

Como mostrado na Fig. 4.3, a indugéo de LTP ocorreu com sucesso nas fatias dos
cérebros de ratos do grupo controle (n = 6, sendo o registro de 6 fatias de 6 ratos diferentes).
Podemos observar que, durante os 10 minutos anteriores a estimulacdo tetanica (resposta
basal), o registro do potencial de campo excitatério pés-sinaptico (PCEPS) evocado foi
constante. Como os dados de cada fatia foram normalizados com base na resposta basal dela
mesma (ver item 4 do material e métodos), o valor médio do grupo controle para a inclinagcao
das curvas dos PCEPS durante os 10 min pré-estimulacao tetanica foi de 100,00 * 0,22 %.
Essa resposta mensurada entre 50 e 60 min apos a estimulacdo tetanica aumentou para
143,15 £ 0,21 % (ts) = -7,550, p < 0,001). A ANOVA mostrou que também houve diferenca na

inducéo de LTP entre os grupos controle, ScTx1 e HgeTx1 (Fs 30 = 42,98, p < 0,001).
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Figura 4.1. Purificacdo da HgeTx1. A, perfil cromatogréafico da peconha bruta (1,0 mg) de
Hadrurus gertschi separada em coluna analitica C,3 por HPLC de fase reversa usando um
gradiente linear de 100% de solugéo A (0,12 % de &cido trifluacético - TFA em agua ultrapura)
até 60 % da solu¢do B (0,10 % de TFA em acetonitrila) em 60 min. B, recromatografia da
fracdo 18 usando um gradiente linear de 100 % da solucdo A até 40 % da solucédo B em 60

min. A fragdo marcada com asterisco seguiu para analise de espectrometria de massa.
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Figura 4.2. Espectro de massa da principal fracdo da recromatografia da fracdo 18 da peconha
de Hadrurus gertschi. Massa molecular (M+H)" de 3949,27 m/z obtida por sistema MALDI
TOF/TOF MS. O primeiro pico (M+H)" de 1974,635 m/z) corresponde ao mesmo componente
com dois prétons.

No grupo HgeTx1 (n = 6, sendo o registro de 6 fatias de 4 ratos diferentes), a toxina de
escorpido bloqueadora de canais K,1 reduziu a magnitude da LTP (Fig. 4.3). Nos dez minutos
antes da estimulagédo tetanica, a resposta foi de 100,00 + 0,39 % e, entre 50 e 60 min depois,
ela estava elevada para 112,71 + 0,50 % (t(5) = -3,971, p < 0,05). Apesar do aumento, esse
resultado foi significativamente menor quando comparado ao do grupo controle (143,15 + 0,21
%, teste Tukey, p < 0,05), sugerindo que o bloqueio dos canais K,1 de neurdnios hipocampais
de CA1 mitigou a inducédo de LTP.

A administragdo de ScTx1 na solugéo de banho das fatias de cérebros do grupo ScTx1 (n =
6, sendo o registro de 6 fatias de 4 ratos diferentes) intensificou o aumento da inclinacdo das
curvas dos potenciais de campos evocados depois da estimulagéo tetanica (Fig 4.3). Como ja
esperado, a resposta nos 10 min pré-estimulagéo teténica foi de 100,00 + 0,35 %. Porém, o
valor da inclinagéo das curvas (50-60 min) apos a estimulagéo foi 190,45 £ 0,55 % (ts) = -7.946,

p < 0,001), um aumento significativamente maior que o observado no grupo controle (143,15 +
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0,21 %, teste Tukey, p < 0,001). Portanto, o bloqueio dos canais K,2 de neurbnios hipocampais

de CALl pela ScTx1 potencializou a inducdo de LTP.
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Figura 4.3. Influéncia das toxinas ScTx1 e HgeTx1 na inducéo de LTP. As médias (+ EPM) da
inclinagdo da curva dos potenciais de campo excitatérios poés-sinapticos (PCEPS) sé&o
apresentadas como porcentagem da resposta basal (obtida durante 10 minutos anteriores a
estimulacédo tetanica) ao longo do tempo. O momento dessa estimulacéo € indicado pela seta.
Os circulos pretos abertos representam o grupo controle (sem toxina, n = 6); os vermelhos
abertos, o grupo ScTx1 (recebeu 6,60 nM ScTx1, n = 6); e os vermelhos fechados, o grupo
HgeTx1 (recebeu 0,32 nM HgeTx1, n = 6). Os tracados acima da figura sdo exemplos de
curvas obtidas para cada um dos tratamentos e apresentam os valores sobrepostos dos
potencias de campos evocados antes (cinza) e 60 min apés a estimulacdo tetanica (cada
tracado € a média de 10 sweeps)
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DISCUSSAO

A HgeTx1 foi purificada com sucesso. No trabalho de Schwartz et al. (2006), essa
toxina estava presente na fragdo que eluiu com 25 minutos de corrida e, portanto, com 25 % de
acetonitrila, pois a separacdo comegou com 0 % desse reagente que aumentou 1 %/min. Em
nossos experimentos, a HgeTx1 estava contida na fracdo que teve tempo de retencao de 32
min, logo sua eluicdo foi com 32 % de acetonitrila. Estas diferencas podem ser explicadas por
termos usado uma coluna analitica e fluxo de solu¢des de 1 mL/min, enquanto Schwartz et al.
(2006) utilizaram uma coluna semi-preparativa e fluxo de 2 mL/min. Entretanto, a porcentagem
de toxina obtida em relacéo ao total da peconha bruta obtida por nos (3,5 %) foi semelhante a
deles (4 %).

O bloqueio de canais K, pela ScTx1 promoveu a potencializacdo da inducdo de LTP
(Fig. 4.3). Essa toxina age sobre canais K,2.1 (Escoubas et al., 2002) que sé@o os principais
responsaveis pela corrente I de neurbnios hipocampais de ratos (Murakoshi e Trimmer, 1999).
Além disso, esses canais sado encontrados no corpo celular e na regido proximal dos dendritos
de neurbnios piramidais neocorticais e hipocampais onde formam agrupamentos (Du et al.,
1998; Murakoshi e Trimmer, 1999; Lim et al., 2000). O bloqueio da expressdo de canais K,2.1
por oligonucletideos antisense contra seu mRNA, em neurénios hipocampais de CAl de ratos
em cultura, levou a reducéo seletiva de correntes de efluxo de K* (Du et al., 2000). Isso
resultou ndo s6 no aumento da fase de repolarizacdo de potenciais de acdo ativados pela
estimulacdo pré-sinaptica (colaterais de Schaffer) de frequéncia mais elevada (1,0 Hz) em
fatias da formacao hipocampal, mas também no prolongamento da elevacao da concentragao
intracelular de Ca®* em neurénios de CA1 (Du et al., 2000). Interessantemente, Misonou et al.
(2005) propuseram que os canais K,2.1 fariam parte de um sistema de controle intrinseco dos
neurdnios hipocampais que regularia a excitabilidade e concentracdo intracelular de ca”,
protegendo-os dos efeitos excitotéxicos da transmissdo glutamatérgica. Confirmando
parcialmente isso, Mohapatra et al. (2009) conseguiram abolir essa regulacdo intrinseca da
excitabilidade neuronal bloqueando farmacologicamente os canais K,2.1. Eles mostraram que
neurdnios hipocampais de ratos em cultura geram potencias de acdo em resposta a infusdo de

glutamato. Com a administragdo continua desse neurotransmissor, as células neuronais
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diminuem gradativamente seus disparos. Esse fenémeno foi revertido pela administracdo de
HaTx1 (Mohapatra et al., 2009), uma toxina da peconha da aranha Grammostola spatulata
blogueadora de canais K,2.1 (Swartz e MacKinnon, 1995). Portanto, em nossos experimentos
com fatias da formacao hipocampal de cérebros de rato, o bloqueio de canais K,2.1 pela ScTx1
pode ter permitido um aumento acima do normal da concentragcao do ion célcio nos neurénios
de CAL. Isso poderia ser responsavel pela potenciagdo da inducdo de LTP, processo que €
mediado pelo aumento intracelular de Ca* nos neurdnios pos-sinapticos (Lynch, 2004).

O bloqueio de canais K,1 pela HgeTx1 diminuiu a magnitude da LTP em neurdnios
hipocampais de CA1 induzida pela estimulacéo tetanica dos colaterais de Schaffer (Fig. 4.3).
Os canais K1 (K,1.1, K,1.2 e K,1.4) se localizam predominantemente nos axénios e terminais
axonais de neur6nios hipocampais (Rhodes et al., 1997; Monaghan et al., 2001). Os canais
K,1.1 parecem ser particularmente encontrados nos colaterais de Schaffer em associagdo com
a subunidade auxiliar K,81 (Rhodes et al., 1997; Monaghan et al., 2001). Os canais K,1.1,
quando expressos sozinhos em odcitos de Xenopus, produzem correntes de K do tipo Ik,
porém, quando co-expressos com as subunidades K,$1, passam a gerar correntes transientes
de ions potéssio (I,) com rapida ativacdo e inativacdo (Rettig et al., 1994; Lu et al., 2008).
Esses canais K,1/K,81 se inativam rapidamente, mas demoram para se recuperar dessa
inativagdo o que os fariam responsaveis pelo alargamento dos potenciais de acdo causado
pela estimulacdo de alta frequéncia (activity-dependent spike broadening) pré-sindpticos nas
fibras musgosas de fatias da formacédo hipocampal de ratos (Geiger e Jonas, 2000). Esse
fenbmeno seria importante para o aumento intracelular de Ca?' no terminal axonal e liberacéo
de neurotransmissores e, portanto, para a eficiéncia da transmisséo sinaptica em condi¢des de
alta atividade neuronal (Geiger e Jonas, 2000). O bloqueio dessas correntes de K* em fatias da
formacéo hipocampal de camundongos pela DTX, toxina da peconha da serpente Dendroaspis
angusticeps bloqueadora de canais K,1.1 e K,1.2 (Grissmer et al., 1994), produz uma
perturbacdo do padrdo temporal de geracédo de potencias de acéo (spike timing precision) do
circuito tri-sinaptico hipocampal (Simeone et al., 2013). O produto desse blogueio € uma
desorganizacdo da atividade oscilatéria circuito coértex entorrinal - giro denteado > CA3 >
CAl, resultando em comportamento oscilatério patolégico (Simeone et al., 2013). Essas

evidéncias sugerem, entdo, que o efeito da frequéncia de estimulacdo sobre a transmissao
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sinaptica na formacao hipocampal é modulada pelos canais K,1.1, localizados nos axénios dos
neurbnios desse circuito neuronal. Interessantemente, Yeckel e Berger (1998) mostraram que a
inducéo in vivo de LTP de neurbnios do giro denteado e de CA3 em coelhos pela estimulacio
da via perfurante € dependente tanto da frequéncia de estimulacédo, quanto de caracteristicas
moleculares e celulares intrinsecas de cada ponto da rede tri-sinaptica hipocampal. Portando,
propomos que o bloqueio dos canais K,1.1/K,1 nas fatias da formacdo hipocampal pela
HgeTx1l leva a perda do alargamento dos potenciais de acdo (activity-dependent spike
broadening) nos colaterais de Schaffer, resultando em uma desestabilizagdo da transmisséo
sinaptica, o que explicaria a minimizacdo da indugdo de LTP. Interessantemente, Giese et al.
(1998) observaram que camundongos, modificados geneticamente para ndo expressarem a
subunidade K,$1, apresentavam |, e activity-dependent spike broadening reduzidos e prejuizo
de memodria espacial no labirinto aquatico de Morris.

Os resultados deste capitulo nos permitem avaliar nossa hipétese. As respostas da
inducdo de LTP foram influenciadas pela presenca de toxinas de aracnideos que agem
especificamente em canais idnicos para K* voltagem-dependentes. O bloqueio de K,1.1 pela
HgeTx1 dificultou, enquanto a repressdo de K,2.1 pela ScTx1l potencializou o fenémeno.
Assumindo que a LTP é responsavel, pelo menos em parte, pela formagdo da memoria
espacial, esses resultados corroboram nossa hipétese que os K,1.1 contribuem positivamente,
e os K,2.2., negativamente, nos processos da memoria. Porém, vale fazer duas ressalvas.
Primeiramente, esses resultados com inducdo de LTP na presenca das toxinas devem ser
confirmados em ensaios comportamentais que avaliam formacdo de memdria espacial.
Segundo, a hip6tese deste trabalho e os resultados experimentais passam um falsa ideia de
dualidade, bom e ruim, para o papel dos canais K, na atividade da formac¢do hipocampal
saudavel. E importante lembrar que ambos fazem parte de mecanismos regulatorios
(Wickenden, 2002; Misonou et al., 2005) e que a atuacdo conjunta e complementar dos canais

K1 e K,2 contribuem para um adequado funcionamento hipocampal.
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Conclusodes

O objetivo desta sesséo é apresentar as conclusdes da
tese, além de sugerir uma explicacdo para o papel dos
canais K,1.1 e K,2.1 nos processos de aprendizagem e

memoria.
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CONCLUSOES

As conclusdes do trabalho sé&o:
1. O bloqueio dos canais K, de neurdnios hipocampais € capaz de reverter o déficit de
memoria espacial e a supressdo da inducdo da potenciacdo de longo prazo (LTP)

causados pela escopolamina.

A escopolamina € uma antagonista do receptor muscarinico, portanto tem acédo anti-
colinérgica. E sabido que esse farmaco tem efeito amnésico, o que foi confirmado pela
administracdo intraperitoneal em ratos submetidos repetidamente ao campo aberto
(capitulo 2). Esse procedimento leva a habituacdo espacial que é uma forma menos
complexa de aprendizagem e memdria espacial. Além disso, a escopolamina impediu a
inducédo de LTP na formacao hipocampal de fatias de cérebros de ratos, considerado um
dos mecanismos responsaveis pela memodria espacial, entre outras (capitulo 2). Esses
efeitos negativos foram abolidos, pelo menos em parte, pelo bloqueio dos canais K, por

meio da administracdo de 4-aminopiridina (4-AP) na formagéo hipocampal (capitulo 2).

2. Os canais K, participam dos processos normalmente responsaveis pelo aprendizado e

mem©ria espacial.

N&o foram encontrados relatos na literatura de experimentos que demostram que 0s
canais K, participavam do processos de aprendizagem e memoria espacial em condicfes
normais, isto €, sem comprometimento da formacgéo hipocampal por lesdo ou manipulagéo
guimica. No capitulo 3, ficou evidenciado que o bloqueio dos canais K, pela 4-AP
intrahipocampal em ratos normais melhorou o desempenho desses em testes
comportamentais de memodria espacial (labirinto aquatico de Morris e labirinto radial de oito

bracos).
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3. Entre os canais K,, os subtipos K,1.1 e K,2.1 ndo s6 influenciam a os mecanismos
relacionados a formacdo de memoria espacial, mais também possuem ac¢fes distintas

nesse processo.

No capitulo 4, o blogueio de canais K,1.1 ou K,2.1 por meio das toxinas de aracnideos
HgeTx1 e ScTx1, respectivamente, influenciou a inducdo de LTP na formagdo hipocampal
de fatias de cérebro de ratos. Interessantemente, os efeitos foram opostos o0 que sugere que
os canais K,1.1 e K,2.1 possuem funcdes distintas e regulatérias na formacdo da memoéria

espacial.

SUGESTAO DO PAPEL DOS CANAIS K, NA FORMACAO DA MEMORIA

Com base os resultados obtidos nesta tese e nas parcas evidéncias coletadas na literatura
cientifica, nés fazemos a seguinte consideracdo sobre um eventual papel dos canais K, em
processos da memodria.

Os canais K, participam sim do estabelecimento da aprendizagem e formagcdo de memdria
dependente da formacdo hipocampal. Particularmente, dois subtipos deles, os K,1.1 e K,2.1,
influenciam esses processos como coadjuvantes, e ndo como responsaveis principais. Eles
agiriam de forma integrada e complementar promovendo acéo regulatéria e protetora da
atividade hipocampal relacionada a memdria. Em uma situagdo na qual o individuo deve
aprender uma nova informacdo factual, episddica ou espacial, a formacdo hipocampal é
recrutada como um dos atores criticos nesse processo. Essa estrutura do lobo temporal medial
€ tomada por um aumento da entrada de informacg&o proveniente do neocértex, via cortices do
giro parahipocampal (PH — cortices entorrinal e perirrinal) (Solari e Stoner, 2011). Essa
informacéo é codificada pela frequéncia de disparo dos potenciais de acdo (PA) e pela
populacdo de neurbnios ativados (Wilson e McNaughton, 1993; Yeckel e Berger, 1998). O
resultado € uma exacerbacéo da atividade do circuito tri-sinaptico da formagé&o hipocampal: PH
- giro denteado > CA3 > CAL. Nesta situacéo, os canais K,1.1 participariam de mecanismos
pré-sindpticos modulatérios que assegurariam o padrdo de frequéncia de disparos de PA e a
eficiéncia da transmissédo sinaptica (Grissmer et al., 1994; Geiger e Jonas, 2000) para a

promogéo do fendbmeno de aprendizagem. Por outro lado, se esse aumento de atividade
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ultrapassar certo limite pode elevar perigosamente a concentracdo intracelular pés-sinatica de
ca”, acarretando consequéncias danosas para 0s neurdnios como a excitotoxicidade (Mehta
et al., 2013). Nesta situacao, entra em agdo um mecanismo pés-sinaptico de protecdo, cujos
canais K,2.1 sdo um dos componentes (Misonou et al., 2005), que controlaria a excitabilidade
neuronal evitando os efeitos deletérios do aumento excessivo intracelular de Ca** (Misonou et
al., 2005; Mohapatra et al., 2009). O resultado final € um adequado funcionamento hipocampal

e formacdo de memdéria declarativa e espacial de longo prazo.
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