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RESUMO

E importante caracterizar os multiplos sistemas neurais que compdem a
memoria de diferentes tarefas comportamentais, visto que eles possuem diversas
nuances que podem ser especificas de uma tarefa ou compartilhadas, dependendo do
caso. Ressalta-se ainda que dentro da mesma tarefa estes sistemas podem agir de
diferentes maneiras, dependendo de qual fase e/ou divisdo da memoria que estivermos

nos referindo.

Este trabalho teve como objetivo verificar se as sinapses dopaminérgicas D
e noradrenérgicas presentes no hipocampo participam da consolidacdo da memoria de

dois paradigmas da tarefa labirinto radial de oito bragos.

Foram usados ratos Wistar machos adultos (2 a 3 meses), com peso médio
de 220g, mantidos com agua a vontade. Os animais receberam canulas na regido CA; do
hipocampo e foram treinados em um dos tipos de protocolo: com ou sem intervalo,
sendo que receberam infusdes intrahipocampais de SKF 38393, agonista dopaminérgico

Dy, ou NE, 0 ou 3h poés-treino no primeiro e segundo dias de treinamento.

Como resultados obtivemos que NE obteve um efeito amnésico quando
dada 0 h pos-treino no modelo sem intervalo e quando dada 3 h p6s-treino no modelo
com intervalo. O SKF ndo teve nenhum efeito independente do modelo ou tempo de
administracdo.Estes achados sugerem que as sinapses noradrenérgicas hipocampais séo
importantes na consolidacdo da memdria de ambos paradigmas nos primeiros dias de

treinamento e que o sistema noradrenérgico atua diferentemente em cada paradigma.

Descritores:  memoria, aprendizagem em labirinto, receptores

dopaminérgicos, receptores noradrenérgicos



SUMMARY

Learning and memory can be studied in a variety of tasks. Tasks that require
different structures, and different memory processes.lt is important to characterize the
neurotransmitter systems are involved time-dependently in memory consolidation of
different tasks and depending on the case the systems can act in different ways inside of
the same task , depending of which phase and/or division of the memory that we are

referring.

This work had as aim to determine wheter dopaminergic type 1 (D;) and p-
noradrenergic receptors in the hippocampus participate in memory consolidation of two

paradigms of the task eight arms radial maze.

Male Wistar rats (2 to 3 months) were used, with medium weight of 220g,
maintained with water “ad-libitum”. The animals received stems in the area CA; of the
hippocampus and they were trained in one of the protocol types: win-stay or win-shift,
and they received infusions intrahipocampais of D; dopaminergic receptor agonist SKF

38393 or NE, 0 or 3 h post-training in the first and second days of training.

Results showed NE had an amnestic effect when given 0 h post-training in
the model win-stay and when given 3 h post-training in the model win-shift. SKF didn't
have any independent effect of the model or time of administration. These discoveries
suggest that - noradrenergic receptors in the hippocampus are important in the
consolidation of the memory of both paradigms in the first days of training and that the

noradrenergic system acts differently in each paradigm.

Key words: memory, maze learning, receptors, adrenergic, dopamine



INTRODUCAO

MEMORIA

Esta tese tente desvendar um pouco mais sobre um tema que exerce um
fascinio na maioria das pessoas, a memoria. Afinal é através dela que sabemos quem
somos. Tudo o que fazemos depende da nossa capacidade de recordar experiéncias
vividas. Me coloco como exemplo: eu para estar aqui escrevendo esta tese tenho que
lembrar da Lingua Portuguesa, dos artigos que li sobre o assunto da tese, dos resultados
gue obtive em meus experimentos e até do melhor modo de usar o computador.

A seguir alguns conceitos de memoria:

Do dicionario brasileiro da Lingua Portuguesa, 1990:

Memoria, s.f. Faculdade de conservar ou readquirir idéias ou imagens;
lembranca, reminiscéncia.

Da Enciclopédia Britanica do Brasil, 1990:

Memoria- em sentido amplo é a retencdo de qualquer aprendizagem e, nesse
caso, ndo se propde distingdo entre memoria propriamente dita e habito. Em sentido
restrito, é a expressdo gque apenas cobre aquilo que pode ser objeto de evocacdo ou
reconhecimento.

E este trabalho tem por base o0 seguinte conceito:

Denomina-se memdria ao armazenamento e evocacdo da informacao
adquirida através de experiéncias, e aprendizado a aquisicdo dessa informacéo . Ndo ha
memoria sem aprendizado e ndo ha aprendizado sem experiéncias (lzquierdo, 1989).

Podemos classificar a memoria de diferentes formas.
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A primeira classificacdo que podemos fazer € de acordo ao tempo que
perduram. Por este critério, as memdrias se dividem em memorias de trabalho de curta
duracéo e de longa duragdo. As primeiras duram apenas segundos, as de curta duracéo
sdo aquelas que perduram por um breve periodo de tempo, enquanto que as de longa
duracdo podem durar dias, meses ou até mesmo a vida toda. O achado mais importante
em relacdo a esta classificacdo € que as memdrias de curta e as de longa duracéo
envolvem essencialmente mecanismos separados (lzquierdo et al, 1998).

Uma outra classificacdo que pode nos ser util é a que divide a memdria em
declarativa ou explicita e ndo declarativa ou implicita (Squire,1987), como podemos ver

na Figura 1.

Memoria de longa duracao

Declarativa (explicita) ndo declarativa ( implicita )
| /’\
fatos eventos procedimentos priming conc.clas apren.

stmples  massoc.

Figura 1: Tipos de memorias envolvidas na formacdo das mesmas.

As memodrias declarativas geralmente referem-se a fatos de nossas
experiéncias prévias, reconhecimento de cenas familiares e objetos enquanto que as néo

declarativas sdo as memarias de como fazer as coisas.
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Em relacdo a anatomia da memoria, inimeros estudos tem mostrado que
muitas e provavelmente todas as regides do sistema nervoso central estdo envolvidos no
processo, e que o0s tracos de memoria para os diferentes tipos de aprendizagem néo
estdo localizados em uma Unica estrutura cerebral, mas distribuidas em diferentes partes
do sistema nervoso central, embora algumas estruturas como o hipocampo possam estar

mais envolvidas que outras (Markowitsch, 1997).

As memdrias declarativas sdo armazenadas por periodos curtos (< 30 dias),
no hipocampo e amigdala; por tempos maiores (30 e 60 dias) no cortex entorrinal; e por

periodos mais prolongados (60 dias ou mais) no cértex parietal (Quillfeldt et al, 1996).

A formacdo da memdria comeca com a aquisi¢do da informacédo que chega
através dos nossos sentidos sob a forma de estimulos. Ocorre a consolidacdo que vai
envolver uma sequéncia de processos bioquimicos e futuramente essa memaoria pode ser
evocada por estimulos de alguma forma relacionados a ela (McGaugh &

Izquierdo,2000).

Neste trabalho nos deteremos na fase da memdria que corresponde a
consolidacdo. Sabemos que ndo lembramos de todos os fatos que nos acontecem, isto
ocorre porque a informacao inicialmente adquirida vai sofrer um processo de filtracéo e
fixacdo que recebe o nome de consolidacdo. Durante este processo as informacdes estao
sujeitas a uma modulacdo por fatores quimicos, fisicos e cognitivos (McGaugh &

Izquierdo,2000).

Estudos usando microinfusdes de drogas pos-treino em regides especificas
do cérebro revelam alguns processos celulares e modulatérios envolvidos na formacéo

da memdria. Segue abaixo um pouco do que ja se conhece :
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Que a cascata bioquimica da formacdo da memoria se inicia pela ativacéo de
receptores glutamatérgicos AMPA, em muitos casos NMDA a dos metabotropicos,

seguida de entrada de calcio pré e pos sinapticas (I1zquierdo & Medina, 1997).

Os receptores GABAA no hipocampo, amigdala, septo e cértex entorrinal
fornecem as principais influéncias inibitorias sobre a formacdo da memoria (Izquierdo

et al, 1992).

Ocorre a ativacdo pré e pos sinaptica das proteinas quinases A e C e da

calcio calmodulina quinase Il (Reymann, 1993).

Que uma das vias mais importantes na formacdo da memoria é a via
AMPc/PKA/pCREB (Bernabeu et al, 1997), assim como a via das MAPKSs (Bevilaqua

et al, 1997).

Que a formacdo da memdria sofre modulagdo através dos hormonios ligados
ao estresse (ACTH, vasopressina, corticoides) (lzquierdo, 1994), bem como pelos
sistemas colinérgicos, noradrenérgicos, dopaminérgicos e serotoninérgicos (lzquierdo &

Medina, 1997).

Existe um fator de transcrigéo tipicamente nuclear, CREB, nas mitocondrias
sindpticas e extra-sindpticas do sistema nervoso central que esta envolvido com o0s
mecanismos que subjacem a formacdo da memdria (Cammarota et al, 1999). Um outro
trabalho ainda mostra que os niveis de pCREB no hipocampo sdo um marcador
molecular do processamento da memoria e que a novidade modula a formacdo da

memodria pela regulacdo de pCREB nesta estrutura (Viola et al, 2000).

O estudo dos processos moduladores da memdria com animais de

laboratério envolve a aquisicdo de comportamentos ndo naturais ou a supressao de
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respostas inatas. Denomina-se “tarefa” o procedimento comportamental que envolve a
colocacéo do animal em determinado ambiente, expondo-o a estimulos especificos para
produzir a emissdo ou supressdo da resposta desejada. A primeira exposicdo a
determinada tarefa é chamada de “sessdo de treino”, e a reexposicdo a essa tarefa é
chamada “sessé@o de teste”. A partir da evocagdo, medida pelo desempenho na sesséo de

teste, infere-se a memdria do animal para a tarefa em estudo (Rosat, 1991).

A memoria de uma tarefa pode ser facilitada ou diminuida por diversos
tipos de tratamento aplicados antes ou apds o treino ou ainda antes da sessdo de teste.
Os tratamentos aplicados ap6s o treino ndo interferem na aquisicdo, podendo afetar a
consolidacdo da memdria. Os tratamentos aplicados antes da sessdo de teste podem
alterar a evocacéo da informacdo (lzquierdo, 1989).

As tarefas comportamentais diferenciam-se pelo tipo de aprendizado
resultante e pela estrutura cerebral envolvida. Sabe-se que as tarefas de esquiva
envolvem aprendizados aversivos, pois nestes a emissao de uma resposta (esquiva ativa)
ou a inibicdo de uma resposta (esquiva inibitdria), é realizada pelo animal para evitar
um estimulo doloroso (choque elétrico nas patas). Ja a tarefa de exposi¢cdo ao campo
aberto envolve aprendizado ndo aversivo, onde o animal explora o ambiente sem ser

exposto a estimulos nocivos ou dolorosos (lzquierdo et al, 1980).

Em todas estas tarefas, varias estruturas cerebrais vao atuar, porém o peso
relativo da intervencdo de cada uma delas é diferente. Na tarefa de esquiva inibitoria
atuam o hipocampo, o cortéx entorrinal, o cortéx parietal, o cortéx cingulado e a

amigdala (Izquierdo, 1994; Ardenghi et al, 1997; Mello e Souza et al, 1999).
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Além da exposicdo ao campo aberto existem outras tarefas de aprendizado
espacial, como o labirinto radial de 8 bracos (Olton & Papas, 1979) e o labirinto

aquatico de Morris (Morris et al, 1982).

A incapacidade de formar memorias novas chama-se amnésia anterograda e
a perda das memorias preexistentes denomina-se amnésia retrégrada. Quando as duas
acontecem simultaneamente, ocorre amnésia global. Tratamentos dados antes da sesséo
de treino podem causar amnésia anterdgrada; dados ap0s a sessdo de treino, podem

causar amnésia ou facilitacdo retrograda (Izquierdo, 1989).

CATECOLAMINAS E MEMORIA

As catecolaminas dopamina, noradrenalina e adrenalina sdo
neurotransmissores e/ou hormonios periféricos e do sistema nervoso central (Siegel,
1994). Estas catecolaminas sdo todas sintetizadas a partir do aminoacido tirosina numa
via de biossintese comum, sendo L-DOPA o precursor da dopamina e a propria

dopamina precursora da noradrenalina (Kandel, 1991).

No sistema nervoso central a noradrenalina excita o encéfalo, produzindo
aumento generalizado de sua atividade. Entretanto exerce efeitos inibitérios em
determinadas sinapses neuronais. A noradrenalina € usada como um transmissor pelos
neurdnios cujos corpos celulares estdo localizados no locus coeruleus, ndcleo
localizado bilateral e posteriormente na juncdo entre a ponte e 0 mesencéfalo exercendo
funcBes modulatérias complexas. A noradrenalina ativa AMP ciclico e produz acdo
modulatoria excitatoria nos neurdnios hipocampais pelo fechamento do canal de
potassio. Fibras noradrenérgicas podem ser divididas em feixes dorsais e ventrais. Os

corpos celulares de origem do feixe dorsal estdo no locus coeruleus. Ax6nios dos
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neurdnios do locus coeruleus projetam-se difusamente por todo o cértex (incluindo

hipocampo), cerebelo e medula espinhal (Kandel, 1991),(Guyton, 1991), (Siegel, 1994).

A noradrenalina e a adrenalina atuam em receptores alfa e beta, mas os
agonistas e antagonistas tem especificidade, por exemplo, o propanolol que é um

antagonista B-adrenérgico (Siegel, 1994).

A destruicdo dos neurdnios dopaminérgicos na substancia negra é a causa

basica da doenca de Parkinson (Guyton, 1991).

Neur6nios contendo dopamina podem ser divididos em 3 grupos:
nigroestriatal, mesocortical e tuberohipofisial. A principal zona dopaminérgica € a
substancia negra, que localiza-se anteriormente na regido superior do mesencéfalo, que
manda ax6nios que fornecem uma densa inervacdo para o nacleo caudato e putame do
corpo estriado, aproximadamente 80% de toda a dopamina cerebral é encontrada no
corpo estriado. No mal de Parkinson, o trato nigroestriatal degenera (Guyton, 1991),

(Siegel, 1994).

Os receptores dopaminérgicos foram farmacologicamente agrupados em D;
e D, mas com o avanco da biologia molecular demonstrou-se que sdo 5 sub-tipos: D
(D1, Ds) e D, (D5, D3, Dys) (Sigala et al, 1997). O D; estimula a atividade da adenilato
ciclase que catalisa a conversdo de ATP em AMP ciclico, o qual dissocia subunidades

da proteina quinase A. O D; inibe a atividade da adenilato ciclase (Siegel, 1994).

Fibras noradrenérgicas e dopaminérgicas inervam o hipocampo e receptores

dopaminérgicos D; e B-adrenérgicos estdo presentes nesta estrutura (Siegel,1994).

Existem varios estudos interativos entre catecolaminas e memoria, muitos

em tarefas espaciais.
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Levin & Rose (1995) utilizaram o agonista de receptor D; SKF 38393
juntamente com nicotina em ratos treinados em um labirinto radial de 8 bragos e
observaram que o0 SKF prejudicou o desempenho dos ratos, sendo este efeito revertido
pela administracdo de nicotina. JA& Packard & White, 1991, White et al, 1993, utilizando
também agonistas dopaminérgicos na mesma tarefa encontraram resultados contrarios.

Dados parecidos também foram encontrados por Chrobak & Napier, 1992.

Castellano e colaboradores (1991), treinaram ratos na tarefa de esquiva
inibitoria e administraram pos-treino agonistas seletivos para D; e D, e antagonistas
destes, obtendo que os agonistas facilitaram o aprendizado enquanto os antagonistas

prejudicaram 0 mesmo.

Cools e colaboradores (1993), treinaram ratos na tarefa de campo aberto e
administraram pré-treino um antagonista D, dopaminérgico, obtendo déficit de

aprendizado nos ratos que receberam o tratamento.

Ratos com lesdo no feixe noradrenérgico dorsal foram treinados num
labirinto aquético com &gua fria e seu desempenho foi igual ao dos ratos controle

(Valjakka et al, 1990).

Decker & McGaugh, 1989, ja apontavam para a importancia do sistema

noradrenérgico no processo de consolidacdo da memdria de longa duragéo.

A noradrenalina provoca facilitagdo da memoria de esquiva inibitoria
quando injetada, no hipocampo imediatamente, 3 e 6 horas pos-treino (Bernabeu et al,

1997).

A maioria dos achados de como funciona a memoria foi descoberta com o

uso da tarefa de esquiva inibitoria, mas também é importante estudar os mecanismos
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envolvidos na formacdo da memoria em outras tarefas. Para a realizacdo desta tese
escolheu-se trabalhar com a tarefa de labirinto radial de 8 bracos. Ela é uma boa tarefa
porque ndo é aversiva e trabalha a habilidade para localizar alimento de uma forma

eficiente, o que € essencial para a sobrevivéncia (Floresco et al, 1997).

H& um consenso geral que o hipocampo € essencial para o aprendizado
espacial, porém alguns autores demonstraram que outras estruturas estdo envolvidas na
tarefa do labirinto, tais como o cortex pré-frontal, o estriado ventral e o nlcleo caudato,
e que elas teriam papel diverso nas versées com e sem intervalo desta tarefa ( Packard &

White, 1991; Floresco et al, 1997).

Além disto os protocolos experimentais do labirinto feitos até o presente
momento utilizam-se de longos periodos de treinamento (20 dias) infundindo as drogas
nos ultimos dias de treinamento. Entretanto para este trabalho escolheu-se treinar os
animais por um curto periodo de tempo, injetando-se as drogas nos dois primeiros dias
de treinamento para verificar o envolvimento, na consolidacdo da memoria, dos
receptores D; e B-noradrenérgicos no hipocampo nos protocolos sem e com intervalo do

labirinto radial, no inicio da fase de treinamento.
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OBJETIVOS

Objetivo geral: Avaliar os efeitos dos receptores D; e B noradrenérgicos,

sobre a consolidacdo da memoria, em hipocampo dorsal de ratos, no estagio inicial de

aprendizado de dois modelos da tarefa labirinto radial de 8 bracos .

Objetivo especifico 1: Verificar a acdo do agonista dopaminérgico SKF 38393 e do

agonista B noradrenérgico L-Noradrenalina dados imediatamente ou 3 horas pos-treino,
sobre a consolidacdo da memoria no paradigma win-stay (sem intervalo) do labirinto

radial de 8 bragos.

Objetivo especifico 2: Verificar a acdo do agonista dopaminérgico SKF 38393 e do

agonista B noradrenérgico L-Noradrenalina dados imediatamente ou 3 horas pos-treino,
sobre a consolidacdo da memdria no paradigma win-shift (com intervalo) do labirinto

radial de 8 bragos.
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MATERIAL E METODOS

1. Animais

Em todos os experimentos foram utilizados ratos Wistar machos adultos (2-
3 meses), com peso médio de 240g, provenientes do Biotério do Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os animais foram criados e
mantidos em caixas de plastico (40 x 30 x 15 cm) com assoalho coberto com serragem,
em ciclo de claro e escuro de 12 horas com inicio do ciclo claro as 7 horas, sendo a agua
e racdo padronizada ad libitum.

2. Procedimentos cirurgicos

Os animais foram anestesiados com injecdo intraperitonial (i.p.) de tiopental
monossodico, numa dose de 40 mg/Kg e colocados em um aparelho estereotaxico com
inclinacdo da cabeca de -0,33, conforme recomendacdo do atlas de Paxinos & Watson

(1986) para tal faixa de pesos (Figura 2).
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Figura 2 — Cirurgia no aparelho estereotaxico.

A superficie do cranio foi exposta mediante uma incisdo sagital e, com o
emprego de uma broca odontoldgica, foram abertos dois orificios nos locais
correspondentes as coordenadas antero-posterior (AP) e latero-laterais (LL) do
hipocampo ( cuja expressdo é bilateral). Uma cénula feita de uma agulha fina
(“Mizzy™), com didmetro externo de 0,3 mm, calibre (gauge) 31, presa a torre movel do
estereotaxico, foi baixada suavemente através de cada um desses orificios e introduzida
no cérebro através de cada um desses orificios e introduzida no cérebro até a
coordenada dorso-ventral (DV) final. A coordenada do hipocampo utilizada serd a do
atlas de Paxinos e Watson (1986), referentes ao bregma (dadas em cm ): AP =4,3; LL =
4,0; DV = 3,4. Com esta coordenada se atingiu a regido CA1 do hipocampo dorsal
(Figura 3). A verificagdo histoldgica da area estudada foi feita com o auxilio deste

mesmo atlas.
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Figura 3: Local de colocagéo das canulas no hipocampo dorsal para ambas as tarefas do
labirinto radial.

Os animais operados tiveram um pos-operatorio de 72 h. Para injetar as drogas
nos animais conectou-se a canula a uma microseringa Hamilton, que tinha a droga (
para o animal experimental ) ou a solucdo salina 0,9 % ( para o animal controle). A
injecéo foi feita de forma lenta na estrutura alvo, numa taxa de 0,5 pl em 60 a 90
segundos. Apds a injecdo, aguardou-se mais um minuto para que ocorresse a absorcao
da substancia pelo parénquima cerebral (difuséo), para entéo retirar-se lentamente a

agulha. A operacéo foi repetida para a estrutura contralateral (Figura 4).

Figura 4: Procedimento para a infuséo das drogas.
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O controle de localizacdo das canulas foi realizado atraves da infusdo de um
corante, azul de metileno, através das mesmas, imediatamente antes dos animais serem
mortos. Somente os resultados provenientes de animais que apresentaram uma correta

localizacdo das canulas foram utilizados para a analise estatistica.

3. Procedimento Comportamental

Labirinto Radial de 8 Bracos

Figura 5 Labirinto radial de 8 bracos

Este labirinto consiste de uma plataforma central (28 cm de didmetro)
conectada a 8 bracos (78 cm x 8 cm) dispostos radialmente, elevado a 70 cm do chéo
(Figura 5). Os bragos podem ser fechados através de uma porta de madeira removivel.
Uma recompensa (nescau cereal) estava localizada num orificio no final de 4 bracos.
Nas paredes da sala onde fica o aparato estdo pendurados quadros e setas de cores
fortes, que, ao ser observados pelos animais durante sua exploracgao, sdo utilizados por

estes como sinais ou “dicas” espaciais (Mizumori et al, 1990). Em ambas as versoes da
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tarefa os ratos foram submetidos inicialmente a um jejum de 24 horas e 3 dias de
racionamento de comida, ficando com 85% de seu peso corporal inicial e mantidos
assim durante todo o experimento. Nos 3 dias de racionamento foram colocados na
caixa de moradia dos animais, em uma placa de Petri, algumas bolinhas de nescau

cereal para eles habituarem-se a este alimento.

Neste trabalho foram utilizadas dois paradigmas de labirinto radial: sem e
com intervalo. Em ambos no primeiro dia foi realizada a habituagdo dos animais ao
labirinto com todos os bragos abertos e sem comida por 10 minutos ou até eles irem em
todos os oito bracos. Apds a habituacdo o procedimento foi realizado por 4 dias da

seguinte forma:

-Versdo sem intervalo (Win-Stay): Este modelo foi adaptado de Packard & White
(1991). Quatro bracos foram selecionados para conter a recompensa durante os 4 dias de
treinamento. No treinamento o animal foi colocado cuidadosamente na parte central do
labirinto e deixado procurar a recompensa por 10 minutos ou até acha-las nos 4 bracos.
Apds o treino do primeiro e segundo dias, 0s animais de todos os grupos foram retirados
do labirinto e imediatamente ou 3 h pds-treino receberam a infusdo intracerebral. Foram
aferidos os seguintes parametros: erros de memdria de trabalho (WM): entrar num bracgo
que continha comida mas j& previamente consumida; erros de memoria de referéncia

(RM): entrar num braco sem recompensa e numero de erros totais (ET).

-Versao com intervalo (Win-Shift): Este modelo tem como caracteristica duas fases,
uma fase de amostra e uma fase de teste separadas por um intervalo (Packard & White,
1991); (Williams & McGaugh,1994), que neste trabalho foi de 2 minutos. Na fase de
amostra o labirinto estava com 4 bragos abertos e 0s outros bracos fechados. O animal

foi colocado cuidadosamente na parte central do labirinto e deixado procurar a
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recompensa nos bracos abertos por 10 minutos ou até acha-las nos 4 bracos. Quando ele
realizou esta fase foi colocado de volta em sua caixa até passar o intervalo. Na fase de
teste todos os bragos estavam abertos, o animal voltou ao labirinto e por 10 minutos
deveria ir somente nos bragos que anteriormente estavam fechados. Reentradas em
bracos ja visitados foram considerados como erro. Quanto menor este niumero, melhor a
memdria. Neste protocolo foram considerados apenas o ndmero de erros totais. Os
bragos que continham a recompensa variaram randomicamente durante todos os dias do
experimento. Apds o treino do primeiro e segundo dias, 0s animais de todos 0s grupos
foram retirados do labirinto e imediatamente ou 3 h pds-treino receberam a infusdo

intracerebral.

4. Drogas

As drogas utilizadas neste trabalho foram o agonista do receptor dopaminérgico
D; SKF38393 (5.0ug/lado) e o agonista 3 noradrenérgico L-Noradrenalina (0.5ug/lado)
adquiridas da RBI. Animais receberam salina ou droga ao final do treino do primeiro e
segundo dias e ndo mais durante os dias subsequentes. Grupos experimentais foram:
Sal-Sal, Sal-Droga, Droga-Sal e Droga-Droga. Por exemplo o grupo Sal-Sal: apds o

treino do primeiro dia recebeu salina e ap6s o treino do segundo dia recebeu salina.

5. Andlise Estatistica

Todos os resultados estdo expressos em média + EP. O tamanho de cada grupo
foi aproximadamente 10. Os parametros comportamentais foram comparados utilizando
analise de variancia de medidas repetidas (ANOVA) seguidas de um teste post-hoc LSD

(diferenca minima significante) quando necessario. Para todas as comparagdes, valores
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de p<0.05 foram consideradas como estatisticamente significantes. Salientamos que
toda a analise estatistica desta tese foi feita com o auxilio do Nucleo de Apoio

Estatistico desta universidade.
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RESULTADOS

Efeito do Sistema Dopaminérgico sobre a Consolidacdo da Memoria no Paradigma

Win-Stay (sem intervalo) do Labirinto Radial de 8 Bracos

Para verificar o efeito deste sistema injetou-se 0 agonista dopaminérgico SKF
38393 ou salina imediatamente ou apds 3 horas pds-treino na regido CA; hipocampal
nos dois primeiros dias de treinamento desta tarefa. Foram aferidos os seguintes
parametros: erros de memdria de trabalho (WM): entrar num brago que continha comida
mas ja previamente consumida; erros de memdria de referéncia (RM): entrar num brago

sem recompensa e numero de erros totais (ET).

Nossos resultados demonstraram que o SKF em ambos os tempos de administracdo nao
teve nenhum efeito nos parametros aferidos: WM (F(3,35) = 1.812; p = 0.193), RM
(F(3,35) = 2.841; p = 0.062), e ET (F(3,35) = 2.857; p = 0.06) quando ele foi dado
imediatamente pos-treino (Figura 6) e WM (F(3,33) = 1.224; p = 0.317), RM (F(3,33) =
0.202; p = 0.894), e ET (F(3,33) = 0.251; p = 0.860) quando infundido 3 h pds-treino

(Figura 7).

Efeito do Sistema Noradrenérgico sobre a Consolidacdo da Memodria no

Paradigma Win-Stay (sem intervalo) do Labirinto Radial de 8 Bragos
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Para verificar o efeito deste sistema injetou-se o0 agonista B noradrenérgico L-
Noradrenalina ou salina imediatamente ou ap0s 3 horas pos-treino na regido CA;
hipocampal nos dois primeiros dias de treinamento desta tarefa. Foram aferidos os

parametros descritos anteriormente.

A noradrenalina ndo demonstrou efeito quando dada 3 horas pds-treino para nenhuma
das medidas: WM (F(3,33) = 0.340; p = 0.796), RM (F(3,33) = 0.014; p = 0.998), e ET

(F(3,33) = 0.080; p = 0.970) (Figura 8).

Entretanto, quando ela foi infundida imediatamente pds-treino podemos observar
um aumento no ndmero total de erros (ET) (F(3,33) = 4.449; p = 0.01), assim NE
prejudica o aprendizado desta tarefa, mas somente na RM (F(3,33) = 7.309; p = 0.001)
sem alterar WM (F(3,33) = 0.451; p = 0.715) . No terceiro dia podemos observar que o
grupo SAL-NE apresentou um prejuizo da memdria que pode ser visto no maior niUmero
de ET que este grupo tem em relagdo aos grupos SAL-SAL (p = 0.008) e NE-SAL (p =
0.026) e na sua diferenca para os grupos SAL-SAL (p = 0.017) e NE-SAL (p = 0.031)
em relacdo ao parametro RM (LSD post-hoc test). No quarto dia o grupo SAL-NE teve
um numero mais alto de ET que o grupo SAL-SAL (p = 0.031) mostrando um défict de
RM em relacdo ao grupo SAL-SAL (p = 0.009) e o grupo NE-NE teve um ndmero
maior de ET quando comparado ao grupo SAL-SAL (p = 0.007) também demonstrando
um défict de RM em relacdo ao grupo SAL-SAL (p = 0.015 ) (LSD post-hoc test)

(Figura 9).

Efeito do Sistema Dopaminérgico sobre a Consolidacdo da Memoria no Paradigma

Win-Shift (com intervalo) do Labirinto Radial de 8 Bragos
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Para verificar o efeito deste sistema nesta tarefa injetou-se o agonista
dopaminérgico SKF 38393 ou salina imediatamente ou apds 3 horas pos-treino na
regidao CA; hipocampal nos dois primeiros dias de treinamento. Foram aferidos somente
0 numero de erros totais.

Do mesmo modo que na tarefa anterior o SKF néo foi efetivo em alterar
a memoria neste protocolo quando dado imediatamente (F(3,28) = 2.154; p = 0.016)

(Figura 10 a) ou 3 horas pés-treino (F(3,31) = 0.827; p = 0.489) (Figural0 b) .

Efeito do Sistema Noradrenérgico sobre a Consolidacdo da Memoria no

Paradigma Win-Shift (com intervalo) do Labirinto Radial de 8 Bragos

Para verificar o efeito deste sistema nesta tarefa injetou-se o agonista B
noradrenérgico L-Noradrenalina ou salina imediatamente ou ap6s 3 horas pos-treino na
regido CA; hipocampal nos dois primeiros dias de treinamento. Foram aferidos somente

0 numero de erros totais.

A NE seguiu um padréo inverso em relacdo ao protocolo win-stay . Na versao
win-shift ela ndo alterou a memoria (F(3,34) = 1.393; p = 0.116) quando foi dada
imediatamente pds-treino (Figuralla), mas sim quando injetada 3 horas p6s-treino onde
aumentou o namero de erros (F( 3,28) = 5.076; p = 0.006) (Figura 11b). Se
observarmos os resultados dos grupos no desempenho da tarefa no terceiro dia veremos
que o grupo NE-SAL teve um prejuizo de memoria em relagéo ao grupo SAL-SAL (p =
0.004 ) e se nos determos no quarto dia podemos ver que 0 grupo SAL-NE teve um
défict de memdria em relacdo aos grupos SAL-SAL (p = 0.001 ) e NE-NE (p = 0.008)

(LSD post-hoc test) .
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Figura 6: Efeitos da infusdo intrahipocampal de SKF 0 h pds-treino no

Valores estdo demonstrados em média + EPM.

A) Representa erros do tipo WM;

protocolo win-stay.
B) Representa erros do tipo RM;

C) Representa os erros totais.
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Figura 7: Efeitos da infusdo intrahipocampal de SKF 3 h pds-treino
no protocolo win-stay .
Valores estdo demonstrados em média + EPM.
A) Representa erros do tipo WM,
B) Representa erros do tipo RM,;
C) Representa os erros totais.
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Figura 8: Efeitos da infusdo intrahipocampal de noradrenalina 3h pos-treino no protocolo
win-stay.
Valores estdo demonstrados em média + EPM.
A) Representa erros do tipo WM,
B) Representa erros do tipo RM,;
C) Representa os erros totais.
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Figura 9: Efeitos da infusdo intrahipocampal de noradrenalina 0 h pds-
treino no protocolo win-stay.
Valores estdo demonstrados em media + EPM.
A) Representa erros do tipo WM;
B) Representa erros do tipo RM;
C) Representa os erros totais.
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Figura 10: Efeitos da infusdo intrahipocampal de SKF no
protocolo win-shift :
A) no tempo de 0 h p6s-treino,
B) no tempo de 3 h pds-treino.
Valores estdo expressos em média + EPM.
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Figura 11: Efeitos da infusdo intrahipocampal de noradrenalina no protocolo win-
shift:
A) no tempo de Oh pos-treino;
B) no tempo de 3h pds-treino.
Valores estdo expressos em média + EPM.
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DISCUSSAO

Este trabalho foi realizado com o intuito de desvendar alguns aspectos de
uma tarefa predominantemente espacial, o labirinto radial de 8 bragos, tendo por
objetivo avaliar os efeitos dos receptores D; e B noradrenérgicos, sobre a consolidacéo
da memoria, em hipocampo dorsal de ratos, no estagio inicial de aprendizado de dois

modelos desta tarefa.

Alguns autores consideram que o0 hipocampo seja 0 Unico a contribuir sobre
a memoria de construir e guardar mapas, outros extendem sua participacdo em situagdes
nas quais relacbes complexas entre dicas deve ser determinada (Gisquet-Verrier &

Massiqui, 1997).

Packard & White, 1991, postularam que o protocolo do labirinto radial win-

shift seria hipocampo dependente enquanto o win-stay seria caudato dependente.

Os nossos resultados sugerem que o hipocampo media a consolidacdo da
memoria nos dois tipos de protocolos citados acima por mecanismos sensiveis a

ativacao de receptores B-noradrenérgicos na fase inicial do aprendizado da tarefa.

Bontempi et al, 1996, demonstraram que o teste num labirinto radial é
seguido por uma ativagdo de 3 horas de toda formacao hipocampal (cértex entorrinal,
giro dentado, CA3, CA; e subiculo) no primeiro dia de treino, mas somente por uma
ativacdo de uma hora das regides de saida hipocampais (CAs, CA; e subiculo) no quarto
e nono dias. Isto indica que o hipocampo é importante nos primeiros estagios do

aprendizado. Nossos resultados reforcam estes dados.
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A regido ventral CA;/ subiculo do hipocampo e a regido pré-limbica do
cortex pre-frontal sdo parte de um circuito neural através do qual a informacdo espacial
¢ adquirida antes de um intervalo e subsequentemente usada para localizar comida num
labirinto radial. Entretanto, o nacleo acumbens é envolvido durante uma tarefa sem
intervalo (Floresco et al, 1997). Assim, as versdes com intervalo (win-shift) e sem ele
(win-stay) requerem estruturas diferentes e assim processos mnemonicos diferentes. A
tarefa win-shift requer memoria espacial e configural; a win-stay, memdria de referéncia
ou associativa simples (Packard & White, 1991). Vale salientar que a tarefa do labirinto
radial é uma tarefa complexa, onde um dos componentes é a memoria de sequéncia de
eventos (Einon, 1980). A duracdo do processamento da memdaria apds a aquisicao é em
funcdo da quantidade de novas informacdes que podem ser ocupadas pelo sistema

nervoso central (Bontempi et al, 1996).

Alguns estudos de ratos com les6es hipocampais tem encontrado défictis do
componente da memdria de trabalho do labirinto radial (Davis et al, 1986; Jarrard &
Elmes, 1982), enquanto outros enfatizam os défictis na memoria de referéncia (Jarrard,
1983; Okaichi & Oshima, 1990). Nossos resultados indicam que o hipocampo nao esta
envolvido na memoria de trabalho da tarefa win-stay. De fato, o cortex pré-frontal é
mais envolvido na memoria de trabalho (Seamans et al, 1998). Em relacéo a tarefa win-
shift optou-se por medir somente o nimero de erros totais, porque nao faria sentido apos

um intervalo medir o tipo de erro de memoria de trabalho .

Estudos que investigam as bases neuroquimicas da memoria tem
demonstrado que a administracdo sistémica pds-treino de drogas e horménios que
afetam uma grande variedade de sistemas neurotransmissores podem modular a

memoria de maneira tempo dependente (McGaugh & lzquierdo, 2000).
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Em nosso estudo nos utilizamos um agonista de receptor dopaminérgico Dy,
0 SKF, o qual foi infundido no hipocampo em dois tempos pos-treino. Os N0Ssos
resultados demonstraram que nos dois tipos da versao da tarefa utilizados, o0 SKF néo
teve qualquer efeito, entretanto, tivemos um quase efeito amnésico quando o SKF foi
infundido 0 h pos-treino na versdo sem intervalo. Assim ndo podemos descartar
totalmente o envolvimento desses receptores sobre a consolidacdo da memdria desta
tarefa, até porque, sabemos do seu envolvimento nas fases mais tardias do aprendizado
do labirinto radial de 8 bragos (Packard & White, 1991) e que estudos sugerem que a
dopamina estd envolvida em alguns passos mnemonicos através da ativacdo de

diferentes subtipos de receptores (Sigala et al,1997).

Do mesmo modo usamos também um agonista de receptores p-
noradrenérgicos, L-noradrenalina. Estudos destes receptores numa tarefa de associacao
odor recompensa apontaram para um tempo critico (2h) do envolvimento destes na

consolidacdo da meméria (Sara et al, 1999).

Em nosso trabalho pudemos demonstrar que o sistema noradrenérgico no
hipocampo atua diferentemente em ambas tarefas. Receptores [-noradrenérgicos
parecem estar envolvidos na consolidacdo da memoria imediatamente apds o treino na
tarefa win-stay enquanto que na tarefa win-shift sua participacdo na consolidacdo da

memoria é mais tardia (3 h).

A noc¢do que uma memdria espacial depende de um dominio gradual e uma
duracdo progressiva da fase de consolidacao, a qual deve ser mais forte no segundo dia
(Bontempi et al, 1996), foi reforcada por nossos resultados. Primeiro, o grupo SAL/NE
foi mais efetivo em prejudicar a memoria em ambas as versdes do radial que o grupo

NE/SAL. Segundo, o efeito amnésico foi observado somente nos dias 3 e 4.
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Na tarefa win-stay a noradrenalina prejudicou a memdria quando infundida 0 h
apos o treino do segundo dia, 0 grupo SAL/NE teve um efeito amnésico observavel nos
dias 3 e 4 enquanto que no grupo NE/NE este efeito so pode ser visto no quarto dia, mas
0 numero de erros deste grupo no terceiro dia foi maior ao do grupo SAL/SAL porém

n&o significativo.

Na tarefa win-shift o comportamento da noradrenalina foi inverso. O efeito
ocorreu 3 h apos o treino e ambos NE/SAL e SAL/NE grupos tiveram prejuizo de
memoria, assim o aprendizado deste protocolo parece ja iniciar no primeiro treino. Ndo
sabemos explicar porque a combinagdo de noradrenalina nos dois dias foi inefetiva,

talvez ocorrendo um balanceamento nos receptores

Infusdes de agonistas noradrenérgicos diretamente no hipocampo facilitam a
memoria de esquiva inibitdria imediatamente, 3 e 6 horas pos-treino (Bernabeu et al,
1997). Nossos resultados indicam que a acdo modulatéria da noradrenalina no labirinto
radial é oposto ao de tarefas aversivas. Este efeito ndo pode ser explicado pelo efeito da
noradrenalina ser dose- dependente (Gibbs et al, 2000), visto que foram usadas doses
similares.Assim isto € mais uma evidéncia que o cérebro utiliza de diferentes sistemas

neurais para adquirir e expressar diferentes tipos de aprendizado.
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CONCLUSOES

Este trabalho obteve achados que acredito serdo de relevancia para quem quiser

aceitar o desafio de continuar a estudar a tarefa do labirinto radial de 8 bragos, a saber:

1- O sistema dopaminérgico ndo parece estar envolvido na consolidacdo da
mem©Oria, ao menos durante os primeiros dias de aprendizado dos modelos

sem e com intervalo da tarefa labirinto radial de 8 bracos,

2- O sistema noradrenérgico parece estar envolvido na consolidagdo da
mem©aria, ao menos durante os primeiros dias de aprendizado dos modelos
sem e com intervalo da tarefa labirinto radial de 8 bragos. Este envolvimento
é imediatamente pos-treino no protocolo sem intervalo e 3 horas pos-treino

no protocolo com intervalo,

3- O sistema noradrenérgico foi efetivo somente em prejudicar a memoria de

referéncia na versdo sem intervalo do labirinto radial de 8 bracos,

4 — O hipocampo esta envolvido no aprendizado da fase inicial dos dois modelos

estudados da tarefa labirinto radial de 8 bracos,

5- A consolidagéo da tarefa labirinto radial de 8 bragos parece comegar mais
efetivamente no segundo dia de treinamento, visto que, o grupo SAL/NE foi

0 mais efetivo em prejudicar a memoria nos dois modelos estudados.
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