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RESUMO

Existem crescentes evidéncias sobre a contribuicdo da liberagdo de
noradrenalina (NA) central na consolidacdo das memorias. Teoricamente, o
Nucleo do Trato Solitario (NTS) recebe informagdes e diversos estimulos
periféricos, que sdo entdo projetados ao Nucleo Paragigantocelular (PGi). Este,
por sua vez, utiliza neurotransmissores, predominantemente excitatorios, para
influenciar a ativagdo do Locus Coeruleus (LC). Entdo, o LC envia projegcdes
noradrenérgicas ao hipocampo e a amigdala, influenciando os processos
mnemaoénicos. Aqui nds demonstramos que a inibigdo pelo muscimol do NTS, PGi
ou LC até 3 horas apos o treino na tarefa de reconhecimento de objetos (RO)
impede a consolidagdo da memdéria medida 24 h apds o treino. Adicionalmente, a
infusdo de timolol, um antagonista de receptores B-adrenérgicos, na regido CA1
do hipocampo também impede a consolidagao deste tipo de memoaria. A infusao
de NA na regido CA1 do hipocampo né&o altera a retengdo da memdéria, mas,
reverte o prejuizo causado pela inibicdo do NTS, PGi ou LC. A infusdo de NMDA
no LC apds a inibicaio do NTS ou PGi também reverte essa amnésia.
Concomitantemente, verificamos que a inibicdo NTS, PGi ou LC bloqueia o
aumento da expresséao do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF, do inglés
brain-derived neurotrophic factor) que ocorre 120 min apés o treino na tarefa de
reconhecimento de objetos na regido CA1 do hipocampo. Também a infusdo de
NA na regido CA1 do hipocampo apds a inibicdo do NTS, PGi ou LC ou de
NMDA no LC apds a inibigdo do NTS ou PGi promovem novamente o aumento do

BDNF120 min apds o treino no RO. Com isso conclui-se que a ativacido da via



NTS-PGi-LC-Hipocampo é necessaria para que ocorra consolidagdo da memoria
de RO, na qual desempenha um papel o BDNF hipocampal.
Palavras-chave: Memoria declarativa. Retengcdo. BDNF. Noradrenalina. Tarefa

de Reconhecimento de Objetos.



ABSTRACT

There is evidence of the contribution of brain noradrenaline release (NA) to
memory consolidation. The Nucleus of the Solitary Tract (NTS) receives
information  originated by peripheral stimuli and projects to the
Paragigantocellularis Nucleus (PGi), which influences the Locus Coeruleus (LC)
through excitatory neurotransmitters. The LC sends noradrenergic projections to
the hippocampus and amygdala, influencing the memory processes. Here we
show that inhibition by muscimol of NTS, PGi or LC up to 3 h after object
recognition training impairs the consolidation of the memory measured 24 h later.
Additionally, the infusion of timolol in the CA1 region of hippocampus also inhibits
consolidation of this type of memory. The infusion of NA into the CA1 region of
hippocampus does not alter memory consolidation of this task, but reverts the
deleterious effect of NTS, PGi or LC inhibition. The infusion of NMDA in LC after
inhibition of NTS or PGi also reverts the amnesia. Concomitantly, the inhibition of
NTS, PGi or LC blocks the increase of brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
expression in CA1 that occurs 120 min after training in the object recognition task.
Further, the infusion of NA in CA1 after inhibition of NTS, PGi or LC; or of NMDA
in LC after inhibition of NTS or PGi promotes the BDNF increase seen 120 min
after object recognition training. Thus, it is concluded that the activation of NTS-
PGi-LC-Hippocampus pathway is necessary for consolidation of the object
recognition memory, and hippocampal BDNF is involved in this process.
Keywords: Declarative memory. Retention. BDNF. Noradrenaline. Object

Recognition task.
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HPLC — Cromatografia Liquida de Alta Performance ou Pressao, do inglés High
Performance Liquid Chromatography or High Pressure Liquid Chromatography

h — Hora(s)

LC — Locus Coeruleus

LCE — Labirinto em Cruz Elevado

LTP — Potenciagao de Longa Duragéao, do inglés Long-Term Potentiation

MCD — Memoria de Curta Duragao

min — Minuto(s)

MLD — Meméoria de Longa Duragao

MT — Memoria de Trabalho

MUS — Muscimol

NaCl — Cloreto de Sadio

NaF — Fluoreto de Sddio

NA — Noradrenalina

NMDA — N-metil D-aspartato

NTS — Nucleo do Trato Solitario

P — Significancia Estatistica

pCREB — CREB fosforilado

pH — Potencial Hidrogenibnico

PKA — Proteina kinase A

PMSF - Inibidor de proteases, do inglés Phenylmethanesulfonylfluoride PGi —
Nucleo Paragigantocelular

PVDF — Material usado para confeccionar membranas utilizadas para imobilizar
proteinas na técnica de Western Blot, do inglés Polyvinylidene Fluoride

RO — Reconhecimento de Objetos
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s — Segundo(s)

RT-ECL - Eletroquimioluminescéncia em Tempo Real, do inglés Real time
Electrochemiluminescence

Sal — Salina

SDS-PAGE — Gel de Poliacrilamida para Eletroforese, do inglés Sodium Dodecyl!
Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis

SNC — Sistema Nervoso Central

TIM — Timolol

Tris - Abreviacao do composto organico conhecido como
tris(hidroximetil)aminometano, com a férmula (HOCH;)3:CNH>

TTBS — Tampao Salina Tween-Tris, do inglés Tween-Tris Buffer Saline

VEH - Veiculo da droga

Mg — Micrograma

pI = Microlitro
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| INTRODUGAO

1.1 Meméria

O termo “memoria” refere-se a capacidade de adquirir uma informacgao e
reté-la ou consolida-la, para que posteriormente, quando apropriado, possamos
evocar a informagcao aprendida (lzquierdo, 2002). Assim, a memoria pode ser

divida em fases: aquisi¢ao, consolidagao e evocagao (Figura 1).

AQUISIGAO CONSOLIDAGAO

W o we

tempo

Figura 1. Fases de formagdao da memoria e sua relagio com os tipos de memoria de acordo
com o tempo de duragdo. MT = Memodria de Trabalho. MCD = Memoéria de Curta Duragdo. MLD
= Memdria de Longa Duracgao.

As memorias podem ser classificadas de acordo com o tempo de duragéo.
Uma memdria pode durar apenas alguns segundos, para que possamos executar
uma agao determinada, isso ocorre, por exemplo, quando guardamos na memaoria
o numero de um telefone por um tempo suficiente para que possamos discar este
numero e, em seguida, ndo nos lembramos mais dele. Ou quando guardamos a

terceira palavra da frase anterior, necessaria em seu momento para que essa
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frase faca sentido, mas inconveniente a partir desse instante. Esta é a memdria
de trabalho, que alguns denominam de curtissima duragdo. Outras memorias
podem durar alguns minutos, ou até algumas poucas horas, e em seu conjunto

denominam-se memdria(s) de curta duracdo, que serve(m) para manter uma

conversa ou processar uma leitura ou outra atividade que dure esse tempo. A
memoria de trabalho as vezes é classificada dentro da(s) memoaria(s) de curta
duracao, mas sua fungao é especifica. Ambas, memoria de trabalho e de curta
duracdo sao processadas pela atividade elétrica de neurdnios do cortex pré-
frontal antero-lateral e 6rbito-frontal (Izquierdo, 2002) e do sistema hipocampo-
coértex entorrinal (Izquierdo et al., 1998) respectivamente. Nao requerem, portanto,
modificagdes na expressdo génica ou sintese protéica, e por isso ndo causam
mudancas permanentes. Mas uma memoaria pode durar um tempo maior: horas,

dias, até anos. Sao as memdrias de longa duracdo. Estas sim requerem

modificagbes na expressdo génica e sintese protéica para conservar
estruturalmente a informagédo referente a elas em sinapses modificadas em
diversas regides cerebrais (Izquierdo, 2002; Izquierdo et al., 1998; Figura 1).
Quanto a sua natureza a memoria pode ser classificada em explicita ou
implicita. As memorias explicitas ou declarativas se referem a fatos ou eventos
que podem ser relatados, explicitados; dizem respeito a acontecimentos da nossa

vida, conhecimentos adquiridos, etc. Ja as memoarias implicitas ou procedimentais

se referem a memorias de procedimentos, habilidades motoras, etc., dificeis de
relatar (Bear et al., 2002). As memoarias implicitas e explicitas podem, ainda, ser

classificadas em subdivisdes, conforme a tabela 1.
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Tabela 1. Classificagao das memorias de longa duragido de acordo com o contetdo. Izquierdo,

2002.
Caracteristicas Subdivisées e caracteristicas
L Guardam informagdo acerca de nossas
Episédicas . .

Informagdes que proprias vidas e eventos.
Explicitas/ usualmente sabemos que
Declarativas possuimos e a qual temos Armazenam informagdes acerca do mundo

acesso consciente. Semanticas que nos rodeia, mas que lembramos sem

Implicitas/

Nao-declarativas

Informagdes as quais ndo
temos acesso consciente,
tal como a informacao
obtida a partir de
aprendizados simples
como aqueles derivados
pelo treino em tarefas de
condicionamento classico e

habituacao.

saber como, quando e onde as adquirimos.

Representagbes  (imagens, sons) sem

significado aparente conhecido, mas Uteis

Representacdo  como dicas facilitatérias da evocagdo de
perceptual informacgdes inerentes; memoria pré-

consciente (priming).

Procedimentos Habitos, habilidades, regras.

Associa dois ou mais estimulos
(condicionamento classico), ou um estimulo a
Associativa uma resposta (condicionamento operante).
Atenua uma resposta (habituacdo) ou a
Né&o associativa  aumenta (sensibilizacdo) através da repeticao

de um mesmo estimulo.

As memorias explicitas e implicitas ndo se diferenciam apenas por sua

natureza. A formacdo destes dois tipos de memodria também depende de

estruturas encefalicas distintas. De um modo geral, a estrutura cerebral mais

relacionada a consolidacdo da memoria € o hipocampo, mas, além da formacéao

hipocampal, a formagdo de memorias declarativas requer a participagao do giro

denteado, subiculo, cértex entorrinal, parahipocampal e perirrinal e varios sub-

nucleos do complexo da amigdala; enquanto as memdérias procedimentais

requerem a participagdo dos ganglios da base e cerebelo, justamente por

envolverem, além de outras coisas, habilidade e aprendizado motor (Figura 2A;
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Izquierdo, 2002; Squire, Wixted e Clark, 2007). Nas suas fases iniciais, porém,
varias delas utilizam o hipocampo e/ou a amigdala (Gruart et al.,2006).

A formacdo das memorias, no entanto, ndo depende somente da
integridade funcional anatdbmica e bioquimica destas estruturas. Os processos
mnemoénicos estdao sob modulacdo de diversos sistemas de neurotransmissores,
como o sistema dopaminérgico, serotoninérgico, histaminérgico e o
noradrenérgico (Figura 2B). Além disso, nos primeiros minutos ou horas apds a
aquisicdo, as memorias estdo sujeitas a interferéncia no processo de sua
consolidagdo por outras experiéncias vivenciadas, drogas ou tratamentos.
Denomina-se justamente consolidacdo a fase em que as diversas informagdes
adquiridas conformam efetivamente uma memaria de longa duragdo (McGaugh,
2000; lzquierdo et al., 2002). Esta fase € labil, justamente por ser sensivel as
interferéncias e modulagdes (McGaugh, 2000) e dura o mesmo tempo que a
memoria de curta duragédo (que supre a fungdo mnemonica enquanto a memaoria
de longa duracdo ainda n&o esta formada), ou seja, 3 a 6 horas (lzquierdo e

Medina, 1997; Izquierdo et al., 2006).
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Figura 2. (A) Principais areas envolvidas na formagdao das memoérias declarativas. (B)
Localizacao principal dos neurénios dos diversos sistemas moduladores. |zquierdo, 2002.

1.2 A memédria de reconhecimento de objetos

A memdria de reconhecimento caracteriza-se principalmente por conferir a
habilidade de discriminar entre uma caracteristica familiar e uma nova, uma
capacidade obviamente significativa no que diz respeito a probabilidade de
sobrevivéncia. No entanto, apesar da importancia adaptativa da aquisicdo e
retencdo deste tipo de memoria, ainda n&o esta claro quais estruturas cerebrais
estao envolvidas e quais sdo necessarias nos processos de consolidacédo do trago

de reconhecimento.
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Roedores sao animais exploradores por natureza. Quando apresentados a
objetos familiares e novos, eles despendem um tempo maior para explorar o
objeto novo (Dere et al.,, 2007). Este comportamento tipico tem sido utilizado no
desenho de um paradigma comportamental conhecido como tarefa de
reconhecimento de objetos (RO; Ennaceur e Delacour, 1988), o qual vem sendo
amplamente utilizado para avaliar os mecanismos envolvidos na formacao de
memorias declarativas (Reed et al., 1999; Moses et al., 2005).

Diversos protocolos para estudar a memoria de reconhecimento através da
tarefa de RO vém sendo estudados (Mansour et al., 2003; Forwood et al., 2005;
Moses et al., 2005; Winters et al., 2009). E de extrema importancia sabermos que
o protocolo de teste mnemédnico utilizado é efetivo, caso contrario, nossos
resultados ganham discrebilidade. Para utilizar o paradigma de reconhecimento
de objetos como tarefa principal neste trabalho e afirmar que os animais séo
capazes de aprender com a utilizacdo do protocolo selecionado no contexto
apresentado no Centro de Memoéria (descritos na sessao Materiais e Métodos),
utilizamos a tarefa de RO num estudo prévio, realizado nas mesmas condi¢des
laboratoriais. Neste estudo verificamos a capacidade de aprendizado de ratos
normais e de animais que foram submetidos a procedimentos que alteram o
processo de consolidacdo em outros tipos de memoria, como a aversiva € a
espacial, podendo assim comparar as diferentes tarefas mnemonicas (Mello et al.,
2009, ANEXO 1).

Neste estudo prévio, para o qual utilizamos procedimentos aos quais
estavamos familiarizados por té-los empregados em trabalho anterior (Mello et al.,
2008), dentre os procedimentos que utilizamos estdo a deprivagdo maternal e o

exercicio fisico (para detalhes ver Mello et al., 2008; Mello et al., 2009, ANEXO 1).
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Para verificar se os animais sdo capazes de aprender no paradigma de
memoria de reconhecimento proposto foram utilizados ratos Wistar machos nao
operados (controles). Os animais foram habituados ao aparato de treino durante
quatro dias. Apdés o periodo de habituacdo foram treinados na tarefa de RO,
envolvendo a exposicdo a dois diferentes objetos (X e Y; Fig. 3). A MLD foi
avaliada 24 h apods o treino. Na sessdo de teste, os animais foram expostos por 5
min a um dos objetos apresentados durante o treino (X) junto a um objeto novo
(Y). Os animais controles exploraram significantemente mais tempo o objeto novo
do que o familiar (Fig. 3), mostrando que haviam formado uma memoaria.

Ao contrario dos animais controles os animais que foram deprivados da
mae passaram o mesmo percentual de tempo explorando o objeto novo e o
familiar (Fig. 3), o que mostrou que este procedimento, que impede a
consolidagao de outros tipos de meméria (Benetti et al., 2009), também o faz na
tarefa de RO. Além disso, o tratamento com exercicio fisico crénico n&o alterou a
consolidagdo da memoria de RO, em ratos normais ou deprivados da mae. Estes

resultados estdao bem documentados e discutidos no ANEXO 1.
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Figura 3. Ratos Wistar machos sido capazes de aprender na tarefa de RO (CONT), ratos
deprivados da mae nao (DEP). O exercicio fisico cronico niao altera a consolidagdo da
memoria (EXE; DEP+EXE). Na sesséo de treino (dia 1) os ratos foram expostos a dois diferentes
objetos (X e Y) para livre exploragdo por 5 min. Na sessao de teste (dia 2), os animais foram
expostos a um objeto familiar (X) e um objeto novo (Z) por cinco minutos para avaliar a retengéo
da memoéoria de longa duragéo. Os dados (média + DP) sdo apresentados como um percentual do
tempo total de exploragao. * P < 0,01 no teste t de Student com uma média tedrica = 50; n = 10 —

12 por grupo.

Através deste estudo prévio, pudemos perceber que os ratos controle
aprenderam a tarefa de reconhecimento de objetos com o protocolo proposto, o

que nos possibilita utilizar este protocolo sem receios no presente estudo.

1.3 O papel do hipocampo na consolidagdao das memorias
Conforme mencionado anteriormente, o hipocampo é a principal estrutura
relacionada a formac&o das memorias declarativas (lzquierdo e Medina, 1997).

Na figura 2A podemos observar que as principais areas envolvidas no
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processamento mnemodnico tém conexdo com o hipocampo direta ou
indiretamente.

A formacédo da memoria ocorre por meio de eventos plasticos, que geram
uma modificagcado sinaptica. Estes eventos plasticos subjacem a consolidagdo ou
formacgao de varios tipos de memoaria (Izquierdo et al., 2006; Clarke et al., 2010), e
incluem alteracdes na estrutura, na distribuicdo e no nimero de sinapses ou ainda
alteragdes morfologicas (Rusakov et al., 1997; Woolf, 1998; Geinisman, 2000),
conforme postulado inicialmente por Ramén y Cajal (1893).

O hipocampo € uma estrutura na qual ja foram evidenciadas formas de
plasticidade sinaptica, das quais a mais estudada é a potenciagcdo de longa
duracgédo (LTP, do inglés long-term potentiation; Cammarota et al., 2002; Izquierdo
et al., 2008; Prakash et al., 2009; Haege et al., 2010). A LTP ocorre durante a
consolidagao de varias formas de memoria (Gruart et al., 2006; Whitlock et al.,
2006; Clarke et al., 2010) e na regido CA1 sua base bioquimica é igual a da
formagao de memoria (Izquierdo et al., 2006). Isto levou ao consenso entre alguns
autores de que a LTP é a base celular/molecular da consolidagao (lzquierdo et al.,
2006).

O hipocampo esta localizado bilateralmente, no lobo temporal, sendo um
componente importante do sistema limbico (Figura 4). A palavra “hipocampo”
deriva de seu formato curvado apresentado em secgbes coronais do cérebro
humano, se assemelhando a um cavalo-marinho (Grego: hippos = cavalo, kampi

= curva).
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Figura 4. Localizagao do hipocampo no cérebro humano. Bear et al., 2002.

O hipocampo é internamente subdividido em diferentes regides. Ramén vy
Cajal, em 1893, descreveu a circuitaria interna hipocampal: CA1 - Subiculo >
Coértex entorrinal > Giro denteado > CA3 -> CA1 (Figura 5). Este circuito &
funcionalmente ativo em condi¢des fisiologicas (lzquierdo e Medina, 1997),
estando envolvido na formagdo das memoarias. Varias das estruturas internas do
hipocampo sdo capazes de evidenciar plasticidade, porém a regiao CA1, cuja
abreviatura CA vem do latim Cornu Ammonis (Corno de Ammon), denominagao
utilizada antigamente para hipocampo, tem a fungao relacionada ao aprendizado

e memoria melhor documentada.
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Figura 5. Formagao hipocampal de um rato e esquema da circuitaria hipocampal. ENTO =
cortex entorrinal. GD = Giro Denteado. S = Subiculo.
1.4 O sistema noradrenérgico e a memoéria

O sistema noradrenérgico tem um papel crucial na modulacdo da
habilidade de concentragao e performance mneménica no rato (McGaugh, 1989,
2000; Izquierdo e Medina, 1997). Existem crescentes evidéncias da contribuigdo
da liberagcdo de noradrenalina (NA) no processo de consolidacdo das memoarias
(Clayton e Williams, 2000a). As representagdes neurais criadas a partir de
eventos emocionais sao atribuidas as consequéncias fisiolégicas dessa
experiéncia: secregcao hormonal periférica e correspondente liberagcdo de
neurotransmissores especificos nas regides limbicas ativadas (Kerfoot, Chattillion
e Williams, 2008). Além disso, sabe-se que a NA no hipocampo e amigdala é
essencial para a conversao de experiéncias emocionais em memoéria de longa
duracgéo (Miyashita e Williams, 2004). Estudos farmacolégicos demonstraram que
a NA, interagindo com outros neuromoduladores e horménios, modula a formagéao
da memoria, principalmente por suas ag¢des sobre a amigdala e o hipocampo

(Cahill e McGaugh, 1996).
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A NA tem efeitos diversos em neurbnios-alvo, desde a produgédo de
potenciais pds-sinapticos mediada por receptores a1 e a modulacéo pré-sinaptica
de sua propria liberagdo mediada por receptores a2 até efeitos metabotrépicos
mediados por receptores B1 e B2, com regulacdo de vias sinalizadoras ou
cascatas intracelulares e alteragao da excitabilidade celular e da plasticidade
sinaptica (Cammarota et al. 2008; Sara, 2009). Estudos in vitro sugerem que 0s
efeitos da liberagdo de NA em qualquer regido cerebral sdao complexos e
dependem da concentracdo intracelular de NA e da disponibilidade e afinidade
dos receptores na regido-alvo (Madison e Nicoll, 1986). Além disso, a distribuigao
da inervacgao noradrenérgica no tronco encefélico também determina o impacto da

ativacao deste sistema sob os processos cognitivos (Figura 6).

a Moradrenaline

Figura 6. Distribuicdo da inervagao noradrenérgica no encéfalo de um rato (corte sagital). O
Locus Coerulleus é o principal nacleo noradrenérgico, contendo cerca de 1.500 células que se
projetam a outras regides encefalicas, inclusive para o hipocampo. LC = Lécus Coerulleus. SC =
Medula Espinhal. BS = Nucleos do tronco encefdlico. CTT = Trato Tegmental Central. CER =
Cerebelo. DPS = Sistema Periventricular Dorsal. DB = Feixe Dorsal. RF = Formagao Reticular. T =
Tectum. PT = Area Pré-Tectal. FR = Fasciculo Retroflexus. TH = Talamo. ML = Lemnisco Medial.
AP-VAB = Sistema Ansa Pendicular — Fasciculo Amigdaléide Ventral. MT = Trato mamilotalamico.
H = Hipotalamo. ST = Estria Terminal. S = Septum. F = Férnix. HF = Formagao Hipocampal. CC =
Corpo Caloso. C = Cingulo. EC = Coértex Entorrinal. CTX = Coértex. AON = Nucleo Olfatério
Anteior. OB = Bulbo Olfatério. Sara, 2009.
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Os efeitos da NA interagem com os de outros neurotransmissores,
neuromoduladores e horménios na amigdala e no hipocampo para promover a
formagdo da memoria de longa duragdo (McGaugh, 2000; Izquierdo et al., 2006;
Roozendaal et al., 2008). Assim, a NA afeta os processos cognitivos, facilitando a
integracao entre as regides cerebrais envolvidas nestes processos (Sara, 2009).

O desenvolvimento de novas associagcdes apds o aprendizado é mediado,
em parte, pelo aumento da fosforilagdo de CREB (Elemento de Ligacdo a
Proteina Responsivo ao AMPc, do inglés cAMP response element-binding protein)
e subsequente expressdo génica mediada por CRE (Alberini, 2009). O fator de
transcricdo CREB se liga a regido promotora de varios genes associados a
memoria e plasticidade sinaptica (Barco, Bailey e Kandel, 2006). Foi demonstrado
que o bloqueio da atividade de CREB impede a formagdo da memoria de longa
duragcdo, mostrando que CREB é crucial para a formacdo da memoria
(Bourtchuladze et. al., 1994). Foi demonstrado também que agentes que
aumentam a atividade de CREB aceleram o processo de formacdo da memoria
(Tully et. al., 2003). A ativagdo de CREB promove alteragbes em varios genes e
proteinas-chaves envolvidas na plasticidade neuronal, incluindo BDNF (Fator
Neurotrofico Derivado do Cérebro, do inglés brain-derived neurotrophic factor; Tao
et. al., 1998).

O BDNF é parte da familia de neurotrofinas essencial para o crescimento,
sobrevivéncia e diferenciagdo neuronal (Allen e Dawbarn, 2006). Além deste
papel no sistema nervoso central o BDNF também participa, devido a seus efeitos
troficos sobre sinapses, nos processos de memdria e aprendizado, incluindo a
memoria de reconhecimento (Tyler et al., 2002; Alonso et al., 2002; Bekinschtein

et al., 2007; Heldt et al., 2007).



32

A descoberta de novidades, como ocorre na tarefa de reconhecimento de
objetos, aumenta a liberacdo hipocampal de NA (lhalainen, Riekkinen e Feenstra
1999) e esta catecolamina modula a expressao de proteinas relevantes para a
memoria (Kobayashi e Yasoshima, 2001), entre elas o BDNF (Hutter et al., 1996;
Haenisch et al., 2008). Recentemente demonstramos que o treino na tarefa do
reconhecimento de objetos induz um aumento nos niveis de BDNF na regido CA1
hipocampal, apresentando um pico de expressao 120 min apds o treino (Furini et
al., 2010). Ainda mais, quando treinamos animais na tarefa do Reconhecimento
de Objetos (RO) e os submetemos a infusdo bilateral na regiao CA1 do
hipocampo dorsal com o anticorpo anti-BDNF (0,5 pg/lado) imediatamente apdés o
treino observamos um claro prejuizo na retengcdo da memaria de RO (Furini et. al.,

2010).

1.5 A via NTS-PGi-LC e seu papel na consolidagao da memoéria

A acdo modulatéria de diversos horménios e drogas periféricos sob a
consolidagdo da memdria € bem conhecida, e € mediada por agdes reflexas com
ponto de partida periférico sobre sistemas catecolaminérgicos, serotoninérgicos
ou colinérgicos centrais (lzquierdo e Medina, 1997; McGaugh, 2000; Izquierdo et
al., 2006). Muitos destes horménios ou drogas de agéo periférica ndo atravessam
a barreira hemato-encefalica (Williams e McGaugh, 1992).

O Nucleo do Trato Solitario (NTS), localizado no tronco encefalico (Figura
7), recebe as informacdes periféricas e os estimulos diversos (contém receptores
glicocorticéides) da periferia. Acredita-se que, desta forma, o NTS desempenha
um papel vital ao transmitir estas informagcbes as estruturas limbicas que

participam dos processos mnemonicos (Clayton e Williams, 2000a).
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Figura 7. Localizagdo do Nucleo do Trato Solitario (Sol) no encéfalo do rato (corte sagital).
Paxinos e Watson, 1986.

Projecdes do NTS se dirigem ao Nucleo Paragigantocelular (PGi), também
localizado no tronco encefalico (Figura 8). O PGi é formado por neurdnios
glumatérgicos e colinérgicos (Ennis e Aston-Jones, 1988), libera glutamato e
outros neurotransmissores, e envia projegcbes densas ao Locus Coeruleus
(Guynet and Young, 1987), sendo o maior input glutamatérgico excitatério ao LC
(Babstock e Harley, 1992). Desta forma as vias do PGi mediam o incremento da
ativagdo neuronal do LC em resposta a uma variedade de estimulos (Clayton e

Williams, 2000b).
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Figura 8. Localizagdo do Nucleo Paragigatocelular (LPGi) no encéfalo do rato (corte sagital).
Paxinos e Watson, 1986.

O LC é o nucleo que contém o maior numero de corpos neuronais
noradrenérgicos do SNC (Figura 9), tem receptores sensiveis a varios
neurotransmissores e envia projecbes noradrenérgicas a diversas regides
cerebrais, sendo que as proje¢cdes noradrenérgicas dirigidas ao hipocampo e ao
cortex sdo exclusivamente procedentes do LC (Lehnert, Schulz e Dieterich, 1998).
O sistema noradrenégico do LC facilita a atengéo, a cognigdo e a adaptagado do
comportamento diante das mudangas do ambiente (Devauges e Sara, 1990; Sara
e Segal, 1991; Bouret e Sara, 2004, 2005; I1zquierdo et al., 2006), além de facilitar
as respostas comportamentais resultantes de processos decisivos em tarefas

especificas (Aston-Jones e Cohen, 2005).
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Figura 9. Localizagdo do Locus Coeruleus (LC) no encéfalo do rato (corte sagital). Paxinos e
Watson, 1986.

Harley et al. (1989) demonstraram que a ativagdo glutamatérgica do LC
gera potenciais pés-sinapticos hipocampais dependentes de NA, uma vez que a
injecdo de propanolol, antagonista beta-adrenérgico, bloqueia estes potenciais.
Os autores, no entanto, sugerem que existam dois sistemas, uma vez que a
injecdo de propanolol ndo impede a potenciagdo de longa duragdo quando esta
ocorre por estimulagao elétrica do LC.

Considerando as eferéncias de cada um dos nucleos acima descritos,
podemos delinear uma via neuronal: NTS-PGi-LC-Hipocampo, conforme

esquematizado na figura 10.
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HIP — CA1
NTS —— PGi =— LC
AMY

Sistema Nervoso Central

Estimulos
hormonais
periféricos

Figura 10. Esquema da via neuronal estudada. O NTS, no tronco encefélico, recebe estimulos
periféricos, repassa ao PGi, que manda projegdes ao LC. Este, por sua vez envia eferéncias
noradrenérgicas a regido CA1 do hipocampo dorsal e a amigdala. As setas em azul representam
neurbnios glutamatérgicos. As setas em rosa reperesentam neurdnios noradrenérgicos. NTS
Nucleo do Trato Solitéario. PGi = Nucleo Paragigantocelular. LC = Lécus Coeruleus. HIP — CA1
Regido CA1 do hipocampo. AMY = Amigdala.

1.6 Hipotese

Ja foi demonstrado que as estruturas NTS, PGi, LC, Hipocampo e
Amigdala participam e sao essenciais para a consolidagdo de memorias
aversivas. Clayton e Williams (2000a) demonstraram que a ativagao adrenérgica
do NTS potencializa a liberacdo de NA na amigdala, melhorando a retengao da
memoria aversiva na tarefa de esquiva inibitéria. Roozendaal et al. (1999)
demonstraram que a ativacao dos receptores de glicocorticoides no NTS facilita a
consolidagdo da memoaria aversiva. Williams, Men e Clayton (2000) verificaram
que a inativagao da via excitatoria aferente do LC (PGi) prejudica a retencéo da
memoria nesta tarefa.

A memoria declarativa de reconhecimento, foco de estudo deste trabalho,
caracteriza-se pela capacidade de reconhecer algo novo, discriminando o que é

novo do que é familiar. Permite com que reconhegamos um lugar, alguém ou um
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objeto e possamos atribuir-lhe um nome e/ou uma fungdo. Nossa hipdtese de
trabalho € que no aprendizado da tarefa de reconhecimento de objetos, quando o
animal é exposto a dois objetos novos, esta novidade ativa a via NTS-PGi-LC-
Hipocampo, sendo a ativagao sequencial de todas estas estruturas, que culmina
na liberacdo de NA no hipocampo, necessaria para que ocorra consolidacio
desta memdria. Assim, se algum ponto desta via estiver bloqueado ou inativado a

consolidagdo mnemo&nica nao pode ocorrer.

1.7 Objetivos
O objetivo principal desta pesquisa foi verificar a participagao da via NTS-
PGi-LC-Hipocampo na consolidagao da memdéria de reconhecimento de objetos.

Nossos objetivos especificos foram:

o Verificar se a inibicado do NTS impede a consolidacdo da memdria na
tarefa de reconhecimento de objetos;

o Verificar se a inibicdo do PGi impede a consolidacdo da memoria na
tarefa de reconhecimento de objetos;

o Verificar se a inibicdo do LC impede a consolidacdo da memoria na
tarefa de reconhecimento de objetos;

o Verificar se a inibicdo dos receptores B-adrenérgicos hipocampais
impede a consolidagdo da memoria na tarefa de reconhecimento de
objetos;

. Verificar se a inibigdo dos receptores -adrenérgicos na amigdala
basolateral ou central impede a consolidacdo da memdria na tarefa

de reconhecimento de objetos;
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Verificar se a injegcdo de NA na regido CA1 do hipocampo influencia
a consolidagao da memoria de reconhecimento de objetos;

Verificar se a injecdo de NA na regido CA1 do hipocampo reverte a
possivel amnésia causada pela inibicio do NTS na tarefa de
reconhecimento de objetos;

Verificar se a injecao de NA na regido CA1 do hipocampo reverte a
possivel amnésia causada pela inibicio do PGi na tarefa de
reconhecimento de objetos;

Verificar se a injecdo de NA na regiao CA1 do hipocampo reverte a
possivel amnésia causada pela inibicao do LC na tarefa de
reconhecimento de objetos;

Verificar se a injecdo de NMDA no LC reverte a possivel amnésia
causada pela inibicdo do NTS na tarefa de reconhecimento de
objetos;

Verificar se a injecdo de NMDA no LC reverte a possivel amnésia
causada pela inibicao do PGi na tarefa de reconhecimento de
objetos;

Verificar se a inibicdo das diferentes regides estudadas (NTS, PGi
e/ou LC) apds o treino na tarefa de reconhecimento de objetos altera
a expresséo protéica de BDNF na regido CA1 do hipocampo;
Verificar se a injecado de NA na regido CA1 do hipocampo ou de
NMDA no LC revertem a possivel alteragcdo na expressao protéica de
BDNF na regido CA1 do hipocampo causada pela inibicdo das
diferentes regides estudadas (NTS, PGi e/ou LC) apds o treino na

tarefa de reconhecimento de objetos.
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1.8 Justificativa

Conforme relatado anteriormente, ja foi descrito o papel do NTS, do PGi e
do LC atuando isoladamente na consolidacdo das memorias aversivas. No
entanto, nada se sabe sobre a participacdo destes nucleos na consolidagdo da
memoria declarativa de reconhecimento de objetos.

Apesar da memoria de reconhecimento ser um tipo de memoaria bastante
distinto da memodria aversiva, acreditamos que, por envolver a apresentagao de
uma “novidade” ao animal, a ativacdo destes nucleos pode ndo somente estar
envolvida, como também ser essencial para a consolidacdo deste tipo de
memoria. Além disso, considerando as conexdes entre estas estruturas, cremos
que elas formam uma via neuronal que desempenha papel importante na
consolidagao da meméaria.

O papel do sistema noradrenérgico na consolidagdo mnemodnica vem
sendo bastante estudado, porém, segundo Sara (2009) esta faltando um link entre
as acdes bem estabelecidas da NA em suas células-alvo e seu real efeito nas
fungdes cognitivas. Apesar do papel do sistema noradrenérgico na modulagéo da
consolidagdo das memorias ser bem documentado (ver McGaugh, 2000), poucos
estudos descrevem como as diferentes estruturas, como o NTS, suprem o

sistema mnemonico com NA (Williams, Men e Clayton, 2000).
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Il MATERIAL E METODOS

2.1 Desenho do estudo

Tratou-se de um estudo experimental randomizado cego, que objetivou
realizar uma analise farmacolégico-comportamental e bioquimica da participagao
da via NTS-PGi-LC-Hipocampo/Amigdala na consolidacdo da memoéria de

reconhecimento de objetos.

2.2 Amostra e critérios de inclusédo

Em todos os experimentos utilizamos ratos Wistar machos de 3 meses de
idade, provenientes do Centro de Reproducao e Experimentagdo Animal (CREAL)
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Tratou-se de um estudo com animais experimentais, desta forma o
tamanho amostral (numero de animais por grupo) foi definido com base nos
estudos da area publicada em revistas cientificas qualis A1, totalizando 575
animais, sendo 440 para os experimentos farmacologico-comportamentais (em
torno de 10 por grupo) e 135 para os experimentos bioquimicos (5 animais por
grupo).

Os animais foram mantidos em caixas plasticas especiais com capacidade
para 5 animais, forradas com maravalha. Foram submetidos a um ciclo
claro/escuro de 12 h (luz a partir das 7 h e escuro a partir das 19 h), com agua e
racao a vontade e uma temperatura ambiente constante de 23°C. As caixas foram
trocadas e limpas a cada 2 dias.

O maximo de precaucao foi tomado com o intuito de minimizar o sofrimento

dos animais e de reduzir o numero de animais utilizados. Todos os experimentos
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estdo de acordo com as normas dos “Principles of laboratory animal care” (NIH

publication N° 85-23, revised 1996).

2.3 Procedimentos

2.3.1 Cirurgia estereotaxica

Os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implantagédo de
canulas guia de 0,2 mm de calibre, posicionadas nas diferentes regides de estudo
(Figura 11).

Seguindo o Atlas de Paxinos e Watson (1986), as coordenadas para as
diferentes regides do estudo foram (em relagdo ao Bregma):

NTS: Antero-posterior -13,3 mm, latero-lateral £1,0 mm, dorso-ventral -7,9

mm.
PGi: Antero-posterior -12,8 mm, latero-lateral 1,6 mm, dorso-ventral -12
mm.
LC: Antero-posterior -9,7 mm, latero-lateral £1,3 mm, dorso-ventral -7,1
mm.

Regidao CA1 do hipocampo: antero-anterior -4,2 mm, latero-lateral +£3,0 mm,
dorso-ventral -3,0 mm.

Amigdala basolateral: antero-posterior -2,4 mm, latero-lateral £5,1 mm,
dorso-ventral -8,1mm.

Amigdala central: &ntero-posterior -2,4 mm, latero-lateral +4,2 mm, dorso-
ventral -8,3mm.

Todo o procedimento cirurgico foi realizado com os animais previamente

anestesiados com ketamina e xilazina, administrados intra-peritonealmente (i.p.),
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nas doses de 75 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente.
Uma vez recuperados da anestesia, os animais foram recolocados em
suas caixas-moradia, e nao houve troca entre os animais em cada caixa ao longo

de todo o experimento.

Figura 11. Foto do animal sendo submetido a cirurgia estereotaxica para a implantagao de
cinulas de infusao na regido CA1 do hipocampo dorsal. No detalhe, vista geral do
equipamento estereotaxico.

2.3.2 Manipulagao dos animais

Quatro dias apo6s a cirurgia, os animais passaram por duas sessbes de
manuseio ou manipulacao, para se familiarizarem com o pesquisador, seu contato
e seus cheiros. Durante cada sessdo os animais foram levados do biotério até a
sala onde os experimentos foram conduzidos, retirados da gaiola e manuseados

durante 5 minutos.
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2.3.3 Etapa I: Procedimentos farmacolégicos/comportamentais:
Para a realizagdo dos experimentos farmacoldgicos/comportamentais
foram utilizados 440 animais, sendo que cada grupo foi composto por 9 a 12

animais.

2.3.3.1 O paradigma do reconhecimento de objetos (RO)

O aparato para estudar reconhecimento de objetos utilizado consiste de um
campo aberto retangular com 60 cm de comprimento por 40 cm de profundidade e
50 cm de altura, o qual se encontra em uma sala com baixa luminosidade e
isolada acusticamente. A parte frontal do campo aberto € construida de vidro,
para a melhor observagdo do animal. Antes de ser submetidos a tarefa de
reconhecimento, o animal passa por um processo de habituacdo ao dispositivo
experimental que tem duragcdo de 4 dias e €& constituido de uma sessao
comportamental diaria de 20 minutos, na qual o animal é colocado
individualmente no campo aberto para livre exploracdo (Figura 12; Akirav e
Maroun, 2006; Kelly, Laroche e Davis, 2003).

Os objetos-estimulo utilizados na tarefa de reconhecimento foram
confeccionados em metal, vidro ou ceramica. Nenhum dos objetos possui
significAncia comportamental para os animais experimentais, os quais nao
demonstraram preferéncia por nenhum deles (Clarke et al., 2010; Furini et al.,
2010, Mello et al., 2009; Myskiw et al., 2008; Rossato et al., 2007). Cada objeto foi
preso ao assoalho do campo aberto pela base. A arena do campo aberto, assim
como os objetos-estimulo foram limpos com uma solugao de etanol 30% entre a

passagem de cada animal para garantir a auséncia de pistas olfativas. Foram
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considerados como comportamentos exploratérios os atos de cheirar ou tocar os
objetos de estimulo com o focinho ou as patas dianteiras. Sentar-se no objeto,
usa-lo como apoio para explorar o ambiente ou permanecer ao redor dele nao
foram considerados comportamentos exploratérios. O tempo gasto explorando
cada objeto foi medido por um observador e os dados expressos como percentual

do tempo total de exploracgao.

24hs

Habituacao Treino Teste MLD
4 dias/20 min 5 min 5 min

Figura 12. Esquema da tarefa de RO. Os animais s&o submetidos a 4 dias de habituacdo ao
aparato experimental (20 min por dia). No dia do treino sdo apresentados dois objetos para livre
exploragao por 5 min; 24 h apds é realizado o teste de memoaria de longa duragéo (MLD).

No dia 1 (sesséo de treino), os ratos foram individualmente colocados no
campo aberto contendo dois objetos diferentes (X e Y) para explorar livremente
durante 5 min. O teste de retencdo foi realizado 24 h apdés a sessao de treino
(para verificar a memoria de longa duragao). Nesta sessao de teste de 5 min de
duragao, os ratos foram individualmente re-introduzidos no campo aberto onde
um dos objetos apresentados durante o treino foi aleatoriamente substituido por
um objeto novo (Z; Figura 12).

A infusdo dos farmacos estudados ocorreu em diferentes tempos apds a

sessao de treino.
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2.3.3.2 Tratamento farmacolégico

Os compostos farmacoldgicos testados ou os veiculos utilizados na diluicao
dos mesmos foram infundidos bilateralmente na regido de interesse em diferentes
tempos apds o treino na tarefa do RO (no dia 1) com auxilio de uma bomba de
infusdo (KDScientific) e micro-seringas Hamilton. O volume administrado foi 1
ul/lado para a regiao CA1 do hipocampo, 0,5 pl/lado para o NTS, PGi e amigdala
e 0,25 ul/lado para o LC (considerando o tamanho das estruturas). As canulas de
infusdo foram mantidas dentro das canulas-guia por pelo menos 60 s apos o fim
da administragcdo da droga, a fim de evitar o refluxo de liquido.

Para a realizagdo das tarefas-controle descritas posteriormente (Campo
Aberto, Labirinto em Cruz Elevado e Esquiva Inibitéria) os compostos ou os
veiculos utilizados foram infundido 24 h antes do treino.

Os farmacos foram dissolvidos em solugdo salina 0,9% (veiculo) e
guardados protegidos da luz a -20°C até o uso. A infusdo dos compostos foi
realizada a temperatura ambiente e em uma sala com baixa luminosidade. As
doses utilizadas foram determinadas com base em experimentos pilotos e em
estudos prévios que mostraram o efeito destes farmacos sobre o aprendizado e a
memoria de ratos, e em outras variaveis comportamentais e fisioldgicas.

Os compostos farmacoldgicos utilizados neste estudo foram:

e Muscimol: ligante do sitio do GABA dos receptores GABAérgicos tipo A,

e portanto mimético daquele, o principal neurotransmissor inibitério do
cérebro.

e Timolol: antagonista dos receptores 1 e B2 noradrenérgicos.

e NMDA (N-metil D-aspartato): Aminoacido excitatorio, agonista

especifico do receptor NMDA do glutamato.
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¢ Noradrenalina: Neutotransmissor do Sistema Nervoso Central.

O muscimol foi utilizado em infusdo no NTS, PGi e LC. O timolol em
infusdo na regido CA1 do hipocampo, na amigdala central e na amigdala
basolateral. A NA em infusdo na regido CA1 do hipocampo. E, o NMDA em

infusdo no LC, conforme a figura 13.

Estimulos Sistema Nervoso Central
hormonais

periféricos

Figura 13. Locais de agcdo das drogas utilizadas na via estudada. O muscimol tem acao
inibitéria sobre o NTS, PGi e LC. O timolol, antagonista beta-adrenérgico, atua bloqueando estes
receptores na regido CA1 do hipocampo e na amigdala. O NMDA, agonista glutamatérgico dos
receptores NMDA, atua estimulando estes receptores na membrana das células nervosas do LC.
A noradrenalina, agonista dos receptores noradrenérgicos, atua sobre estes receptores na
membrana das células nervosas da regido CA1 do hipocampo. NTS = Nucleo do Trato Solitario.
PGi = Nucleo Paragigantocelular. LC = Locus Coeruleus. HIP — CA1 = Regiao CA1 do hipocampo.
AMY = Amigdala. MUS = Muscimol. TIM = Timolol. NA = Noradrenalina.

2.3.3.3 Controle histolégico da regido estudada

A verificagdo do posicionamento anatdémico das canulas implantadas e do
local atingido pela infusdo foi realizada post mortem. Para isso, depois dos
procedimentos comportamentais aos quais os animais foram submetidos, estes

receberam a infusdo de 1, 0,5 ou 0,25 pl (dependendo da estrutura) de uma
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solugcdo de azul de metileno 0,1% através das mesmas canulas utilizadas para
aplicacédo das drogas. Quinze minutos depois da infusdo, os animais foram
sacrificados por decapitagdo, seus encéfalos removidos e colocados em uma
solugao de formol 4% por um periodo de quatro dias. Posteriormente, foi realizada
a analise histolégica da area a qual difundiu-se o corante, que supde-se ser a
mesma a qual se difundira(m) a(s) droga(s) previamente administradas in vivo.

Os animais que receberem infusdo na amigdala ou LC (estruturas muito
pequenas) tiveram seus encéfalos congelados em isopentano logo apoés a
decapitacao e foram cortados no criostato para confecgao de laminas histolégicas
e verificacdo do posicionamento correto das canulas. Somente animais com a
localizacdo correta das canulas foram considerados na analise estatistica dos
dados. Considerou-se correta essa localizagdo quando esteve dentro de 1 mm 3
do ponto estabelecido pelas coordenadas estereotaxicas mencionadas acima, em

2.3.1.

2.3.3.4 Experimentos comportamentais

2.3.3.4.1 Experimento 1 — participagcao do NTS na consolidagdao da memoéria
de RO

Os animais foram treinados na tarefa de RO e tiveram o NTS inibido a
diferentes tempos apds o treino (imediatamente apés, 3 h e 6 h) para verificar a
participacdo desta estrutura na consolidagdo da memdéria de RO (Figura 14). A
inibicao foi feita através da injecdo de muscimol na concentragao de 0,1ug/ul; 0,5

ul/lado. Respeitando 24 h apoés o treino, foi testada a memdria de longa duragao.
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Figura 14. Esquema do experimento 1. Os animais foram treinados na tarefa de RO, sendo-lhes
apresentados dois novos objetos (X e Y) para livre exploragéo. Diferentes tempos apds o treino os
animais receberam inje¢cdo de muscimol no NTS. 24 h apds o treino foram testados, sendo-lhes
apresentados um objeto familiar (X) e um objeto novo (Z) para livre exploragéao.

2.3.3.4.2 Experimento 2 — participagcao do PGi na consolidagdo da memoéria
de RO

Os animais foram treinados na tarefa de RO e tiveram o PGi inibido a
diferentes tempos apds o treino (imediatamente apés, 3 h e 6 h) para verificar a
participacdo desta estrutura na consolidagdo da memdéria de RO (Figura 15). A
inibicao foi feita através da injecdo de muscimol na concentragao de 0,1ug/ul; 0,5
pl/lado. Vinte e quatro horas apds o treino foi testada a memdria de longa

duracao.
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Figura 15. Esquema do experimento 2. Os animais foram treinados na tarefa de RO, sendo-lhes
apresentados dois novos objetos (X e Y) para livre exploragéo. Diferentes tempos apds o treino os
animais receberam injecdo de muscimol no PGi. 24 h apds o treino foram testados, sendo-lhes
apresentados um objeto familiar (X) e um objeto novo (Z) para livre exploragéao.

2.3.3.4.3 Experimento 3 — participagao do LC na consolidagao da memoéria
de RO

Os animais foram treinados na tarefa de RO e tiveram o LC inibido a
diferentes tempos apds o treino (imediatamente apés, 3 h e 6 h) para verificar a
participacdo desta estrutura na consolidagdo da memdéria de RO (Figura 16). A
inibicao foi feita através da injecdo de muscimol na concentragao de 0,1ug/ul; 0,5

pl/lado. Passadas 24 h do treino foi testada a memoria de longa duragao.
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Figura 16. Esquema do experimento 3. Os animais foram treinados na tarefa de RO, sendo-lhes
apresentados dois novos objetos (X e Y) para livre exploragéo. Diferentes tempos apds o treino os
animais receberam inje¢cao de muscimol no LC. 24 h apds o treino foram testados, sendo-lhes
apresentados um objeto familiar (X) e um objeto novo (Z) para livre exploragéao.

2.3.3.4.4 Experimento 4 — necessidade de noradrenalina na regidao CA1 do
hipocampo para a consolidagao da meméria de RO

Os animais foram treinados na tarefa de RO e foi infundido timolol (inibidor
dos receptores [-adrenérgicos) imediatamente depois, para verificar a
necessidade da noradrenalina na regido CA1 do hipocampo para a consolidagao
da memédria de RO. O timolol foi infundido na concentragao de 1 pg/ul; 1 ul/lado.
Completadas 24 h apds o treino, foi testada a memdéria de longa duragao (Figura

17).
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Figura 17. Esquema do experimento 4. Os animais foram treinados na tarefa de RO, sendo-lhes
apresentados dois novos objetos (X e Y) para livre exploragdo. Imediatamente apds o treino os
animais receberam injecao de timolol em CA1. 24 h apds o treino foram testados, sendo-lhes
apresentados um objeto familiar (X) e um objeto novo (Z) para livre exploragéao.

2.3.3.4.5 Experimento 5 — necessidade de noradrenalina na amigdala central
e basolateral para a consolidagao da meméria de RO

Os animais foram treinados na tarefa de RO e foi infundido timolol
(antagonista dos receptores -adrenérgicos) imediatamente depois para verificar
a necessidade da noradrenalina na amigdala central ou na basolateral para a
consolidagdo da memodria de RO (Figura 18). O timolol foi infundido na
concentragao de 2 pg/ul; 0,5 ul/lado. Corridas 24 h apds o treino foi testada a

memoria de longa duragéo.

AMY

ey Y ——— B4 Z

Treino Teste
Injecao
timolol
amigdala

Figura 18. Esquema do experimento 5. Os animais foram treinados na tarefa de RO, sendo-lhes
apresentados dois novos objetos (X e Y) para livre exploragdo. Imediatamente apds o treino os
animais receberam injecao de timolol na amigdala central ou basolateral. 24 h apds o treino foram
testados, sendo-lhes apresentados um objeto familiar (X) e um objeto novo (Z) para livre
exploracao.
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2.3.3.4.6 Experimento 6 - efeitos da noradrenalina na regidgo CA1 do
hipocampo para a consolidagao da meméria de RO

Os animais foram treinados na tarefa de RO e foi infundida noradrenalina
na regiao CA1 do hipocampo imediatamente depois do treino para verificar os
efeitos da noradrenalina sobre a consolidagdo da memodria de RO. A NA foi
infundida na concentragédo de 1 ug/ul; 1 pl/lado. Em um grupo de animais a
memoria de longa duracgéo foi testada 24 h apos o treino, em outro o teste foi

realizado 21 dias ap6s o treino (Figura 19).

CA1

By —0-

Treino Teste
Injecao

noradrenalina
CA1

21 dias Z
0 min

Teste

I

Treino

Injecéo
noradrenalina
CA1

Figura 19. Esquema do experimento 6. Os animais foram treinados na tarefa de RO, sendo-lhes
apresentados dois novos objetos (X e Y) para livre exploragao. Imediatamente apds o treino os
animais receberam injecdo de noradrenalina em CA1. 24 h ou 21 dias apds o treino foram
testados, sendo-lhes apresentados um objeto familiar (X) e um objeto novo (Z) para livre
exploracéo.
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2.3.3.4.7 Experimento 7 — se a inibicdo do NTS provoca amnésia na tarefa de
RO pela via aqui proposta, a injecao de noradrenalina na regiao CA1 do
hipocampo seria capaz de reverter tal efeito

Os animais foram treinados na tarefa de RO e foi infundido muscimol no
NTS imediatamente pés-treino seguido pela infusdo de noradrenalina na regiao
CA1 do hipocampo imediatamente apds o treino para verificar se a NA é capaz de
reverter a possivel amnésia na memoria de RO causada pela inibicdo do NTS
(Figura 20). A inibicao foi feita através da injecdo de muscimol na concentragéo
de 0,1 pg/ul; 0,5 ul/lado. A NA foi infundida na concentragéo de 1 ug/ul; 1 ul/lado.

Vinte e quatro horas apoés o treino foi testada a memdria de longa duragao.

NTS + CA1

a4 Y —— BE Z

Treino Teste
Injecéo
muscimol NTS
+ noradrenalina CA1

Figura 20. Esquema do experimento 7. Os animais foram treinados na tarefa de RO, sendo-lhes
apresentados dois novos objetos (X e Y) para livre exploragao. Imediatamente apds o treino os
animais receberam injegdo de muscimol no NTS e noradrenalina em CA1. 24 h apds o treino
foram testados, sendo-lhes apresentados um objeto familiar (X) e um objeto novo (Z) para livre
exploracao.

2.3.3.4.8 Experimento 8 — se a inibigcao do PGi provoca amnésia na tarefa de
RO pela via aqui proposta, a injecao de noradrenalina na regiao CA1 do
hipocampo seria capaz de reverter tal efeito

Os animais foram treinados na tarefa de RO e foi infundido muscimol no

PGi imediatamente apds o treino seguido pela infusdo de noradrenalina na regiao
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CA1 do hipocampo imediatamente apds o treino para verificar se a NA é capaz de
reverter a possivel amnésia na memodria de RO causada pela inibicdo do PGi
(Figura 21). A inibicao foi feita através da injecdo de muscimol na concentragéo
de 0,1 pg/ul; 0,5 ul/lado. A NA foi infundida na concentragéo de 1 ug/ul; 1 ul/lado.

Vinte e quatro horas apds o treino foi testada a memdria de longa duragao.

PGi + CA1

)d Y —2 . pd Z

Treino Teste
Injecéo
muscimol PGi
+ noradrenalina CA1

Figura 21. Esquema do experimento 8. Os animais foram treinados na tarefa de RO, sendo-lhes
apresentados dois novos objetos (X e Y) para livre exploragdo. Imediatamente apds o treino os
animais receberam injecao de muscimol no PGi e noradrenalina em CA1. 24 h apds o treino foram
testados, sendo-lhes apresentados um objeto familiar (X) e um objeto novo (Z) para livre
exploracéo.

2.3.3.4.9 Experimento 9 — se a inibicdo do LC provoca amnésia na tarefa de
RO pela via aqui proposta, a injecao de noradrenalina na regiao CA1 do
hipocampo seria capaz de reverter tal efeito

Os animais foram treinados na tarefa de RO e foi infundido muscimol no LC
imediatamente pds-treino seguido pela infusdo de noradrenalina na regido CA1 do
hipocampo imediatamente apds o treino para verificar se a NA € capaz de reverter
a possivel amnésia na memoria de RO causada pela inibicdo do LC (Figura 22). A
inibicao foi feita através da injegdo de muscimol na concentragéo de 0,1 ug/ul; 0,5
ul/lado. A NA foi infundida na concentragdo de 1 ug/ul; 1 ul/lado. Vinte e quatro

horas apos o treino foi testada a memoaria de longa duragéo.
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LC + CA1
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Inje¢do
muscimol LC
+ noradrenalina CA1

Figura 22. Esquema do experimento 9. Os animais foram treinados na tarefa de RO, sendo-lhes
apresentados dois novos objetos (X e Y) para livre exploragdo. Imediatamente apds o treino os
animais receberam injecdo de muscimol no LC e noradrenalina em CA1. 24 h apés o treino foram
testados, sendo-lhes apresentados um objeto familiar (X) e um objeto novo (Z) para livre
exploragéo.

2.3.3.4.10 Experimento 10 — se a inje¢ao de noradrenalina na regiao CA1 do
hipocampo melhora a persisténcia da memoéria de longa duragao na tarefa
de RO, a estimulacao do LC deveria mimetizar esta acao.

Os animais foram treinados na tarefa de RO e foi infundido NMDA no LC
imediatamente apoés o treino para verificar se o NMDA, ao estimular o LC a liberar
noradrenalina na regido CA1 do hipocampo, é capaz de mimetizar os efeitos da
injecdo de noradrenalina exégena em CA1 (Figura 23). A estimulagdo do LC foi
feita através da injecdo de NMDA na concentracdo de 0,2 ug/ul; 0,25 pl/lado.

Vinte e um dias apds o treino foi testada a memdria de longa duracgao.
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Figura 23. Esquema do experimento 10. Os animais foram treinados na tarefa de RO, sendo-
Ihes apresentados dois novos objetos (X e Y) para livre exploragédo. Imediatamente apds o treino
0s animais receberam inje¢gdo de NMDA no LC. 21 dias apés o treino foram testados, sendo-lhes
apresentados um objeto familiar (X) e um objeto novo (Z) para livre exploragéao.

2.3.3.4.11 Experimento 11 — se a inibicao do NTS provoca amnésia na tarefa
de RO pela via aqui proposta, a injecdo de NMDA no LC seria capaz de
reverter tal efeito

Os animais foram treinados na tarefa de RO e foi infundido muscimol no
NTS seguido pela infusdo de NMDA em LC imediatamente apds o treino para
verificar se o NMDA, uma vez que estimula a liberagdo de NA em CA1, é capaz
de reverter a possivel amnésia na memoaria de RO causada pela inibigdo do NTS
(Figura 24). A inibic&do foi feita através da injecdo de muscimol na concentragéo

de 0,1 ug/ul; 0,5 pl/lado. O NMDA foi infundido na concentragao de 0,2 ug/ul; 0,25

ul/lado.Vinte e quatro horas apds o treino foi testada a memdéria de longa duragao.
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NTS + LC
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Figura 24. Esquema do experimento 11. Os animais foram treinados na tarefa de RO, sendo-
Ihes apresentados dois novos objetos (X e Y) para livre exploragédo. Imediatamente apds o treino
0s animais receberam injecao de muscimol em NTS seguida da injecdo de NMDA no LC. 24 h
ap6s o treino foram testados, sendo-lhes apresentados um objeto familiar (X) e um objeto novo (2)
para livre exploragao.

2.3.3.4.12 Experimento 12 — se a inibicao do PGi provoca amnésia na tarefa
de RO pela via aqui proposta, a injecao de NMDA no LC seria capaz de
reverter tal efeito

Os animais foram treinados na tarefa de RO e foi infundido muscimol no
PGi seguido pela infusdo de NMDA em LC imediatamente apds o treino para
verificar se o NMDA, uma vez que estimula a liberagdo de NA em CA1, é capaz
de reverter a possivel amnésia na memoéria de RO causada pela inibicao do PGi
(Figura 25). A inibicao foi feita através da injecdo de muscimol na concentragéo
de 0,1 ug/ul; 0,5 pl/lado. O NMDA foi infundido na concentragao de 0,2 ug/ul; 0,25
pl/lado. Vinte e quatro horas apdés o treino foi testada a memdria de longa

duracao.
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Figura 25. Esquema do experimento 12. Os animais foram treinados na tarefa de RO, sendo-
Ihes apresentados dois novos objetos (X e Y) para livre exploragédo. Imediatamente apds o treino
receberam injegcdo de muscimol em PGi seguida da inje¢cdo de NMDA no LC. 24 h apods o treino
foram testados, sendo-lhes apresentados um objeto familiar (X) e um objeto novo (Z) para livre
exploracao.

2.3.3.5 Campo Aberto (CA)

Para avaliar se a infusdo das diferentes drogas ndo afetou a atividade
locomotora e o comportamento exploratério dos animais no dia do teste utilizou-se
um paradigma conhecido como campo aberto. O aparelho empregado para tal fim
consiste em uma caixa de madeira com dimensdes de 60 x 40 x 50 cm
(comprimento x profundidade x altura) com a sua parede frontal de vidro
transparente. O assoalho da caixa estava dividido por linhas pretas em 12
quadrantes com igual superficie (Figura 26). No dia seguinte a infusdo da droga
na regido especifica, o animal foi gentiimente colocado na arena do campo
aberto, a qual ele pode explorar livremente por 5 min. Durante este tempo
registrou-se o numero de linhas cruzadas e o numero de elevagdes sobre as
patas traseiras, comportamentos que nos roedores denotam exploragao (Bonini et

al., 2006; da Silva et al., 2006).
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Figura 26. Aparato utilizado para a tarefa de Campo Aberto.

2.3.3.6 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Para avaliar se a infusdo das diferentes drogas nédo afetou o estado de
ansiedade dos animais no dia do teste, utilizou-se a tarefa do labirinto em cruz
elevado. Este labirinto consiste em uma plataforma em cruz com 40 centimetros
de comprimento em cada brago, posicionada a 1 metro de altura; dois bragos
contralaterais do labirinto possuem paredes elevadas, sendo denominados
fechados, e os outros dois ndo possuem paredes, sendo denominados abertos
(Figura 27). O aparelho € de madeira pintada de branco. No dia seguinte a
infusdo da droga na regido especifica, o animal foi colocado no centro do labirinto
e deixado livre para explora-lo por 5 min. Registrou-se o tempo de permanéncia e
o0 numero de entradas nos bracos abertos e fechados. Quanto mais ansioso
estiver o animal, maior o tempo de permanéncia nos bragos fechados e o numero
de entradas nestes bragos (Bevilaqua et al., 2003; Kerr et al., 2005; da Silva et al.,

2006).
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Figura 27. Aparato utilizado para a tarefa de Labirinto em Cruz Elevado.

2.3.3.7 Esquiva Inibitéria (El)

Para verificar se as intervengdes farmacoldgicas realizadas durante os
experimentos no RO poderiam afetar de forma duradoura a funcionalidade das
estruturas infundidas (NTS, PGi, LC e hipocampo), em lugar de agir
especificamente sobre o processo de consolidacdo da memoria, animais
previamente tratados com estas substancias foram submetidos a tarefa de
esquiva inibitoria, paradigma no qual, para ser formada, a memoria depende
destas estruturas (lzquierdo e Medina, 1997 Izquierdo et al., 2006; Rossato et al.,
2006; da Silva et al., 2008, Williams, Men e Clayton, 2000).

O aparelho utilizado para o treino na tarefa de esquiva inibitéria de uma
unica sesséao consistiu de uma caixa de madeira pintada de branco de 50,0 x 25,0
x 50,0 cm, com a parte frontal feita de acrilico transparente. O assoalho do
aparelho é formado por barras de bronze paralelas de 1 mm de calibre, e no lado
esquerdo da caixa, ha uma plataforma de 5,0 cm de altura por 7,0 cm de largura.

Na sessdo de treino, o animal foi cuidadosamente colocado sobre a
plataforma elevada. Quando desceu desta e colocou as quatro patas na grade de

barras de bronze eletrificaveis, recebeu um choque elétrico de 0,4 mA por 2 s
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(Cammarota et al., 2003) sendo imediatamente recolocado na sua caixa-moradia.
Para avaliar a retencdo da memoria de esquiva de longa duragédo, o animal foi
submetido a uma sessao de teste comportamental 24 h apés o treino (Figura 28).
O procedimento utilizado na sessao de teste foi idéntico aquele empregado na
sessao de treino, exceto que ao descer da plataforma o animal nao recebeu
choque. Para ambas as sessdes, foram adotados tempos limite para a descida,
sendo 30 s para a sessao de treino e 300 s para a sessido de teste. Aqueles
animais que durante a sessdo de treino ndo desceram da plataforma antes de

transcorridos 30 s foram eliminados do estudo.

Figura 28. Esquema da tarefa de Esquiva Inibitéria. Os animais s&o treinados e a meméria de
longa duracéo é testada 24 h apds o treino.

2.3.4. Etapa ll: Procedimentos bioquimicos

Para os procedimentos bioquimicos propostos utilizamos 135 animais,
sendo que em cada experimento cada grupo foi composto por 5 animais.

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais: i) grupo naive,
grupo de controle absoluto total, estes animais ndo receberam nenhum estimulo
experimental e foram utilizados como referéncia para as quantificacdes protéicas;

ii) grupo habituado, cujos animais foram habituados os 4 dias (20min por dia) no
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aparato da tarefa de RO; iii) grupo veiculo, cujos os animais foram habituados,
treinados na tarefa de RO e receberam a inje¢do de veiculo da droga (salina) na
regido especifica; e, iv) grupo droga, cujos animais foram habituados, treinados e
receberam a injecdo de droga na regiao especifica.

Os mesmos procedimentos de inibigdo das diferentes regides (NTS, PGi e
LC) imediatamente apdés o treino no RO realizados nos experimentos
comportamentais foram utilizados. Os animais foram sacrificados por decapitacao
120 min apds o treino (tempo apds o treino no RO no qual nosso grupo ja havia
verificado que ocorria aumento da expressao protéica de BDNF — Furini et al.,
2010) e foi retirada a regido CA1 do hipocampo (ponto final da via estudada) para
a realizagcédo dos experimentos descritos a seguir, com a finalidade de verificar as
alteracbes na expressdao protéica de BDNF em decorréncia das inibicoes

realizadas.

2.3.4.1 Western blot

Os animais foram mortos por decapitacéo e a regido CA1 do hipocampo
dorsal foi rapidamente dissecada, congelada e homogeneizada em tampao (20
mM Tris-HCI, pH 7.4, 0.32 M sacarose, 1 mM EDTA, 1TmM EGTA, 1mM PMSF, 10
pg/ml aprotinina, 15 ug/ml leupeptina, 10 ug/ml bacitracina, 10 pg/ml pepstatina,
15 pg/ml inibidor da tripsina, 50 mM NaF, e 1 mM ortovanadato de sddio). A
concentracdo de proteinas foi determinada utilizando o método de Bradford
(1976) modificado, e quantidades iguais de proteinas foram fracionadas por SDS-
PAGE antes de serem eletrotransferidas para membranas de difluoreto

poliviideno (PVDF; Immobilon-P, Millipore, MS). Apds a verificagdo do



63

carregamento das proteinas com coloragdo Ponceou S, as membranas foram
bloqueadas em tampao salina Tween-Tris (TTBS; 100 mm Tris-HCI, pH 7,5,
contendo 0,9 % NaCl e 0,1 % Tween 20) e incubadas por uma noite com
anticorpo anti-BDNF (N20, 1:5,000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
Estados Unidos) ou anticorpo anti-tubulina (1:1,000, Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
Estados Unidos). As membranas foram lavadas em TTBS e incubadas com
anticorpo secundario anti-lgG, lavadas novamente, e a imunoreatividade foi
detectada usando West-Pico enhanced kit de luminescéncia (Pierce, IL, Estados
Unidos). A analise densitométrica foi realizada através do sistema ImageQuant

RT-ECL (GE, Piscataway, NJ, Estados Unidos).

2.3.4.2 Reagentes

O muscimol, o timolol, o NMDA e a noradrenalina utilizados, e o anticorpo
anti-tubulina foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St Louis, MO, Estados Unidos).
O anticorpo anti-BDNF foi adquirido da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
CA, Estados Unidos). As drogas foram dissolvidas em salina e estocadas
protegidas da luz a uma temperatura de -20°C até o uso. Imediatamente antes do
uso as drogas foram divididas em aliquotas e diluidas para as concentragbes de
trabalho em salina 0,9 % (pH 7,2; veiculo). As doses utilizadas foram
determinadas com base em estudos pilotos e trabalhos prévios que apresentaram
efeitos desses componentes no aprendizado e performance comportamental
(Furini et al.,2010; Roozendaal et al., 2008; Clayton e Williams, 2000; Lemon et

al., 2009).
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Verificou-se a expressao protéica de BDNF na regido CA1 do hipocampo
apo6s a infusdo de diferentes drogas e/ou seus veiculos em diferentes regides
encefalicas. Hipotetizamos que a inibicdo das diferentes areas estudadas (NTS,
PGi e LC), uma vez que cause amnésia na tarefa de RO, resulte em um bloqueio
do aumento na expressao protéica de BDNF que ocorre 120 min apds o treino no
RO. Assim, verificamos também, se a infusdo de noradrenalina na regido CA1 do
hipocampo e de NMDA no LC reverte esta possivel amnésia, se ela reverte

também o possivel bloqueio do aumento da expressao de BDNF.

2.4 Métodos estatisticos

A analise estatistica foi conduzida com o auxilio do programa Excel for
Windows® e Prism version 5 (GraphPad Software®, San Diego, CA, Estados
Unidos).

Inicialmente foi testada a normalidade dos dados; posterior a essa analise,
foi adotado um teste estatistico paramétrico ou nao-paramétrico, conforme os
dados observados com a andlise da curva de normalidade. O nivel de
significancia considerado em todas as analises foi de P < 0,05.

Para a analise dos resultados da tarefa de RO foi utilizado o Teste t de
Student de uma amostra. Para os resultados das tarefas de controle utilizou-se,
para o Campo Aberto, Labirinto em Cruz Elevado e Esquiva Inibitéria, ANOVA de
uma via.

Os dados dos experimentos bioquimicos foram analisados utilizando

ANOVA seguida de teste de Dunn post-hoc.
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2.5 Aspectos Eticos
Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob o numero 2008076, no dia 23 de

junho de 2009 (ANEXO 2).
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Il RESULTADOS

3.1 O NTS participa da consolidagao da meméria de RO

Para analisar os efeitos da inibicdo do NTS na consolidagdo da memoaria de
RO, ratos Wistar machos foram treinados na tarefa de RO, envolvendo a
exposicao a dois diferentes objetos (Fig. 29A). Imediatamente, 3 h ou 6 h apés o
treino, os animais receberam infusao bilateral intra-NTS de veiculo (VEH; salina)
ou muscimol (MUS; 0,1 pg/ul; 0,5 ul/lado). A MLD foi avaliada 24 h apds o treino.
Na sessdo de teste, os animais foram expostos por 5 min a um dos objetos
apresentados durante o treino junto a um objeto novo. Os ratos que receberam
VEH ou MUS 6 h apds o treino exploraram significantemente mais tempo o objeto
novo do que o familiar (Fig. 29D). Ao contrario, os animais que receberam MUS
imediatamente ou 3 h apds a sessao de treino passaram o mesmo percentual de
tempo explorando o objeto novo e o familiar (Fig. 29B, C), sugerindo que a
ativacdo do NTS € necessaria por pelo menos 3 h apds o aprendizado para que

ocorra retengcdo da memoria de RO.
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Figura 29. A inibicdo do NTS com muscimol 0 min e 3 h, mas nao 6 h apds o treino prejudica
a retengao da MLD de reconhecimento de objetos. A: Na sessdo de treino (dia 1) os ratos
foram expostos a dois diferentes objetos (X e Y) por 5 min e imediatamente, 3 ou 6 h apds o treino
receberam infusdo bilateral (0,5 pl/lado) de veiculo (VEH; salina) ou muscimol (MUS; 0,1 pg/ul) no
NTS. Na sessao de teste (dia 2), os animais que receberam MUS 0 min (B), 3 h (C) and 6 h (D)
apos o treino foram expostos a um objeto familiar (X) e um objeto novo (Z) por cinco minutos para
avaliar a retengdo da memodria de longa duragéo. Os dados (média + DP) sdo apresentados como
um percentual do tempo total de exploragdo. * P < 0,01 no teste t de Student de uma via com uma

média tedrica = 50; n = 9 — 12 por grupo.

3.2 O PGi participa da consolidagao da memoéria de RO
Para analisar os efeitos da inibicdo do PGi na consolidagao da meméaria de

RO fizemos os mesmos procedimentos. Imediatamente, 3 h ou 6 h apds o treino
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0s animais receberam infusao bilateral intra-PGi de VEH ou MUS (0,1 ug/ul; 0,5
pli/lado). No teste de retengcédo da MLD, os ratos que receberam VEH ou MUS 6 h
apos o treino exploraram o objeto novo por um tempo significantemente maior que
o0 objeto familiar (Fig. 30D). Ao contrario, os animais que receberam MUS
imediatamente ou 3 h apds a sessao de treino utilizaram um percentual de tempo
semelhante explorando o objeto novo e o familiar (Fig. 30B, C), sugerindo que a
ativacao do PGi também é necessaria, ao menos até 3 h apds o treino no RO,

para a retencado desta memoria.
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Figura 30. A inibicdo do PGi com muscimol 0 min e 3 h, mas ndao 6 hs apds o treino
prejudica a retengcdao da MLD de reconhecimento de objetos. A: Na sesséao de treino (dia 1) os
ratos foram expostos a dois diferentes objetos (X e Y) por 5 min e imediatamente, 3 ou 6 h apds o
treino receberam infusdo bilateral (0,5 pl/lado) de veiculo (VEH; salina) ou muscimol (MUS; 0,1
pg/ul) no PGi. Na sesséao de teste (dia 2), os animais que receberam MUS 0 min (B), 3h (C)e 6 h
(D) apds o treino foram expostos a um objeto familiar (X) e um objeto novo (Z) por cinco minutos
para avaliar a retengdo da memoria de longa duragéo. Os dados (média + DP) sdo apresentados
como um percentual do tempo total de exploragdo. * P < 0,01 no teste t de Student de uma via

com uma média tedrica = 50; n = 9 — 12 por grupo.
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3.3 O LC participa da consolidagao da meméria de RO

Analisamos também os efeitos da inibicao do LC na consolidacido da
memoria de RO. Os animais receberam infusdes bilaterais intra-LC de VEH ou
MUS (0,2 pg/ul; 0,25 pl/lado) imediatamente, 3 ou 6 h apds a sesséo de treino. No
teste de retencao da MLD, os ratos que receberam VEH ou MUS 6 h apés o treino
exploraram o novo objeto por um tempo significantemente maior que o objeto
familiar (Fig. 31D). Ao contrario, os animais que receberam MUS imediatamente
ou 3 h apds a sessao de treino gastaram um tempo semelhante explorando o
objeto novo e o familiar (Fig. 31B, C), sugerindo que a ativagédo do LC é
necessaria ao menos até 3 h apdés o aprendizado para que ocorra retencado da

MLD.
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Figura 31. A inibigdo do LC com muscimol 0 min e 3 h, mas ndo 6 h apés o treino prejudica
a retengao da MLD de reconhecimento de objetos. A: Na sessdo de treino (dia 1) os ratos
foram expostos a dois diferentes objetos (X e Y) por 5 min e imediatamente, 3 ou 6 h apds o treino
receberam infusdo bilateral (0,25 ul/lado) de veiculo (VEH; salina) ou muscimol (MUS; 0,2 ug/ul)
no LC. Na sessao de teste (dia 2), os animais que receberam MUS 0 min (B), 3 h (C) and 6 h (D)
apos o treino foram expostos a um objeto familiar (X) e um objeto novo (Z) por cinco minutos para
avaliar a retengdo da memodria de longa duragéo. Os dados (média + DP) sdo apresentados como
um percentual do tempo total de exploragao. * P < 0,01 no teste t de uma via de Student, com uma

média tedrica = 50; n = 9 — 12 por grupo.
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3.4 A noradrenalina é necessaria para a consolidagao da memoéria

Para avaliar a necessidade de noradrenalina (NA) na regiao CA1 do
hipocampo dorsal (CA1), na amigdala basolateral (AMY BSL) e na amigdala
central (AMY CNT), treinamos ratos na tarefa de RO. Imediatamente apds o treino
0os animais receberam infusdo bilateral intra-CA1, intra-AMY BSL ou intra-AMY
CNT de VEH ou timolol (TIM; 1 ug/ul; 1ul/lado para CA1 e 2 ug/ul; 0,5 pl/lado para
AMY BSL e AMY CNT). A MLD foi avaliada 24 h depois. No teste de retencéo da
MLD, os ratos que receberam VEH ou TIM na AMY BSL e AMY CNT apods o
treino exploraram o objeto novo por um tempo significantemente maior que o
familiar (Fig. 32B, C). Ao contrario, os animais que receberam TIM em CA1
gastaram um percentual de tempo semelhante explorando o objeto novo e o
familiar (Fig. 32A), sugerindo que a atividade noradrenérgica na regiao CA1 do

hipocampo dorsal é necessaria para que ocorra consolidacdo da MLD.
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Figura 32. A infusdo do antagonista B-adrenérgico timolol na regido CA1 do hipocampo
dorsal (CA1; A), mas ndao na amigdala basolateral (BSL AMY; B) ou central (CNT AMY; C) 0
min apos o treino prejudica a retengdao da MLD de reconhecimento de objetos. Na sesséo de
treino (dia 1) os ratos foram expostos a dois objetos diferentes (X e Y) por 5 min e imediatamente
apos receberam infusao bilateral (1 pl/lado em CA1 e 0,5 pl/lado em AMY BSL e AMY CNT) de
veiculo (VEH; salina) ou timolol (TIM; 1 ug/ul para CA1 e 2 pg/pl para AMY BSL e CNT). Na
sessao de teste (dia 2), os animais foram expostos a um objeto (X) e um objeto novo (Z) por cinco
minutos para avaliar a retengdo da memoria de longa duracdo. Os dados (média + DP) estédo
apresentados como percentual do tempo total de exploracéo. * P < 0,01 no teste t de uma via de

Student com média tedrica = 50; n = 9 — 12 por grupo.
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3.5 A infusdao de noradrenalina na regido CA1 do hipocampo promove a
persisténcia da memoria de RO

Para verificar os efeitos da noradrenalina na regido CA1 do hipocampo
dorsal ratos foram treinados na tarefa de RO. Imediatamente apds o treino os
animais receberam infusao bilateral intra-CA1 infusdo de VEH ou NA (1 pg/ul;
1ul/lado). A MLD foi avaliada 24 h apds o treino. No teste de retengao da MLD, os
ratos que receberam VEH ou NA apds o treino tiveram um comportamento
semelhante, explorando o objeto novo por um tempo significantemente maior que
o objeto familiar (Fig. 33), sugerindo que a NA nao altera a consolidagédo deste

tipo de memodria.
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Figura 33. A infusao de noradrenalina na regiao CA1 do hipocampo 0 min apds o treino nao
altera a retengdo da MLD de reconhecimento de objetos testada 24 h apds o aprendizado.
Na sessao de treino (dia 1) os ratos foram expostos a dois diferentes objetos (X e Y) por 5 min e
imediatamente apds receberam infusdo bilateral (1 pl/lado) de veiculo (VEH; salina) ou
noradrenalina (NA; 1 pg/ul). Na sessdo de teste (dia 2), os animais foram expostos a um objeto
familiar (X) e um objeto novo (Z) por cinco minutos para avaliar a retengdo da memoaria de longa
duragdo. Os dados (média + DP) estdo apresentados como percentual do tempo total de
exploracdo. * P < 0,01 no teste t de uma via de Student com média teérica = 50; n = 9 — 12 por

grupo.
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Como no teste realizado 24 h apds o aprendizado os ratos nao tratados
(VEH) apresentaram uma memdéria normal e na tarefa de RO ¢é dificil perceber
uma melhora de uma memdéria que ja esta funcionando bem, ao menos com o
protocolo aqui utilizado, optamos por testar um grupo de animais 21 dias apés o
aprendizado (Fig. 34) para ver se o tratamento com NA pés-treino no hipocampo
poderia afetar a persisténcia (Bekinschtein et al., 2007 Rossato et al., 2009), ja
que nao a consolidacao dessa tarefa.

Para isto, os animais foram treinados na tarefa de RO e, imediatamente
ap6s o treino receberam infusdo bilateral intra-CA1 de VEH ou NA (1 pg/ul;
1ul/lado). A persisténcia da MLD foi avaliada 21 dias apds o treino. Neste teste, os
ratos que receberam VEH ja n&o se lembravam do objeto familiar, explorando por
um percentual de tempo similar os dois objetos (Fig. 34). Ao contrario, o grupo de
animais que recebeu NA apds o treino explorou o objeto novo por um tempo
significantemente maior que o objeto familiar, sugerindo que a NA melhora a

persisténcia da MLD na tarefa de RO.
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Figura 34. A infusdo de noradrenalina na regido CA1 do hipocampo 0 min apés o treino
promove persisténcia da MLD de reconhecimento de objetos testada 21 dias apds o
aprendizado. Na sesséo de treino (dia 1) os ratos foram expostos a dois diferentes objetos (X e Y)
por 5 min e imediatamente apds receberam infusdo bilateral (1 pl/lado) de veiculo (VEH; salina) ou
noradrenalina (NA; 1 ug/ul). Na sesséo de teste (dia 21), os animais foram expostos a um objeto
familiar (X) e um objeto novo (Z) por cinco minutos para avaliar a retengdo da memoaria de longa
duragdo. Os dados (média + DP) estdo apresentados como percentual do tempo total de

exploragdo. * P < 0,01 no teste t de uma via de Student com média teérica = 50; n = 9 — 12 por

grupo.

3.6 A infusdao de NMDA no LC promove a persisténcia da memoria de RO

Os receptores NMDA estdo localizados na membrana plasmatica dos
neurénios noradrenérgicos do LC (Grilli et al., 2009). Considerando que as
projecdbes noradrenérgicas ao hipocampo provém exclusivamente do LC,
treinamos animais na tarefa de RO e, imediatamente apds o treino infundimos
bilateralmente intra-LC VEH ou NMDA (0,1 ug/ul; 0,25 ul/lado). A persisténcia da
MLD foi avaliada 21 dias apds o treino. Neste teste, os ratos que receberam VEH
ja ndo se lembravam do objeto familiar, explorando por um percentual de tempo
similar os dois objetos (Fig. 35). Ao contrario, o grupo de animais que recebeu
NMDA apds o treino explorou o objeto novo por um tempo significantemente

maior que o objeto familiar, sugerindo que a ativagdo do LC promove a liberagao
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endbégena de NA no hipocampo, melhorando a persisténcia da MLD na tarefa de

RO, assim como a inje¢cao exdégena de NA promoveu.
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Figura 35. A infusdo de NMDA no LC 0 min apds o treino promove persisténcia da MLD de
reconhecimento de objetos testada 21 dias apos o aprendizado. Na sessdo de treino (dia 1)
os ratos foram expostos a dois diferentes objetos (X e Y) por 5 min e imediatamente apéds
receberam infusao bilateral (0,25 ul/lado) de veiculo (VEH; salina) ou NMDA (0,1 pg/ul). Na sessao
de teste (dia 21), os animais foram expostos a um objeto familiar (X) e um objeto novo (Z) por
cinco minutos para avaliar a retencdo da memoaria de longa duragdo. Os dados (média + DP)
estdo apresentados como percentual do tempo total de exploragao. * P < 0,01 no teste t de uma

via de Student com média tedrica = 50; n = 9 — 12 por grupo.

3.7 As drogas que tiveram efeito amnésico nao alteraram a ansiedade e a
atividade exploratéria dos animais nem a integridade funcional das
estruturas que receberam a infusao

Para verificar se a amnésia causada pela inibicdo do NTS, PGi e LC com
MUS e pela infusdo de TIM na regiao CA1 do hipocampo foi causada realmente
por um prejuizo no processo de consolidagao da memoaria, e ndo induzida por um
prejuizo das fungdes destas estruturas (como uma lesdo das mesmas durante a

injecdo das drogas causada pela propria infusdo ou pela agado das drogas), a
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ansiedade, a atividade exploratéria e a memoria aversiva, dependente destas
estruturas, foram testadas.

Os ratos receberam infusédo bilateral da droga dentro da cada uma das
estruturas mencionadas no paragrafo anterior 24 h antes de serem expostos ao
Labirinto em Cruz Elevado (LCE) ou ao Campo Aberto (CA). O MUS no NTS, PGi
e LC e o TIM em CA1 n&o tiveram efeito sobre o numero total de entradas ou o
percentual de tempo gasto nos bragos abertos durante a sessdo do LCE (Tabela
2 - LCE).

Similarmente, as drogas nao tiveram nenhum efeito sobre o numero de
cruzamentos ou elevagdes durante uma sessao de 5 min de livre exploracéo no
CA (Tabela 2 — CA).

Também, quando as drogas foram infundidas 24 h antes do treino na tarefa
de Esquiva Inibitéria (El), elas ndo afetaram a aquisicdo ou a retencdo da MLD
testada 24 h apos o treino (Tabela 2 — El), uma tarefa que requer a integridade
funcional do NTS (Kerfoot et al., 2008; Roozendal et al., 1999), PGi (Clayton and
Williams, 2000; Annis and Aston-Jones, 1988), LC (Clayton and Williams, 2000) e

da formagao hipocampal (Izquierdo et al., 2006).
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Tabela 2. Infusdes bilaterais de muscimol (MUS) intra-NTS/PGIi/LC e intra-CA1 de timolol
(TIM), ndo tem efeito sobre a atividade locomotora e exploratdria, ansiedade ou integridade
funcional do NTS, PGi, LC e CA1.

VEH MUS NTS MUS PGi MUSLC TIM CA1

Labirinto em Cruz

Elevado

Total de entradas 16,55 + 14,78 + 1,34 11,87 14,1+ 0,76 13,7+ 1,00
1,63 1,86

Tempo nos bragos 154,0 + 178,8 + 121,00 + 180,7 £ 6,74 | 150,0 + 20,00

abertos (s) 7,28 15,11 12,51

Campo Aberto

Cruzamentos 39,33 42,08 + 4,63 39,50 £ 45,33+7,66 | 51,25+7,63
6,04 6,95

Elevacbes 9,00 + 892+1,86 | 6,89+2,17 | 8,36+ 1,55 7,77 £ 2,60

1,51

Esquiva Inibitéria

Laténcia de descida 14,39 + 18,34 + 6,66 15,89 + 10,87 £ 4,44 10,18 £ 3,18

da plataforma no 7,53 5,67

treino (s)

Laténcia de descida 256,9 + 250,3 + 239,78 + 221,8 + 36,7 226,70 +
da plataforma no 79,76 72,07 49,97 43,79
teste (s)

MUS (0,5 pg/lado no NTS e PGi; 0,25 ug/lado no LC) e TIM (1 pg/lado no CA1) foram infundidas
24 h antes do LCE, CA ou sessao de treino na El. Dados estdo expressos como média (+ EP) do
numero total d entradas e tempo gasto nos bragos abertos (LCE; n = 8 por grupo), numero de
cruzamentos e elevagdes (CA; n = 8 por grupo) e laténcia de descida da plataforma na sessao de
treino e teste (s; El; n = 8 por grupo). VEH = veiculo. MUS = muscimol. TIM = timolol.

3.8 A infusao de noradrenalina na regiao CA1 do hipocampo reverte o efeito
amnésico causado pela inibicao do NTS, PGie LC

Considerando que a via NTS-PGi-LC inerva a regido CA1 do hipocampo
dorsal (desconsideramos nesta parte do trabalho a amigdala porque n&o
encontramos efeito amnésico na tarefa de RO diante da inibicdo dos receptores
R-noradrenérgicos desta estrutura), nds investigamos se a amnésia causada pela
infusdo MUS no NTS, PGi e LC pode ser revertida pela inje¢do de noradrenalina
na regido CA1 do hipocampo. Os ratos foram treinados na tarefa de RO e
imediatamente apds receberam infusdo bilateral intra-NTS, -PGi ou -LC de VEH
ou MUS (0,1 pg/ul; 0,5 pl/lado para NTS e PGi ou 0,2 ug/ul; 0,25 ul/lado para LC)
seguida pela infus&o bilateral intra-CA1 de VEH ou NA (1 ug/ul; 1ul/lado). A MLD

foi avaliada 24 h apds o treino. No teste de retencdo da MLD, os ratos que
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receberam VEH ou MUS + NA apds o treino exploraram o objeto novo por um
tempo significantemente maior que o objeto familiar (Fig. 36), sugerindo que a
amnésia causada pela inibicdo do NTS, PGi e LC na tarefa de RO ocorre porque
com a inibicdo das diferentes etapas desta via deixa de haver liberagcdo de

noradrenalina na regiao CA1 do hipocampo.
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Figura 36. A infusao de noradrenalina na regido CA1 do hipocampo imediatamente apés a
infusdo de muscimol no NTS (A), PGi (B) e LC (C) 0 min apés o treino na tarefa de
reconhecimento de objetos reverte a amnésia causada pelo muscimol. Na sess&o de treino
(dia 1) os ratos foram expostos a dois objetos diferentes (X e Y) por 5 min e imediatamente apds
receberam a infusdo bilateral de veiculo (VEH; salina) ou muscimol no NTS, PGi ou LC +
noradrenalina em CA1 (MUS: 0,1 pg/ul, 0,5 pl/lado para NTS e PGi; 0,2 ug/ul, 0,25 ul/lado para
LC; NA: 1 ug/ul, 1 pl/lado para CA1). Na sesséo de teste (dia 2), os animais foram expostos a um
objeto familiar (X) e um objeto novo (Z) por cinco minutos para avaliar a retencdo da memoaria de
longa duragdo. Os dados (média + DP) estdo apresentados como percentual do tempo total de

exploragdo. * P < 0,01 no teste t de uma via de Student com média tedrica = 50; n = 9 — 12 por

grupo.
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3.9 A infusao de NMDA no LC reverte o efeito amnésico causado pela
infusdo de muscimol no NTS e PGi apés o treino na tarefa de RO

Para investigar se a amnésia causada pela infusdo de MUS no NTS e PGi
pode ser revertida pela estimulagdo de um ponto subsequente da via, nos
estimulamos o LC com NMDA apés a inibicdo dos pontos anteriores da via. Ratos
foram treinados na tarefa de RO e, imediatamente apdés o treino receberam
infusdo bilateral intra-NTS ou -PGi de VEH ou MUS (0,1 ug/ul; 0,5 pl/lado) e
infusdo bilateral intra-LC de VEH ou NMDA (0,1 pg/ul; 0,25 pl/lado). A MLD foi
avaliada 24 h ap6s o treino. No teste de retencdao da MLD os ratos que receberam
VEH ou MUS + NMDA apds o treino exploraram o novo objeto por um tempo
significantemente maior que o familiar (Fig. 37), sugerindo que a infusdo de
NMDA no LC pode reverter o déficit de memoéria causado pela inibicdo do NTS

(Fig. 37A) e do PGi (Fig. 37B) na tarefa de RO.
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Figura 37. A infusdo de NMDA no LC imediatamente apés a infusdao de muscimol no NTS (A)

e PGi (B) 0 min apés o treino na tarefa de reconhecimento de objetos reverte a amnésia

causada pelo muscimol. Na sessdo de treino (dia 1) os ratos foram expostos a dois objetos

diferentes (X e Y) por 5 min e imediatamente apds receberam a infusao bilateral de veiculo (VEH;
salina) ou muscimol no NTS ou PGi + NMDA em LC (MUS: 0,1 pg/ul, 0,5 ul/lado para NTS e PGi;
NMDA: 0,1 ug/ul, 0,25 pl/lado para CA1). Na sessao de teste (dia 2), os animais foram expostos a

um objeto familiar (X) e um objeto novo (Z) por cinco minutos para avaliar a retengdo da memoaria

de longa duracdo. Os dados (média + DP) estdo apresentados como percentual do tempo total de

exploragdo. * P < 0,01 no teste t de uma via de Student com média tedrica = 50; n = 9 — 12 por

grupo.
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3.10 As drogas ou combinagcdoes de drogas administradas nao alteraram o
tempo total de exploragao dos objetos durante o teste na tarefa de RO
Nenhuma das drogas ou combinagao de drogas utilizadas afetou o tempo

total de exploragéo durante a sessao de teste no RO (Tabela 3).

Tabela 3. A administragao intra-estrutura de muscimol, timolol, noradrenalina, NMDA ou
combinag¢des destas drogas nado afetou a exploragéo na tarefa de RO.

Tempo total de
exploragao (s)

Sessao de treino 48,38 £ 9,72
Sessao de teste

VEH 4795+ 4,14
MUS NTS (0,5 ug/lado; 0,1 pg/ul) 48,57 + 4,71

MUS PGi (0,5 pg/lado; 0,1 ug/ul) 37,99+ 5,71

MUS LC (0,25 ug/lado; 0,2 ug/ul) 43,31 + 3,77
TIM CA1 (1 ug/lado; 1 ug/ul) 44,28 + 4,77
NA CA1 (1 ug/lado; 1 ug/ul) 47,28 +6,8

TIM AMY BSL (0,5 ug/lado; 2 ug/ul) 35,92 + 6,37
TIM AMY CNT (0,5 pg/lado; 2 ug/ul) 49,33 £ 5,93
MUS NTS + NA CA1(0,5 pg/lado; 0,1 pug/ul + 1 ug/lado; 1 pg/ul) 52,32 + 11,83
MUS PGi + NA CA1 (0,5 ug/lado; 0,1 pug/ul + 1 ug/lado; 1 pg/ul) 49,66 + 8,38
MUS LC + NA CA1 (0,25 ug/lado; 0,2 ug/ul + 1 ug/lado; 1 ug/ul) 42,1 + 8,52

MUS NTS + NMDA LC (0,5 pg/lado; 0,1 pg/ul + 0,25 ug/lado; 0,1 38,59 +6,4

pg/pl)

MUS PGi + NMDA LC (0,5 pg/lado; 0,1 ug/ul + 0,25 ug/lado; 0,1 37,71 +£8,48
Hg/pl)

Tempo total de exploragéo (s; média + DP) durante a sessao de treino e teste para os animais
apresentados nos experimentos anteriores. VEH = veiculo. MUS = muscimol. TIM = timolol. NA =
noradrenalina.

3.11 A inativagdo do NTS, PGi ou LC com muscimol imediatamente apés o
treino no RO impede que ocorra o aumento da expressao de BDNF
decorrente do aprendizado 120 min apés o0 mesmo.

Achados recentes indicaram que 120 min apds o treino no RO ocorre um
aumento na expressao de BDNF na regiao CA1 do hipocampo dorsal (Furini et
al., 2010). O BDNF tem um papel essencial na formagao e persisténcia da
memoria (Bekinschtein et al., 2008; Romero-Granados et al., 2009). Assim, nds
estudamos um possivel link entre a ativagcdo da via NTS-PGi-LC-CA1 e a

expressao protéica de BDNF durante a consolidacdo da memodria de RO. Nés
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verificamos que a inativagdo do NTS (Fig. 38A), PGi (Fig. 38B) ou LC (Fig. 38C)
com MUS impede o aumento do BDNF que ocorre 120 min apds o treino na tarefa

de RO.
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Figura 38. O treino na tarefa de reconhecimento de objetos promove um aumento da
expressao de BDNF 120 min apés o aprendizado; este aumento é bloqueado pela infusdao de
muscimol no NTS (A), PGi (B) e LC (C). Os animais receberam implanta¢ao cirdrgica de canulas
(Naive), foram habituados por 4 dias (Hab) e/ou treinados na tarefa de RO (Sal e MUS). Os ratos
treinados foram expostos a dois objetos diferentes por 5 min e imediatamente apds o treino
receberam infusdo bilateral de salina (Sal) ou muscimol (MUS) no NTS, PGi (0,1 pg/ul; 0,5 pl/lado)
ou LC (0,2 pg/ul; 0,25 pl/lado). 120 min apds, os animais foram mortos por decapitagao, a regido
CA1 do hipocampo dissecada e o homogeneizado total submetido ao SDS-PAGE seguido por
analise de immunoblot com anticorpos contra o BDNF. As barras representam os niveis
percentuais de BDNF em relagdo ao grupo controle (Naive). Os dados estdo apresentados como
média + DP. * P < 0,05 no teste de Dunnett apés ANOVA; n = 5 por grupo.
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3.12 A inativagdo do NTS, PGi ou LC com muscimol imediatamente apés o
treino no RO nao altera a expressdao de tubulina 120 min apés o
aprendizado.

Como experimento controle medimos a expressao de tubulina utilizando as
mesmas amostras. A expressao de tubulina, ao contrario da de BDNF, foi igual

em todos os grupos (Fig. 39).
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Figura 39. A infusdao de muscimol no NTS (A), PGi (B) e LC (C) apés o treino na tarefa de RO
ndo altera a expressdo de tubulina 120 min apés o aprendizado. Os animais receberam
implantagéo cirurgica de canulas (Naive), foram habituados por 4 dias (Hab) e/ou treinados na
tarefa de RO (Sal e MUS). Os ratos treinados foram expostos a dois objetos diferentes por 5 min e
imediatamente apo6s o treino receberam infuséo bilateral de salina (Sal) ou muscimol (MUS) no
NTS, PGi (0,1 pg/ul; 0,5 pl/lado) ou LC (0,2 ug/ul; 0,25 pl/lado). 120 min apdés, os animais foram
mortos por decapitacdo, a regido CA1 do hipocampo dissecado e o homogeneizado total
submetido ao SDS-PAGE seguido por analise de immunoblot com anticorpos contra a tubulina. As
barras representam os niveis percentuais de tubulina em relagédo ao grupo controle (Naive). Os
dados estdo apresentados como média + DP. * P < 0,05 no teste de Dunnett apés ANOVA; n =5

por grupo.
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3.13 A infusdo de noradrenalina na regiao CA1 do hipocampo imediatamente
apoés a infusao de muscimol no NTS, PGi ou LC permite que ocorra o
aumento da expressao de BDNF decorrente do aprendizado 120 min apés
este

A infusdo de noradrenalina na regidao CA1 do hipocampo imediatamente
apo6s a infusdo de MUS no NTS (Fig. 40A), PGi (Fig. 40B) ou LC (Fig. 40C)
reverte o efeito do muscimol e permite que o aumento da expressao de BDNF que

ocorre 120 min apds o treino no RO volte a ocorrer.
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Figura 40. A infusdo de NA na regido CA1 do hipocampo imediatamente apés a infusdo de
muscimol no NTS (A), PGi (B) ou LC (C) logo apoés o treino na tarefa de RO permite que
ocorra o aumento da expressao de BDNF decorrente do aprendizado 120 min apés o treino.
Os animais receberam implantagéo cirirgica de canulas (Naive) e/ou treinados na tarefa de RO
(Sal e MUS+NA). Os ratos treinados foram expostos a dois objetos diferentes por 5 min e
imediatamente apdés o treino receberam infusdo bilateral de salina (Sal) ou muscimol +
noradrenalina (MUS+NA); MUS no NTS, PGi (0,1 pg/ul; 0,5 pl/lado) ou LC (0,2 pg/ul; 0,25 ul/lado)
e NA em CA1 (1 pg/ul; 1 pl/lado). 120 min apds, os animais foram mortos por decapitacdo, a
regido CA1 do hipocampo dissecada e o homogeneizado total submetido ao SDS-PAGE seguido
por analise de immunoblot com anticorpos contra o BDNF. As barras representam os niveis
percentuais de BDNF em relagdo ao grupo controle (Naive). Os dados estdo apresentados como
média + DP. * P < 0,05 no teste de Dunnett apés ANOVA; n = 5 por grupo.
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3.14 A infusao de noradrenalina na regiao CA1 do hipocampo imediatamente
apos a infusao de muscimol no NTS, PGi ou LC nao altera a expressao de
tubulina 120 min apéds este

Como experimento controle medimos a expressao de tubulina utilizando as
mesmas amostras do experimento anterior. A expressao de tubulina, ao contrario

da de BDNF, foi igual em todos os grupos (Fig. 41).
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Figura 41. A infusdo de NA na regido CA1 do hipocampo imediatamente apés a infusdo de
muscimol no NTS (A), PGi (B) ou LC (C) logo apds o treino na tarefa de RO nao altera a
expressdo de tubulina 120 min apés o treino. Os animais receberam implantacdo cirirgica de
canulas (Naive) e/ou treinados na tarefa de RO (Sal e MUS+NA). Os ratos treinados foram
expostos a dois objetos diferentes por 5 min e imediatamente apds o treino receberam infusao
bilateral de salina (Sal) ou muscimol + noradrenalina (MUS+NA); MUS no NTS, PGi (0,1 pg/ul; 0,5
pl/lado) ou LC (0,2 ug/ul; 0,25 pl/lado) e NA em CA1 (1 ug/ul; 1 pl/lado). 120 min apds, os animais
foram mortos por decapitagcdo, a regido CA1 do hipocampo dissecada e o homogeneizado total
submetido ao SDS-PAGE seguido por analise de immunoblot com anticorpos contra a tubulina. As
barras representam os niveis percentuais de tubulina em relagédo ao grupo controle (Naive). Os
dados estdo apresentados como média £ DP. * P < 0,05 no teste de Dunnett ap6s ANOVA; n =5

por grupo.
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3.15 A infusdao de NMDA no LC imediatamente apoés a infusdao de muscimol
no NTS ou PGi permite que ocorra o aumento da expressao de BDNF
decorrente do aprendizado 120 min apods este

A infusdo de NMDA no LC apés a infusdo de MUS no NTS (Fig. 42A) ou
PGi (Fig. 42B) permite que o aumento da expressdo de BDNF decorrente do
aprendizado 120 min apds o treino no RO volte a ocorrer, revertendo o efeito

amnésico da injecdo de muscimol.
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Figura 42. A infusdo de NMDA no LC imediatamente apds a infusdao de muscimol no NTS (A)
ou PGi (B) logo apés o treino na tarefa de RO permite que ocorra o aumento da expresséao
de BDNF decorrente do aprendizado 120 min apés o treino. Os animais receberam
implantagao cirurgica de canulas (Naive) e/ou treinados na tarefa de RO (Sal e MUS+NMDA). Os
ratos treinados foram expostos a dois objetos diferentes por 5 min e imediatamente apds o treino
receberam infusao bilateral de salina (Sal) ou muscimol + NMDA (MUS+NMDA); MUS no NTS ou
PGi (0,1 pg/ul; 0,5 pl/lado) e NMDA em LC (0,1 pg/ul; 0,25 pl/lado). 120 min apds, os animais
foram mortos por decapitacdo, a regido CA1 do hipocampo dissecada e o homogeneizado total
submetido ao SDS-PAGE seguido por analise de immunoblot com anticorpos contra o BDNF. As
barras representam os niveis percentuais de BDNF em relagdo ao grupo controle (Naive). Os
dados estao apresentados como média = DP. * P < 0,05 no teste de Dunnett apés ANOVA; n =5

por grupo.

3.16 A infusdao de NMDA no LC imediatamente apos a infusdo de muscimol
no NTS, ou PGi nao altera a expressao de tubulina 120 min apés este

Como experimento controle medimos a expressao de tubulina utilizando as
mesmas amostras. A expressao de tubulina, ao contrario da de BDNF, foi igual

em todos os grupos (Fig. 43).
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Figura 43. A infusdo de NMDA no LC imediatamente apds a infusdao de muscimol no NTS (A)

ou PGi (B) logo apés o treino na tarefa de RO nao altera a expressao de tubulina 120 min
apos o treino. Os animais receberam implantacao cirdrgica de canulas (Naive) e/ou treinados na
tarefa de RO (Sal e MUS+NMDA). Os ratos treinados foram expostos a dois objetos diferentes por
5 min e imediatamente apds o treino receberam infusao bilateral de salina (Sal) ou muscimol +
NMDA (MUS+NMDA); MUS no NTS ou PGi (0,1 pg/ul; 0,5 pl/lado) e NMDA em LC (0,1 pg/ul; 0,25
pl/lado). 120 min apds, os animais foram mortos por decapitagdo, a regido CA1 do hipocampo
dissecada e o homogeneizado total submetido ao SDS-PAGE seguido por analise de immunoblot
com anticorpos contra a tubulina. As barras representam os niveis percentuais de tubulina em
relacdo ao grupo controle (Naive). Os dados estdo apresentados como média £ DP. * P < 0,05 no

teste de Dunnett apés ANOVA; n = 5 por grupo.
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IV DISCUSSAO

Os resultados dos experimentos descritos confirmam a participagéo da via
NTS-PGi-LC-CA1 na consolidagdo da memoaria de reconhecimento de objetos. Ja
€ sabido que estas estruturas tém uma importante contribuicdo na retencédo da
memoria aversiva na tarefa de esquiva inibitéria (Clayton e Williams, 2000;
Khakpour-Taleghari et al., 2008; Miyashita e Williams, 2004; Roozendaal et al.,
1999), mas, de acordo com a literatura revisada, esta € a primeira vez que a
participacéo destas estruturas nos processos mneménicos € na memoria de longa
duracgéo de RO é investigada.

Varios estudos investigaram o papel do NTS na consolidagdo da memodria
aversiva, mostrando que a inativagao reversivel do NTS prejudica a retencéao da
memoria aversiva (Wiliams e McGaugh, 1992; 1993) e que a ativagao
adrenérgica do NTS potencializa a liberagdo de noradrenalina na amigdala e
melhora a retengcdo na memoria emocional (Clayton e Williams, 2000b). Outros
estudos investigaram a participagdo do PGi neste processo. Clayton e Williams
(2000c) verificaram que a inibicdo do PGi prejudica a retengdo na tarefa de
esquiva. Os mesmos autores mostraram que a ativagdo do PGi com glutamato
apos o treino na esquiva inibitéria melhora a retengdo desta memoaria (Clayton e
Williams, 2000a). Também, Khakpour-Taleghari et al. (2008) mostraram que o LC
esta envolvido na consolidagéo e evocagdo, mas nao na aquisi¢ao deste tipo de
memoria. A participacdo da formacgao hipocampal no aprendizado aversivo €&
conhecida ha longo tempo (lzquierdo e Medina, 1997; Izquierdo et al., 2006; Qi e
Gold, 2009). Porém, muito pouco se sabe sobre a participagdo do NTS, PGi e LC

na consolidagdo de memorias declarativas ndo-aversivas de longa duragéo.
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Nossos resultados mostram que a inibicao destas estruturas (NTS, PGi e
LC) até 3 h apds o aprendizado na tarefa de RO prejudica a formagao da memaria
declarativa de reconhecimento. Ainda, confirmamos a organizagdo destas
estruturas como uma via, ja que o efeito amnésico da injecao de MUS em NTS e
PGi é revertido com a estimulagdo do LC com NMDA, ou seja, a inibigdo de um
ponto da via, que causou amnésia, € revertida pela estimulacdo de um ponto
subsequente desta. Os receptores NMDA localizados na membrana plasmatica
dos neurbnios noradrenérgicos do LC, alvo preferencial dos inputs
glutamatérgicos (Grilli et al., 2009), quando ativados, causam uma despolarizagéo
da membrana, pois cargas ibnicas positivas entram através dos canais idnicos
abertos e, por sua vez, geram a abertura de canais de calcio; o calcio entra na
célula e entdo, ocorre exocitose das vesiculas de neurotransmissores (Malva et
al, 1994; Sershen et al., 1997).

Estes achados confirmam hipéteses de outros estudos que sugeriram a
organizagdo destas estruturas como uma via. Wililams e Miyashita (2004)
observaram que 180 min apos a injegao periférica de adrenalina ocorre um
aumento da concentracdo de NA no hipocampo; porém; diante da inibigdo do NTS
este aumento deixa de ocorrer, sugerindo que a inibicdo da atividade do NTS
interrompe a transmissdo de informagdes advindas da periferia ao hipocampo e
influencia a liberagdo de neurotransmissores. A informacao advinda da periferia é
carreada pelo nervo vago ao NTS (Kalia e Sullivan, 1982) e, entdo enviada a
outras regides, como o LC (Takigawa e Mogenson, 1977). Holdefer e Jensen
(1987) demonstraram, através de estudos eletrofisiologicos, que a administracao
de adrenalina produz um aumento crescente na ativacdo dos neurénios do LC,

que representa o maior input noradrenérgico ao hipocampo (Haring e Davies,
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1985; Loy et al.,, 1980; Loughlin, Foote e Grazanna, 1986). Ainda, Babstock e
Harley (1992) verificaram que a ativagao elétrica do PGi desencadeia potenciagao
de longa duragao (LTP, do inglés Long-Term Potentiation) da via perfurante e giro
denteado na formagao hipocampal. Os referidos autores concluiram que este
efeito resulta da ativagdo endégena do LC, principal entrada noradrenérgica ao
hipocampo, diante da estimulagdo do PGi, uma vez que o propanolol (antagonista
beta-adrenérgico) bloqueou a LTP.

King e Williams (2009) concluiram que a exposi¢do a novidade induz um
estado de alerta que afeta os processos relacionados a memoaria pela influéncia
de horménios periféricos, principalmente adrenalina, e promove a ativacdo do
nervo vago e do NTS, de forma que a consolidagédo da memadria que envolve uma
novidade requer algum mecanismo glutamatérgico no NTS que medeia as
consequéncias mnemonicas das alteracbes hormonais causadas pela exposicao
a novidade, reforcando nossa hipétese do envolvimento destas estruturas na
memoria de reconhecimento de objetos.

Nés demonstramos, ainda, que a ativagao dos receptors 3-adrenérgicos na
regiao CA1 do hipocampo imediatamente apds o treino € necessaria para que
ocorra consolidacdo da memoria de RO. Quando timolol, um antagonista dos
receptores -adrenérgicos € infundido nesta regido apos o treino os ratos tornam-
se amnésicos, o0 que concorda com os achados de Straube et al., (2003), que
bloquearam 0os  receptores noradrenérgicos  através  da infusdo
intracerebroventricular de propanolol previamente a exposicdo a um contexto ndo-
familiar e verificaram que a melhora da LTP normalmente induzida pelo contexto

novo deixou de ocorrer.
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McGaugh e seus colaboradores (Williams e McGaugh,1993; McGaugh,
2000) demonstraram que a injegao periférica de adrenalina melhora a retengéo da
memoria aversiva. Entretanto, a infusdo de noradrenalina na regido CA1
imediatamente apdés o treino ndo afeta a consolidacdo da memodria de
reconhecimento. Isto era esperado, uma vez que os animais do grupo controle
tém um aprendizado normal, e para se diferenciar do grupo que recebeu NA
deveriam apresentar uma melhora da meméaria, o que € dificil ou até impossivel
de se verificar ao menos nesta tarefa. Entretanto, a infusdo de noradrenalina na
regiao CA1 do hipocampo reverte o efeito amnésico causado pela inibicdo do
NTS, PGi e LC. Isto confirma nossa hipétese de que os receptores [3-adrenérgicos
de CA1 atuam no ponto final da via NTS — PGi — LC — CA1. O estudo de Williams
e McGaugh (1993) também corrobora a nossa hipétese de estudo, de que o NTS
recebe inputs periféricos e entado influencia a acdo das catecolaminas sobre a
memoria. Os pesquisadores verificaram que, diante da inibicdo do NTS, a inje¢ao
periférica de adrenalina deixa de causar a anteriormente observada melhora da
retencdo mnemaonica.

Sao abundantes as evidéncias da participacdo do BDNF na consolidacéo e
persisténcia das memorias (Bekinschtein et al., 2007; Bekinschtein et al., 2008;
Romero-Granados et al., 2009; Slipczuk et al., 2009). Foi demonstrado
recentemente que 120 min apds o treino na tarefa de reconhecimento de objetos
ocorre um aumento na expressao de BDNF na regido CA1 do hipocampo dorsal
(Furini et al., 2010). Nossos resultados confirmam esses achados; demonstram
que a inibicdo do NTS, PGi ou LC impede este aumento da expressdo de BDNF,
e que a co-infusdo de NA em CA1 apds a inibicdo destas estruturas reverte este

efeito e 0 aumento de BDNF 120 min ap6s o aprendizado no RO volta a ocorrer.
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Também, a estimulagdo do LC com NMDA apds a inibigdo do NTS ou PGi permite
que o aumento do BDNF volte a ocorrer.

O papel da NA na modulagado da meméria ja é reconhecido a longo tempo,
porém, poucos estudos procuram descrever como as demais estruturas do SNC,
como o NTS, contribuem para entregar NA ao sistema mneménico (Williams, Men
e Clayton, 2000). Nossos resultados demonstram que a liberagdo de NA na regido
CA1 do hipocampo, além de necessaria para a consolidagdo da memoaria de RO,
€ modulada pela via NTS-PGi-LC. O NTS é ativado por estimulos periféricos
diante da novidade, o que ocorre, por exemplo, quando o rato & exposto a dois
objetos novos no treino na tarefa em questdo. O NTS manda proje¢cdes ao PGi, e
este ao LC; e, o LC controla a liberagdo de NA na regiao CA1 do hipocampo. Ja
foi demonstrado que, no aprendizado aversivo, o LC também controla a liberagao
de NA na amigdala (Roozendaal et al., 2009); Wiliams e Miashita (2004)
verificaram que os efeitos do sistema noradrenérgico sobre a memoria aversiva,
porém, ndo dependem so da liberagdo de NA na amigdala, mas também da co-
ativagao do sistema noradrenérgico hipocampal. No caso da memoria declarativa
de RO nossos resultados n&o evidenciam a participagcdo do sistema
noradrenérgico da amigdala central ou basolateral no processo de consolidagao.

A descoberta de novidades estimula a liberagdo noradrenérgica na regiao
CA1 do hipocampo (Inalainen, Riekkinen e Feenstra, 1999) e esta modula a
expressdo de proteinas relevantes para a memoria (Kobayashi e Yasoshima,
2001). A ligacéo desta catecolamina aos beta-receptores da membrana celular
das células hipocampais deve ativar CREB (Sara, 2009) e, de acordo com nossos
resultados, aumentar a expressao de BDNF, conforme ilustrado na figura 44. O

BDNF tem se mostrado necessario para a formacdo de diferentes tipos de
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aprendizados, estando relacionado com a plasticidade sinaptica e processos
mnemonicos (Bekinschtein et al.,, 2007, 2008). Nossos resultados e os de
pesquisa prévia realizada em nosso laboratério (Furini et al., 2010), demonstram
que a expressao protéica de BDNF aumenta 120 min apds o aprendizado no RO.
Além disso, nés confirmamos que a estimulagao noradrenérgica endoégena é dada
pelo LC, uma vez que a inativagado que qualquer ponto da via NTS-PGi-LC-CA1
impede o aumento do BDNF, e que a inativagcdo de um ponto seguido pela
ativacdo de um ponto subsequente da via reverte este efeito e permite que volte a

ocorrer o aumento do BDNF.
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Figura 44. Esquema da via de sinalizagao intracelular na célula nervosa da regiao CA1 do
hipocampo dorsal apés a estimulagao noradrenérgica. A NA se liga aos receptores beta-
adrenérgicos na membrana das células nervosas da regido CA1 do hipocampo. Esta ligacdo ativa
a proteina G estimulatéria, que ativa a adenilato ciclase, gerando aumento da concentragdo
intracelular de AMP ciclico, este ativa a PKA, se ligando as suas subunidades regulatérias e
liberando as cataliticas. As subunidades cataliticas, quando liberadas entram no nucleo e
promovem a fosforilagdo de CREB. O CREB fosforilado estimula a transcricdo génica que, neste
caso, promove a expressao protéica de BDNF. LC = Lécus Coeruleus. Proteina Gs = Proteina G
Estimulatéria. GTP = Guanosina Tri-Fosfatada. AMP = Adenosina Mono-Fosfatada. PKA =
Proteina Kinase A (Ativadora). R = Subunidade Regulatéria da PKA . C = Subunidade C da PKA
(de ligacdo ao CREB). CREB = Elemento de Ligagao a Proteina Responsivo ao AMPc, do inglés
cAMP Response Element Binding Protein. BDNF = Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro, do
inglés Brain Derived Neurotrophic Factor.
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v CONCLUSOES

Com base em nossos resultados, podemos concluir que:

A ativacdo do NTS é necessaria para a consolidagao na meméria de longa
duracao de RO ao menos até 3 h apds o aprendizado;

A ativagao do PGi é necessaria para a consolidagdo na memoaria de longa
duracao de RO ao menos até 3 h apds o aprendizado;

A ativacado do LC é necessaria para a consolidagcdo na memoaria de longa
duracao de RO ao menos até 3 h apds o aprendizado;

A ativagdo noradrenérgica da regido CA1 do hipocampo dorsal
imediatamente apds o treino na tarefa de RO é necessaria para que ocorra
a consolidagao desta memoria;

A ativacado noradrenérgica da amigdala central e da amigdala basolateral
nao é necessaria para que ocorra consolidacido da memoria de RO;

A injecdo exdgena de NA na regido CA1 do hipocampo permite que a
memoria de RO persista por mais tempo (21 dias);

A injecdo de NMDA no LC estimula o LC, via eferente noradrenérgica ao
hipocampo, e permite que a memoria de RO persista por mais tempo (21
dias);

A injecdo de NA na regido CA1 do hipocampo reverte o efeito amnésico da
inibicdo do NTS, PGi ou LC apéds o treino na tarefa de RO permite que
ocorra a consolidagcdo desta memoria, o que permite concluir que a
ativacdo subsequente destas estruturas culmina da liberacdo de NA em

CA1;
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9) A injecdo de NMDA no LC apés a inativagédo do NTS ou PGi apds o treino
na tarefa de RO permite que ocorra a consolidagdo desta memoria, o que
permite concluir que o LC é responsavel pela liberacdo endégena de NA
em CA1,

10)O aprendizado na tarefa de RO gera um aumento na expressao protéica de
BDNF na regidao CA1 do hipocampo 120 min apds o treino;

11)A inibicdo do NTS, do PGi ou do LC imediatamente apds o treino na tarefa
de RO bloqueia 0 aumento na expressao protéica de BDNF na regiao CA1
do hipocampo que ocorre 120 min apés o treino;

12)A infusdo de NA na regido CA1 do hipocampo imediatamente apds a
inibicdo do NTS, do PGi ou do LC logo apds o treino na tarefa de RO
permite 0 aumento na expressao protéica de BDNF na regido CA1 do
hipocampo que ocorre 120 min apds o treino;

13)A infusdo de NMDA no LC imediatamente apods a inibigdo do NTS ou do
PGi logo apos o treino na tarefa de RO permite o aumento na expresséo
protéica de BDNF na regido CA1 do hipocampo que ocorre 120 min apds o

treino.

Por fim, podemos concluir que a via NTS-PGi-LC-CA1 participa e sua
ativagcdo é essencial para a consolidagdo da memoria declarativa de longa
duragdo de reconhecimento de objetos. Esta via integra as informacdes
periféricas recebidas diante deste aprendizado novo e culmina na liberacdo de NA

no hipocampo.
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VI PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados desta pesquisa permitiram confirmar algumas hipéteses
levantadas pela literatura e por estudos prévios do grupo de pesquisa do Centro
de Memdria que ainda nao haviam sido testadas. Porém, com a demonstragao da
participacdo da via NTS-PGi-LC-Hipocampo na consolidacdo da memoria de
reconhecimento de objetos, novas perguntas surgiram no intuito de melhor
compreender os mecanismos envolvidos na retengcdo da memoaria de longa
duragéo no paradigma de RO.

Assim, minhas perspectivas futuras envolvem o trabalho em colaboracao
com o Centro de Memodria para que possam ser investigadas questées como:

1) Verificar diretamente no hipocampo as alteragdes na concentragao de NA
decorrentes do aprendizado na tarefa de RO, medindo a concentracéo
basal de NA na regido CA1 do hipocampo e em diferentes tempos apos o
aprendizado na tarefa de RO, utilizando, para isto, o HPLC (Cromatografia
Liquida de Alta Performance ou Pressao, sigla do inglés High performance
liquid chromatography (or high pressure liquid chromatography), técnica
que estou comegando a estudar e conhecer.

2) Verificar se ocorrem alteragdes na concentragdo de NA diretamente na
regido CA1 do hipocampo apdés os procedimentos farmacologicos
utilizados nesta tese (inibicdo do NTS, PGi e LC; inibicdo, seguida pela
estimulacdo noradrenérgica de CA1 ou estimulagdo do LC com NMDA)
utilizando o HPLC;

3) Relacionar os resultados apresentados com resultados de outro trabalho

no qual estou envolvida junto ao Centro de Memoria, que inclui a
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participacdo de outros tipos de receptores hipocampais modulados pela

noradrenalina na consolidagao da memoéria de RO.
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Maternal deprivation during the first 10days of life induces significant behavioral altemtions in rodents
which persist through adulthood. Physical exercise reduces the cognitive deficts assodated with phar-
macologic and pathological conditions. Here we investizgated whether forced physical exercise alters
memory defidts caused by postnatal matemal deprivation. Male rats were divided into four groups:
{1} control, (2} deprived, (3) exercised, and (4] deprived + exemcised. In groups 2 and 4, pups were
deprived from their mothers for 3 hjday during the first 10 days post-hirth. In groups 3 and 4, from paost-
natal day 45 (PMND-45) on, animals were submitted to forced treadmill exercise At adulthood, animals
were submitted to four different behavioral tasks: open field, Morris water maze (MWM), object recog-
nition (OR] and inhibitory avoidance (1A). Maternal deprivation had no effect on open field behavior, but
disrupted memory in the three other tasks. Physical exercise alone had no effect, except for a slight
enhancement of MWM learning. Importantly, physical exercise reversed the defict of IA and reduced
the deficit of = patial memaory but not that of OR seen in deprived animals. It is possible that physical exer-
cise may counteract the influence of maternal deprivation on neurchumaoral ar hormonal memaory mod-
ulatory systems related to stress. Indeed, the decreasing order of the effect of exerdse on the memory
disturbances induced by deprivation roughly follows the descending degree of siress assodated with
each task (1A > MWM = OR). Maternal deprivation is known to hinder hormonal mechanisms involved

in coping with stress,

@ 2009 Ekevier Inc All rights reserved.

1. Introduction

Early postnatal maternal deprivation indwces cognitive deficits
that persist into adulthood and senescence in rats (Benetti et al.,
2000, 2007: Lehmann, Pryce, Bettschen, & Feldon, 1999: Oitzl,
Workel, Fluttert, Frosch, & de Kloet, 2000: Renard, Sudrez, Levin,
& Rivarola, 2005). These are accompanied by neurochemical and
anatomical modifications, such as reduced expression of brain-de-
rived neurotrophic factor (BDNF) and M-methyl-D-aspartate
(NMDA) receptor subunits (Ang, Wong, Moochhala, & Ng 2003;
Kuma et al, 2004; Roceri, Hendriks, Racagni, Ellenbroek, & Riva,
2002), increased nerve growth factor expression (Cirulli, Micera,
Alleva, & Aloe, 1998), reduced mossy fiber density (Hout, Plotsky,
Lenox, & Mcnamara, 2002), as well as by hormonal and neurohu-
moral alterations, such as elevated basal pituitary-adrenal acrivity
(Rots et al, 1996: Schmidt, Oirzl, Levine, & de Kloet, 2002}, and al-
tered responses to stress (Liw, Caldji, Sharma, Plotsky, & Meaney,
2000; Mirescu & Gould, 2006).

= Cores pondi ng suthor.
E-mail addres; i quierdemacom.br (1. Iaquiends)

1074-T427[§ - see front matter & 2008 Elkevier Inc. All rights reserved.
dod: T0CTOUEj il 2005904004

Physical exercise has been reported to exert beneficial effects on
different memory types (Ang & Gomez-Pinilla, 2007 : Winter et al.,
2007), including spatial (Alsei, Moloudi, & Sarkaki, 2007 Ang
Dawe, Wong, Moochhala, & Ng 2006), and fear long-te rm memory
[LTM: Chen et al, 2007). We have previously detected only very
mild enhancing effects on spatial learning, and no effects at all in
an object recogniton learning task and in inhibitory avoidance
{Mello, Benetti, Cammarota, & lzquierdo, 2008). Barnes et al
{1991) were also unable to detect significant influences of physical
exercise on various cognitive parameters in rats, However, exercise
has been reported to reverse memory deficits caused by morphine
(Alaei et al, 2006) and aging (Van Praag, Shubert, Ahao, & Gage,
2005) in animals, and © reduce cognitive impairments in aged
humans (Friedland et al, 2001: Laurin, Verreault, Lindsay, Macph-
erson, & Rockwood, 2001 ).

We sudied the memory deficits caused by maternal depriva-
tion for 3hfday during 10days (Benewmi et al., 2009: Mcintosh,
Anisman, & Merali, 1999) in rats, and examined whether forced
physical exercise can reverse these deficits. We used forced phys-
ical exercise in a treadmill (Ang et al, 2006; Mello et al., 2008:;
Radak et al, 2006). Forced exercise has been shown to have
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positive effects in humanlearning (Winter et al., 2007} In this pro-
cedure it is easier to control the tme, duration, and intensity of the
running, than in free running procedures [e.g, Kennedy, Smith, &
Fleshner, 2005; Van Praag et al., 2005), which permits control of
training volume (Moraska, Deak, Spencer, Roth, & Fleshner,
2000% but it involves a degree of stress (Cotman & Berchrold,
2002; Dishman, 1997: Dishman et al, 1997; Mello et al., 2008).

2. Materials and methods
21. Animals

Pregnant female Wistar rats (age of 3-4 months, weight of 250-
280 ¢g) were cbtained from the Reproduction Center of the Univer-
sidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) All animals were
maintained in light/dark cycle (lights on at 07:00 AM, off at 7:00
PM). The enviroament temperature (222 °C) and humidity (60% )
were kept constant. Pregnant females were individually housed
with sawdust bedding and ad libitum access to food and water. Lit-
ters were culled to eight pups per dam, four males and four fe-
males. The day of delivery was marked as day zero, and on
postnatal day 1 {PFND-1) a maternal deprivation protocol was ap-
plied o 50% of the pups from days 1-10 after birth; the other
males were used as controls, Animals were weaned at the age of
21 days, and housed in regular cages 4 to a cage. Females were do-
nated to the Reproduction Center for other research purposes. The
males were used in the present experiments.

There were four experimental groups: (1) control, which re-
ceived no treatment whatsoever; (2) deprived, which were submit-
ted to maternal deprivaton as described; {3) physical exercise,
which from PND-45 onward were exposed to 8 weels of forced
treadmill activity as will be described below; and (4)
deprived + physical exercise, which were maternal ly deprived from
PND1-1 to PND-10and then submitted o the tread mill from PND-
45 on. Animals of the four groups were submitted to four different
behavioral procedures beginning on PND-100: first, free explora-
tion of an open feld; then, spatial learning in a Morris water maze
[MWM ): subsequently, an object recognition task (OR), and finally
aversive learning in the inhibitory avoidance task {IA). The entire
battery of behavioral tests took 15days. In all experiments the
“Principles of laboratory animal care” (NIH publication No 85-23,
revised 1996) were strictly followed.

22, Maternal deprivation protoool

Female Wistar rats were maintained in individual boxes until
the delivery day. Deprivation was carried out for 180 min a day
from PND-01 to PND-10. The deprivation protocol consisted in
removing the mother from the residence box and taking her to an-
other room. Pups were maintained in their home cage (grouped in
the nest in the presence of maternal odor ) We prefier this maternal
deprivation protocol because it does not require manipulation of
the pups (Kosten, Lee, & Kim, 2007; Todeschin et al., in press).

While the mothers were absent the room temperature was
raised to 32 °C to compensate for the mother's body heat {Renard
et al, 2005: Benetti et al., 2009, 2007). At the end of each daily
deprivation session, the mothers were returned to their home
boxes: this procedure was carried out during the light part of the
cycle, between 8:00 AM and 2:00 PM. Control ras remained in
their resident boxes together with their mothers throughout Only
on PND-11, the boxes were cleaned normally again, according with
the laboratory routine, On PND-21 the animals were weaned, and
males were maintained in groups of 4in 50 x 25 < 40 cm plastc
boxes with a stainless steel lid, with food and water ad. lib, as
all the other animals of our animal housing facility.

23. Physical exercise protocol

Animals were submitted to chronic treadmill physical exercise
during 8 weeks. In the week immediately before the first week of
training, all animals were placed in the training apparatus for
10 min to habimate, in order to minimize novelty-induced stress.
In the first day of the second week an incremental test was carried
out on an adapted motorized rodent tread mill (INBRAMED TK 01,
Porto Alegre, Brazil) to determine the physical exercise intensity
that would be used in the maining period. Indirect measurement
of peak oxygen uptake (VO peak) was measured as recommend ed
by Brooks and White (1978). Each rat ran for 25 min on the treadmill
at a low imitial speed followed by increases of speed of 5 m/min
every 3 min, until they reached their pointof exhaustion (iL.e., failure
to continue running). Time to fatigue (in minutes) and workload
{expressed by velocity in km/h)were taken as indexes of maximum
capacity for exercise, and as an indirect measurement of VO, peak.
The intensity of physical training protocol {50 minjday for 5 day per
week) was kept between 60% and 75% of their respective peak axy-
gen uptake for 8 weels. Each training session started with a 10 min
warm-up (grad ual accel eration ) followed by 30 min at target intén-
sity. The last 10 min of each session were for gradual deceleration
{adapted from Scopel et al., 2006; see also Mello et al, 2008)

Running sessions on the treadmill were carried out between
10:00 AM and 2:00 PM. The treadmill had i ndividual 10-cm wide,
50 cm-long lanes separated by transparent acrylic walls, Neither
electric shock nor physical prodding was used in this study to
avoid possible soress effects. The animals that refused to run were
encouraged by gently tapping on their backs. Animals that were
not able w perform the exercise were excluded. Control animals
were transported © the experimental room and handled exactly
as those in the physical exercise groups: they were placed in the
running lanes for 10 min, but they were not submitted to exercise
protocol.

The problem of the stress associated with exercise andis influ-
ence on memory of exercised rats was addressed in a previous pa-
per (Mello et al., 2008). It was reported there that a short but not 2
prolonged period of forced physical exercise produces mnemonic
effects similar to those of stress induced by daily footshocks. In
addition, Kennedy et al. (2005) reported that freewheel running
provides sufficient exercise stimulus to produce some, but not
all, physiological adaptations to training, which suggests that
forced physical exercise is a more efficient protocol. The effects
of chronic stress on learning and memory have been repeatedly de-
scribed (Krugers et al, 1997; Mitra & Sapolsky, in press; Veena
et al, 2007) and have been almost invariably found to be deleteri-
ous, which is the opposite of what is seen with physical exercise
(Mello et al, 2008), Therefore, the effects of the latter can not be
attributed to the former.

24 Second analyst of indirect maximal oxygen uptake

In the first day of tie 5th week of training, the physical exercise
group was submitted © a second measurement of indirect maxi-
mal oxygen uptake (Brooks & White, 1978) to analyze whether
the training protocol was effective, and to verify if the forced run-
ning protocol indeed enhanced physical aerobic capacity. As can be
seen in Fig 1, this was the case. Peak oxygen uptake was not eval-
uated on the end of the physical exercise training in order o avoid
effects of stress on the memory tests that the animals were going
to be exposed to a few days later.

25, Open field test

The animals were submitted to an open field to evaluate spon-
taneous locomotor and exploratory acivities. The open field appa-
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15 4

1.0 =

05

Maximal running velocity {kmih)

0.0
First Second

Tests

Fig. 1. Maximal running velocity (kmjh) increased in physical exercise training
group. The fist messurement of maximal running velocity (kmih;  indirect
measurement of maximum oxygen uptake scconding Brooks and White, 1978)
was carried out one day before the beginning of training, and the second one after
A wesks of raining «p <005 in Snedent’s -est; n = 120

ratus consisted of 40« 50 x 50cm open arena painted white ex-
cept for the frontal wall which was of glass The floor was divided
into 12 equal rectangles by black lines: crossings of the lines were
used to evaluate locomotion. Exploratory activity was monitored
by counting the number of rearings performed by each animal
{Benetti et al., 2009) The rats were individually placed in the arena
and observed during 5 min.

26, Morris water maze (MWM) test

The MWM was a black circular pool (200 cm in diameter) con-
ceptually divided in four equal imaginary quadrants for the pur-
pose of data analysis. Water temperature was maintained
berween 21 and 23 *C. Two centimeters beneath the water surface,
and hidden from the rats' view, there was a black circular platform
12 cm in diameter. It had a rough surface that allowed the rat to
climb onto it easily once detected. The swimming path of the rats
was recorded using a video camera mounted above the center of
the pool ard analyzed using a video tracking path and analysis sys-
tem. The MWM was located in a well-lit white room with several
posters and other distal visual stimuli hanging on the walls to pro-
vide spatial cues. A curtain separated the part of the room with the
water maze from the part where the experimenter and the com-
puter setup were installed. The MWM task was carried out during
five consecutive days (Rossato et al., 2006a), which is a schedule
viewed as more sensidve to different parameters of spatial learn-
ing (Rossato, Bevilaqua, Medina, & Cammarota, 2006b: Rossato,
Bevilaqua, Myskiw, Medina, & lzquierdo, 2007) than; say, a 1-day
protocol (Frick, Stillner, & Berger-Sweeney, 2000). In each training
dayfsession, the rats were submitted to eight consecutive training
trials, while the hidden platform was kept in a constant position A
different starting location was used for each trial, which consisted
of swimming followed by a 305 sitting on the platform. Rats that
did not find the platform within 605 were guided to platform by
the experimenter. Memory retention was evaluated during a 305
probe trial carried out 24 h after last training sessionin the absence
of the escape platform {Rossato et al., 2006a).

2.7. Object recognition (OR) test

The OR test (Ennaucer & Delacour, 1988) was carried out in the
same arena used as an open field, following the protocol described
by Myskiw et al. (2008). All animals were habituated to the exper-
imental arena in the absence of any specific behavioral stimulus for
20 minfday during 4 days. The objects to be recognized were made
of metal or glass and were fixed to arena's floor with ad besive rib-
bor In the first day after habimation (training session) animals
were placed in the arena containing two different objects (A and
B}, and left to explore them freely for 5 min. The test was repeated
24 h later to evaluate long-term memory (LTM ) In the test, one of
the objects was removed and a new object (C) replaced it, upon
which the rat to be tested was introduced in arena for five more
minutes. Positions of objects (familiar or novel) were randomly
permuted for each experimental animal, with the arena being al-
ways cleaned between trials, Exploration was defined as sniffing
or touching the object with the npose and/or forepaws. Sitting on
of turning arourd the object was not considered as an exploratory
behavior, Time spent to explore each object was recorded by an ob-
server blind to treatment and expressed as a percentage of total
exploration time computed in seconds (Rossato et al., 2007)

2.8 Inhibitory avoidance (1A ) test

The 1A apparatus was a 50 x 25 x 25 cm acrylic box whose grid
was a series of 3 mm calber bronze bars spaced 3 cm apart. At the
left end of floor therewas a8 conwide, 25 cm long, 5 cm high wood
platform (Cammarota, Bernabeu, lzquierdo, & Medina, 1996; Parat-
cha et al., 2000}, During trzining, animals were gently placed on
the pladorm facing the rear left corner, and when they stepped
down placing their four paws on the grid they received a 3-s
scrambled 0.5 mA foot-shock

The rats were tested for retention 24 h after training. Retention
test latency measurements were cut off at 300s:; Le., scores equal
toor greater than this measure were counted as 300 5. Animals re-
ceived of course no footshock on the retention test

29, Statstical analysis

Indirect VO, peak was analyzed using a Smdent t-test. The re-
sults of open field behavior were analyzed using two-way ANOVA.
MW behavior was analyzed using either two-way AMOVA fol-
lowed by Newman-Keuls multiple comparison test, OR was ana-
lyzed using a one sample -test. Since a ceiling of 3005 was
imposed to step-down latencies during retention tests in the LA,
retention data in this task did not have a normal distribution and
are expressed as medians and interquartile ranges; comparisons
among groups in this task were did using a Kruskal-Wallis non-
parametric ANOVA followed by Dunn's multiple comparisons as
appropriate. All other data were expressed as means £ SEM. The
sample size (N, number of animals in each group) for each experi-
ment is stated in the fgure captions, Minimum statistically signif-
icant differences were established at P< 0.05.

3. Results
3.1 Analyzis of indirect maximum oxygen uptake

There was a significant increase of VOz in the second measure-
ment as compared to that at the beginning of the forced exercise
routine (P < 0.05 in Student's -test). Thus, the forced running pro-
tocol indeed enhanced physical aerobic capacity (Fig 1)

Durirg the frsts four weeks of physical exercise training rats
ran 650 m/day, in the last four weeks they ran around 1000 m/
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A ¥ B Contrel 33. Object recognition (OR)
-~ Exsrcsed
4l ——  Daprivad During the training phase (day 1) the animals exploring equally
= o0 —#-  Deprved + Exencised the two stimuli objects (Fig. 3). In the test phase (day 2}, while con-
;.: 1 trol animals explored the novel object longer than the familiar one
204 {(P< 0001 in one sample -west), the deprived rats spent the same
§ amount of time exploring the two objects. Exercise did not modify
10- the amnesic effect of maternal deprivation (Fig. 3).
[/} T - T T T | 34. Inhibirory avoidance (1A)
[} 1 2 3 4 5 B
Training seesion Maternal deprivation disrupted 1A memory. Deprived animals
B - — Cantal had a shorter step down latency than the controls in the LTM test
3 Ewercised (P< 0001 in Dunn's multiple comparison test). No influence of
B 75.] B Deprived exercise on the task itself was detected. However, exercise clearly
E i W Daprived ¢ Exieipad reversed the deleterious effect of maternal deprivation (Fig 4).
E |
= 50 .
& 35, Motor and exploratory activity in the open field
E
- ﬂ.
= Maternal deprivation and physical exercise did not affect the
n number of crossings and rearings during a 5-min long free-explo-
h Groups ration session in the open field (Table 2).
cC® = Canirol
[ Exsrraed 0
i Em Capriad
= B Ospoved + Exercissd ed
iy 8-
: : ¢ :
“ —
Graps N § 40 =
Rg 2 Maternal deprivation impairs and physical exercise improves the spatial #
memory. Animals were trained during 5 days in the spatial version of the Maorris a0 -
Water Maze (MWML (A) mean + SEM escape latency on each Draining session (B)
mean + SEM T time spent in the target quadrant (TQ) during a 60 5 probe tes
carried out 24 b after the 5th training session (p < 0.001 in Newman-Keuls test). n AlB A A A A
() mean + SEM latency, messuned in Dlbe probe 1est («p <001 in Newman- Keuls® CONT [ e R

et N= 12-14 per group.

day (like in Morris et al., 2007; Silva et al., in press; Simdes et al.,
2008)

3.2. Morris water maze (MWM )

Acquisition of spatial memory in the MWM learning curves was
similar among groups (Fig. 2A). However, in the probe test carried
24 h after training, a deficit was observed in the maternal de priva-
tion group (Fig. 2B} Deprived animals spent significantly less time
swimming in the target quadrant (TQ; P<0.001 in Newman-Keuls
multiple comparison test), although the latency to swim over the
previous location of the escape platform did not differ from con-
trols, On the contrary, physical exercise did not affect the % of time
in TQ but red uced significantly the escape latency (Fig. 2C) No sig-
nificant difference in swimming speed was observed among the
different experimental groups (Table 1)

Table 1
Swimming velodty in MWK probe test (omjs; data expressed 2 means SEM; 0 =12-
14 per groupl

Contrad Exercise Deprived Deprived + exercise
2616+396 256721 2555x196 27065x3.12

Velocity (emys)

Training

Test

Fig 3. Maternal deprivation impairs and physical exercise doss not affect the
olject recognition memory. Rats were exposed totwodifle rent objects( A and B) for
5 min in the maining session. Lomng-tem memary (LTM) was measured 24 h after
training: animak were exposed to a famillar object (A) and o 2 novel object (C)
during 5 min. Data (mean + SEM) are present as the perce ntage of total exploration
time o< 0000 in one-sample Snsdent es) = 12-14 per group.

[ Contral
[ Esercises
300 - B Depdved J_
e B Oopcived + Esercisad J_
£ -
B
=
100
*
n__El.__l__*_-

Training LTM test

Fig 4. Impairment in retention of inhibitory svoidance (1A) memaory cused by
mate rmal deprivation is reversed by physcal exerciie. Rats were trained in 1A and,
24 after were tested (LTM test) Bass represent median + interquartile range of
step-down latencies. «p < 0000 level in Dunds test; n = 12-14 per group.
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Table 2

Effects ol each study procedure on locomator and exploralony Sctivities. Matermal
deprivation, physical exercise for Bweels or both had no effect on locomotor and
exploratory activities (rwo-way ANDVA; data expressed for mean + SEM; n=12-14
el TR L

Groups Crosaings Tearings

Control TO00+ 2511 3450 % 1043
[Exercise TRA3+ 2176 4000+ B3I5T7
Matemal deprivation B0.10t21.75 35401 W42
Matemal deprivation + exencise THO+ 2094 3760+ 9513

4. Discussion

It is known that physical exercise can influence brain physiol-
ogy and cognitive function both in humans and in laboratory ani-
mals. It has been used in the prevention or treatment of a variety
of memory deficits, like those caused by natural aging (Garza, Ha,
Garcia, Chen, & Russo-Neustadt, 2004: Van Praag et al., 2005), mor-
phine (Alael et al, 2006) and prenatal ethanol exposure {Chirstie
et al., 2005). To our knowledge this is the first time that the effect
of physical exercise was examined on cognitive deficits induced by
maternal deprivation.

The present experiments show a clear deficit in spatial, recogni-
tion and avoidance memory in rats exposed to posmatal maternal
deprivation, and a reversal or reduction of some of these effects in
animals submitted to forced treadmill exercise. The reversal was
complete in the 1A task and partial in the MWM task Exercise
had no influence on the deprivation induced deficit of the least
aversive of the three tasks, the OR test, In the present study, as
in 2 previous paper {Mello et al., 2008), the effects of exercise per
2 0n memory parameters were barely notceable, and limited to
the spatial task. This is at odds with other reports using different
forms of physical exercise (Ang et al, 2006; Radak et al, 2006;
Uysal et al, 2005; van Praag et al., 2005), but coincident with others
reporting no effect of physical exercise on spatial memory (Barmes
et al, 1991). This strengthens the finding of the effect of exercise
on the cognitive deficits induced by early maternal deprivation

It is likely that both the deleterious effect of maternal depriva-
tion and the partially corrective effect of exercise are secondary to
influences on some of the many modul atory systems that regulate
both memory consolidadon and retrieval (Izquierdo et al., 2006;
McGaugh, 2004}, In this respect, the hypothalamus-pituitary—
adrenal axis is a major candidate, That system is enhanced in ani-
mals submitted to postnatal maternal deprivation (Huot et al.,
2002; Plotsky et al., 2005) and this enhancement has been associ-
ated with memory deficits (Aisa, Tordera, Laceras, Del Rio, & Rami-
rez, 2007; see McGaugh, 2004). Campbell, Rakhshani, Fediuwc,
Bruni, and Riddell {2008) reported that physical exercise activates
the HPA axis and it is known that physical exercise reverts the
hi poactivity of HPA caused by chronic administraton of corticoste-
rone in rats (Kim et al, 2008). Importandy, some authors have
found that wheel running can reduce the HPA axis responses o
mild stressors (Droste, Chandramohan, Hill, Linthorst, & Reual,
2007 Droste et al., 2003).

Certainly, the corrective effect of exercise on the memory defi-
cits induced by maternal deprivation did correlate with the aver-
siveness and presumable stress associated with each task: more
marked in 1A, less marked in the MWM, inexistent in OR An effect
of either maternal deprivation or physical exercise on “‘core”
molecular mechanisms of memory formation or retrieval (see
lzquierdo et al., 2006), or on cognition itsel £, is by all means unlikely.

In summary, the decreasing order of the effect of exercise on the
memory disturbances induced by deprivation roughly follows the
descending degree of stress associated with each task (1A > MW-
M > OR) Maternal deprivaton is kmown to hinder hormonal mech-
anisms inwvolved in coping with stress.
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Abstract

There are a lot of evidences about the contribution of release of noradrenaline (NA) in the
consolidation of memories. The Nucleus of Solitary Tract (NTS) receive peripheric
information and several stimulus and send projections to Paragigantocellularis Nucleus
(PGi), that use neurotransmitters predominantly excitatory to influence Locus Coeruleus
(LC). So, LC sends noradrenergic projections to hippocampus and amygdala. Here we
show that the inhibition of NTS, PGi or LC until 3 hours to object recognition memory
training impairs the consolidation of memory when the animals were tested 24 hours later.
Additionally, the infusion of timolol in the CA1 region of hippocampus also not allows the
consolidation of this type of memory. The infusion of NA in CA1 region of hippocampus
did not alters the memory retention, but, this infusion on CA1 after inhibition of NTS, PGi
or LC revert the prejudice of consolidation. The infusion of NMDA in LC after inhibition of
NTS or PGi also revert the amnesia. Concomitantly, we verify that the inhibition of NTS,
PGi or LC barrier the increases of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) expression in
the CA1 region of dorsal hippocampus that occurs 120 min after training in object
recognition task. Also, the infusion of NA in CA1 region of hippocampus after inhibition of

NTS, PGi or LC promotes the BDNF’s increase 120 min after training in OR again.

Key-words: Memory. BDNF. Noradrenaline. Consolidation. Object Recognition.
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Introduction

There are a lot of evidences about the contribution of release of noradrenaline (NA) in the
consolidation of memories (Clayton & Williams, 2000; Gliebus and Lippa, 2007; Furini et
al., 2009). The neural representation creates by emotional events were assigned to
physiological consequences of this experience: peripheral hormonal secretion and
correspondent liberation of specific neurotransmitters in the activated limbic regions
(Kerfoot et. al., 2008). So, it is know that the NA in the hippocampus and amygdala is
essential to convert the emotional experiences in long term memories (Miyashita &
Williams, 2004). Pharmacologic studies demonstrated that NA, interfacing with others
neuromodulators and hormones, modules memory formation, mainly by its action in
amygdala and hippocampus (Cahill & McGaugh, 1996).

The NA has effect in several neurons, membrane potentials, cellular excitability,
intercellular cascades and synaptic plasticity. The noradrenergic signalization occurs by 3
categories of receptors: a1, a2 and 3, with subtypes in each group (Sara, 2009). In vitro
studies suggest that the NA liberation effect in any cerebral region is complex and
dependent of the intracellular NA concentration and the availability and affinity of
receptors in the target region (Madison & Nicoll, 1986).

The Nucleus of Solitary Tract (NTS), located in the brain stem, receives peripheric
information and among stimulus and send projections to Nucleus Paragigantocellularis
(PGi), also located in brain stem, composed by glutamatergic and cholinergic neurons
(Ennis & Aston-Jones, 1988). PGi releases glutamate and others neurotransmitters,
predominantly excitatory, and use these ones to stimulates Locus Coeruleus (LC). LC
contains glutamatergic neurons and receptors sensitive to several neurotransmitters and,
for your time, send noradrenergic projections to hippocampus and amygdala (central and
basolateral; Sara, 2009). The noradrenergic system of LC facilitates the attention,

cognition and adaptation of behavior to changes of the environment (Sara & Devauges,
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1990; Sara & Segal, 1991; Bouret & Sara, 2004, 2005), beyond facilitate the behavior
responses resulted by decisive processes in specific tasks (Aston-Jones & Cohen, 2005).
NA interacts with others neurotransmitters, neuromodulators and stress hormones in
amygdala and hippocampus to promote the long term memory formation (Roozendaal et
al., 2008). So, the NA affect the cognitive processes, facilitating the integration of cerebral
regions involved in these processes (Sara, 2009).

It was already demonstrate that NTS, PGi, LC and hippocampus participate and are
essential to consolidation of aversive memory. Clayton e Williams (2000) demonstrated
that the adrenergic activation of NTS potentiates the release of NA by amygdala,
improving the aversive memory retention in the inhibitory avoidance task. Roozendaal,
Williams & McGaugh (1999) showed that the activation of glicocorticoid receptors in NTS
facilitates the aversive memory consolidation. Williams, Men & Clayton (2000) verified that
the inactivation of excitatory afferent pathway to LC (PGi) prejudices the retention of
memory in inhibitory avoidance.

According Sara (2009) is missing one link between the well established actions of NA in
this target-cells and this real effect in the cognitive functions. Considering that the object
recognition task involves the presentation of a new to the animal, we hypothesized that
this types of memory also requires the participation of these pathway.

The aim of this study was verify the participation of NTS-PGi-LC-CA1 region of dorsal

hippocampus in the consolidation of object recognition memory.

Results

To analyze the effect of NTS inhibition on OR memory consolidation, male Wistar rats
were trained in an OR learning task involving exposure to two different stimuli objects (Fig.
1A). Immediately, 3 h or 6 h after training, the animals received bilateral intra-NTS
infusions of vehicle (VEH; saline) or muscimol (MUS; 0.1 pg/ul; 0.5 pl/side). LTM was

evaluated 24 h later. In the LTM retention test session, the animals were exposed for 5
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min to one of the objects presented during training together with a novel one. Rats that
received VEH or MUS 6 h after training explored the novel object significantly longer than
the familiar one (Fig. 1D). On the contrary, animals that received MUS immediately or 3 h
after training session spent the same amount of time exploring the novel and the familiar
object (Fig. 1B, 1C), suggesting that NTS activity is necessary at least until 3 h after
learning for retention of OR memory.

To analyzed the effect of inhibition of PGi on OR memory consolidation, we did the same
procedure, immediately, 3 h or 6 h after training, the animals received bilateral intra-PGi
infusions of VEH or MUS (0.1 pg/ul; 0.5 pl/side). In the LTM retention test session, rats
that received VEH or MUS 6 h after training explored the novel object significantly longer
than the familiar one (Fig. 2D). On the contrary, animals that received MUS immediately
or 3 h after training session spent the same amount of time exploring the novel and the
familiar object (Fig. 2B, 2C), suggesting that PGi activity is also necessary at least until 3
h after learning for retention of OR memory.

To analyzed the effect of inhibition of LC on OR memory consolidation, the animals
received bilateral intra-LC infusions of VEH or MUS (0.2 pg/ul; 0.25 pl/side) immediately,
3 or 6 h after training session. In the LTM retention test session, rats that received VEH or
MUS 6 h after training explored the novel object significantly longer than the familiar one
(Fig. 3D). On the contrary, animals that received MUS immediately or 3 h after training
session spent the same amount of time exploring the novel and the familiar object (Fig.
3B, 3C), suggesting that LC activity is necessary at least until 3 h after learning for
retention of OR memory.

To evaluate the necessity of noradrenaline (NA) in CA1 region of dorsal hippocampus
(CA1), basolateral (BSL AMY) and central amygdala (CNT AMY), rats were trained in an
OR learning task and, immediately after training the animals received bilateral intra-CA1,
intra-BSL AMY or intra-CNT AMY infusions of VEH or timolol (TIM; 1 ug/ul; 1ul/side for

CA1 and 2 ug/ul; 0.5 ul/side for BSL and CNT AMY). LTM was evaluated 24 h later. In the
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LTM retention test session, rats that received VEH or TIM in BSL and CNT AMY after
training explored the novel object significantly longer than the familiar one (Fig. 4B, 4C).
On the contrary, animals that received TIM in CA1 spent the same amount of time
exploring the novel and the familiar object (Fig. 4A), suggesting that NA activity is
necessary in the CA1 region of dorsal hippocampus for retention of OR memory.

To access the effect of NA infusion on CA1, rats were trained in an OR learning task and,
immediately after training the animals received bilateral intra-CA1 infusion of VEH or NA
(1 pg/ul; 1ul/side). LTM was evaluated 24 h later. In the LTM retention test session, rats
that received VEH or NA after training have a similar behavioral, explored the novel object
significantly longer than the familiar one (Fig.5), suggesting that NA did not improve this
type of memory, at least when the animals were tested 24 h after training session.

To verify whether the amnesia caused by MUS in NTS, PGi and LC, and TIM in CA1 were
actually impairment of consolidation process or instead it was induced by a delayed action
on structure’s functions, anxiety and/or exploratory activity able to hinder retrieval of OR
task, rats received bilateral intra-structure infusion of drug 24 h before exposure to a plus
maze or an open-field arena. MUS in NTS, PGi and LC and TIM in CA1 had no effect in
the total number of entries or in percentage of time spent in the open arms during the plus
maze session (Table 1 — plus maze). Similarly, the drugs did not affect the number of
crossings and rearings during a 5 min long free exploration session of the open field
(Table 1 — open field). Until, when the drugs are infused 24 h before training in inhibitory
avoidance task, they did not affect acquisition or retention tested 24 h later (Table 1 —
inhibitory avoidance), a learning task that requires the functional integrity of the NTS
(Kerfoot et al., 2008; Roozendal et al., 1999), PGi (Clayton and Williams, 2000; Anniss
and Aston-Jones, 1988), LC (Khakpour-Taleghari et al., 2008; Clayton and Williams,
2000) and hippocampal formation (Izquierdo et al., 2006).

Because the final station of the pathway NTS-PGIi-LC is the CA1 region of dorsal

hippocampus, we investigate if the amnesia caused by infusion of MUS on NTS, PGi and
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LC can be reversed by CA1 stimulation with NE. Rats were trained in an OR learning task
and, immediately after training the animals received bilateral intra-NTS, -PGi or —LC
infusion of VEH or MUS (0.1 pg/ul; 0.5 pl/side for NTS and PGi or 0.2 ug/ul; 0.25 ul/side
for LC) and a bilateral intra-CA1 infusion of VEH or NA (1 ug/ul; 1ul/side). LTM was
evaluated 24 h later. In the LTM retention test session, rats that received VEH or MUS +
NA after training explored the novel object significantly longer than the familiar one (Fig.
6), suggesting that NA infused in CA1 region of dorsal hippocampus can reverse the
memory impairment caused by inhibition of NTS (Fig. 6A), PGi (Fig. 6B) or LC (Fig. 6C) in
OR task.

Also, to investigate if the amnesia caused by infusion of MUS on NTS and PGi can be
reversed by stimulation of a downstream point of the pathway, we stimulated LC with
NMDA. NMDA receptors are located in plasma membranes of noradrenergic neurons in
LC (Grilli et al., 2009). Rats were trained in an OR learning task and, immediately after
training the animals received bilateral intra-NTS or -PGi infusion of VEH or MUS (0.1
Mg/ul; 0.5 pl/side) and a bilateral intra-LC infusion of VEH or NMDA (0.1 ug/ul; 0.25
pl/side). LTM was evaluated 24 h later. In the LTM retention test session, rats that
received VEH or MUS + NMDA after training explored the novel object significantly longer
than the familiar one (Fig. 7), suggesting that NMDA infused in LC can reverse the
memory impairment caused by inhibition of NTS (Fig. 7A) and PGi (Fig. 7B) in OR task.
Importantly, none of these drugs or combination of drugs affect total exploration time
during the OR test session (Table 2).

Recent findings suggest that 120 min after OR training there is an increase of BDNF’s
expression in CA1 region of dorsal hippocampus (Furini et al., 2009). BDNF have an
essential play in memory formation and persistence (Bekinschtein et al., 2008; Romero-
Granados et al., 2010). Thus, we study the possible link between NTS - PGi - LC - CA1
pathway activation and BDNF’s expression during OR memory consolidation. We verify

that inactivation of NTS (Fig. 8A), PGi (Fig. 8B) or LC (Fig. 8C) with MUS blocks the
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BDNF increase that occur 120 min posttraining in OR task. Importantly, the infusion of NA
in CA1 region immediately after infusion of MUS in NTS (Fig. 9A), PGi (Fig. 9B) or LC
(Fig. 9C) revert this effect, and permit the increase of BDNF expression 120 min
posttraining in OR. Also, the coinfusion of NMDA in LC and MUS in NTS (Fig. 10A) or PGi
(Fig. 10B) revert the block of the increase of BDNF expression 120 min after training in

OR.

Discussion

Our results confirm the participation of NTS — PGi — LC - CA1 pathway on object
recognition memory consolidation. It is know that these structures have an important
contribution in inhibitory avoidance memory retention (Clayton and Williams, 2000;
Khakpour-Taleghari et al., 2008; Miyashita and Williams, 2004; Roozendaal et al., 1999),
but it is the first time that these structures are investigated together, like one pathway, on
memory processes, and in recognition memory.

Most studies regarding the role of NTS on aversive memory, showing that NTS reversible
inactivation impaired the aversive memory storage (Williams and McGaugh, 1992) and
that the adrenergic activation of NTS potentiates amygdale noradrenaline release and
enhances retention performance in emotionally arousing (Clayton and Williams, 2000b).
Others studies investigated PGi participation in this process. Clayton and Williams (2000c)
verified that the inhibition of PGi impairs the retention in inhibitory avoidance task. The
same authors (2000a) showed that the activation of PGi with glutamate after training in an
inhibitory avoidance task improved the retention latencies in the test. Also, Khakpour-
Taleghari et al. (2008) showed that LC is involved in consolidation and memory retrieval,
but not in acquisition of this type of memory. The participation of hippocampus formation
in aversive learning is knew for a long time (lzquierdo et al., 2006; Qi and Gold, 2009).
But, very little or nothing is know about the participation of NTS, PGi and LC in the

consolidation of non-aversive declarative long-term memories. The present data show that
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the inhibition of these structures until 3 h after learning in OR task impairs the memory
formation. Confirmed the pathway structure, since the amnesic effect of NTS and PGi
infusion of MUS is reversed by stimulation of LC with NMDA.

We demonstrated, yet, that activation of R-adrenergic receptors is necessary on CA1
region of dorsal hippocampus immediately after training to permits the object recognition
memory consolidation. When TIM, a R-receptor antagonist is infused in this region the rats
became amnesic when their LTM is access. However, the infusion of NA in CA1 region
immediately after learning did not affect the consolidation. It is expected, since the control
animals had a normal learning, and it is difficult to see an improved of this normal
memory. However, the NA infusion in CA1 reverses the amnesic effect of inhibition of
NTS, PGi and LC. It confirmed our hypothesis that the R-adrenergic CA1 receptors acts
downstream of NTS — PGi — LC — CA1 pathway.

These findings, together, indicated that activation of NTS — PGi — LC - CA1 pathway is
necessary to non-declarative recognition memories consolidation.

There is abundant evidence about the BDNF’s participation on consolidation and
persistence of memories (Romero-Granados et al., 2010; Slipczuk et al., 2009;
Bekinschtein et al., 2007; Bekinschtein et al., 2008). Indeed, it is recently demonstrated
that 120 min after object recognition task training there are a increase of BDNF
expression in CA1 region of dorsal hippocampus (Furini et al., 2009). We are able to
confirm these results, and we verified that inhibition of NTS, PGi or LC impairs this BDNF
expression increase, and that co-infusion of NA in CA1 after the inhibition of these regions
revert this effect and the BDNF’s expression increase again 120 min after learning. Also,
the LC’s stimulation with NMDA after NTS or PGi inhibition promoted the increase of
BDNF’s expression again.

Our results demonstrated that NA release in CA1 region is modulated by NTS-PGi-LC
pathway. The NTS is activated by a peripheric stimulus before the new, what occurs when

the rat where exposed to two novel objects in this task’s training. NTS send projections to
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PGi, and this one to LC. LC controls the NA liberation on CA1 region, it is already
demonstrated that in aversive learning LC controls also NA liberation in basolateral
amygdala (Roozendaal et al., 2009), but, in this case, OR declarative memory, we are
unable to detected basolateral or central amygdala participation.

The NA stimulation on CA region should activated CREB and increased BDNF’s
expression, what we confirmed previous researches (Furini et al., 2009) that
demonstrated BDNF increased 120 min after learning. We confirm the LC’s NA necessity
because the inactivation of any point of NTS-PGi-LC-CA1 pathway impairs BDNF’s level
increase, and the inactivation of one point associated with stimulation of other posterior

point revert this effect.

Suegery and Drug Infusion Procedures

Male Wistar rats (3-month-old, 250-280g) bought at FEPPS (Fundagédo Estadual de
Produgéo e Pesquisa em Saude do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil) were used.
The animals were housed five to a cage and kept with freely access to food and water
under a 12hours light-dark cycle, with light onset at 8:00 AM. The temperature of the
animal’s room was maintained at 22-24°C.

To implant them with indwelling cannulas, rats were deeply anesthetized with thiopental
(i.p., 30-50 mg/kg) and 27-gauge cannulas stereotaxically aimed (according coordinates
from the atlas of Paxinos and Watson, 1986) to the NTS (A-13.3,L £ 1.0, V-7.9 mm),
PGi (A-128,L+16,V-12 mm), LC (A-9.7,L £ 13,V - 7.1 mm), basolateral
amygdala (A-2.4,L£5.1,V - 8.1 mm), central amygdala (A—2.4,L+4.2, V- 8.3 mm)
or/and CA1 region of the dorsal hippocampus (A — 4.2, L £ 3.0, V — 2.0 mm). Animals
were allowed to recover from surgery for 4 days before submitting to any other procedure.
At the time of drug delivery, 30-gauge infusion cannulas were tightly fitted into the guides.
Infusions (0.25 pl/lado in LC, 0.5 pl/lado in NTS, PGi and central and basolateral

amygdala, and 1 pl/lado in CA1 region of hippocampus) were carried out over 60 s with an
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infusion pump, and the cannulas were left in place for 60 additional seconds to minimize
backflow. The placement of cannulas was verified postmortem: 2-4 h after the last
behavioral test, the same bulk of drug utilized of a 4% methylene-blue solution was
infused as described earlier, and the extension of the dye 30 min thereafter was taken as
an indication of the presumable diffusion of the vehicle or drug previously given to each
animal. Only data from animals with correct implants were analyzed. All procedures were
conduct in accordance with the “Principles of laboratory animal care” (NIH publication NJ.
85-23, revised 1996). Every effort was made to reduce the number of animals used to

minimize their suffering.

Object Recognition Task

Training and testing in the object recognition (OR) task was carried out in an open-field
arena (50 x 50 x 50 cm) built of polyvinyl chloride plastic, plywood and transparent acrylic
as described (Myskiw et al, 2008). The first procedure consisted in habituation of the
animals. Each animal was placed in the apparatus for 20 min to freely exploration per day
during 4 consecutive days before the training. On day 1, training day, two different objects
(A and B) were placed in the apparatus; animals were allowed to explore them freely for 5
min. The objects were made of metal, glass, or glazed ceramic. Exploration was defined
as sniffing or touching the objects with the nose and/or forepaws. Sitting on or turning
around the objects was not considered exploratory behavior. A video camera was
positioned over the arena, and the rats’ behavior was recorded using a video tracking and
analysis system for later evaluation. The experiments were performed by an observer
blind to the treatment condition of the animals. 24h later, on day 2, test phase, one of the
objects was randomly exchanged for a novel object (C) and rats were reintroduced into
the apparatus for an additional 5 min period. To avoid confounds by lingering olfactory
stimuli and preferences, the object and the arena were cleaned after testing each animal

with 70% ethanol.
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The drugs were bilaterally infused different times after training session. Data were

analyzed using one-sample Student’s t-test.

Open Field and Plus Maze

To analyze animals’ exploratory and locomotor activities, 24h after the infusion of different
drugs rats were placed on the left quadrant of a 50 x 50 x 39 cm open field made with
wooden pained white, with a frontal glass wall. Black lines were drawn on the floor to
divide it into 12 equal quadrants. Crossings and rearings, with measure locomotor and
exploration, respectively, were measured over 5 min (Barros et al., 2002).

To evaluate the animals’ anxiety state, 24h after the infusion of different drugs rats were
exposed to an elevated plus maze as detailed in Pellow et al. (1985). The total number of
entries into the four arms, the number of entries and the time spent into the open arms
were recorded over 5 min session.

Data were analyzed using one-way ANOVA.

Inhibitory Avoidance Task

Considering that NTS, PGi, LC, CA1 region of dorsal hippocampus and amygdala
participate of IA memory consolidation (Kerfoot et al., 2008; Roozendal et al., 1999;
Clayton and Williams, 2000; Khakpour-Taleghari et al., 2008; Izquierdo et al., 2006), the
integrity of these structures are necessary to occur learning in this task. To verify the
availability of these structures to a new learning, 24 h after infusion of different drugs rats
were trained in a one-trial step-down inhibitory avoidance task as previously described
(Bevilaqua et al., 2005). The training apparatus was a 50 x 25 x 25 cm plexiglass box with
a 5 cm-high, 8 cm-wide, and 25 cm-long platform on the left end of a series of bronze bars
which made up the floor of the box. For training, animals were gently placed on the

platform facing the left rear corner of the training box. When they stepped down and



144

placed their four paws on the grid, received a 2 s, 0.5 mA scrambled footshock. Memory
retention was evaluated in a nonreinforced test session carried oout 24 h after training.

Data were analyzed using ANOVA.

Immunoblot Assays

Animals were killed by decapitation and the CA1 region of the dorsal hippocampus rapidly
dissected out and homogenized in ice-chilled buffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.4, 0.32 M
sucrose, 1 mM EDTA, 1mM EGTA, 1TmM PMSF, 10 pg/ml aprotinin, 15 pg/ml leupeptin,
10 pg/ml bacitracin, 10 pg/ml pepstatin, 15 pug/ml trypsin inhibitor, 50 mM NaF, and 1 mM
sodium orthovanadate). Protein concentration was determined using the BCA protein
assay (Pierce, Rockford, IL), and equal amounts of protein were fractionated by SDS-
PAGE before electrotransferred to polyvinylidene difluoride membranes (PVDF;
Immobilon-P, Millipore, MS). After verification of protein loading by Ponceou S staining,
the blots were blpcked in Tween-Tris buffer saline (TTBS; 100 mm Tris-HCI, pH 7.5,
containing 0.9 % NaCl and 0.1 % Tween 20) and incubated overnight with anti-BDNF
antibody (N20, 1:5,000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) or anti-tubuline
antibody (1:1,000, Sigma-Aldrich, St Louis, MO). The membranes were washed in TTBS
and incubated with HRP-coupled anti-IgG antibody, washed again, and the
immunoreactivity detected using West-Pico enhaced chemiluminescence kit (Pierce, IL).
Densitometric analysis was carried out in an ImageQuant RT-ECL system (GE,
Piscataway, NJ).

Data were analyzed using ANOVA followed by Dunnet’s post hoc.

Reagents
Muscimol, timolol, NMDA and NA were from Sigma-Aldrich (St Louis, MO). Anti-BDNF
antibody was from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Anti-tubuline antibody

was from Sigma-Aldrich (St Louis, MO). The drug were dissolved in saline and stored
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protect from light at -20°C until use. Right before that an aliquot was thawed and diluted to
working concentration in saline 0.9 % (pH 7.2). The doses used were based on pilot
experiments and on previous studies showing the effect of each compound on learning
and behavioral performance (Furini et al.,2009; Roozendaal et al., 2008; Clayton e

Williams, 2000; Lemon et al, 2009).
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Fig. 1. Inhibition of NTS with muscimol 0 min and 3 h, but not 6 h after training
impairs retention of object recognition long-term memory. 1A: On training session
(day 1) rats were exposed to two different objects (A and B) for 5 min and immediately, 3
h or 6 h after that received bilateral infusions (0.5 pl/side) of vehicle (VEH; saline) or
muscimol (MUS; 0.1 pg/ul) in NTS. On test session (day 2), animals that received MUS 0
min (1B), 3 h (1C) and 6 h (1D) were exposed to a familiar (A) and a novel object (C) for
five minutes to evaluate long-term memory retention. Data (mean + SEM) are presented
as percentage of total exploration time. * P < 0.01 in one-sample Student’s t-test with

theorical mean = 50; n =9 — 12 per group.
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Fig. 2. Inhibition of PGi with muscimol 0 min and 3 h, but not 6 h after training
impairs retention of object recognition long-term memory. 1A: On training session
(day 1) rats were exposed to two different objects (A and B) for 5 min and immediately, 3
h or 6 h after that received bilateral infusions (0.5 pl/side) of vehicle (VEH; saline) or
muscimol (MUS; 0.1 ug/ul) in PGi. On test session (day 2), animals that received MUS 0
min (1B), 3 h (1C) and 6 h (1D) were exposed to a familiar (A) and a novel object (C) for
five minutes to evaluate long-term memory retention. Data (mean + SEM) are presented
as percentage of total exploration time. * P < 0.01 in one-sample Student’s t-test with

theorical mean = 50; n =9 — 12 per group.
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Fig. 3. Inhibition of LC with muscimol 0 min and 3 h, but not 6 h after training
impairs retention of object recognition long-term memory. 1A: On training session
(day 1) rats were exposed to two different objects (A and B) for 5 min and immediately, 3
h or 6 h after that received bilateral infusions (0.25 pl/side) of vehicle (VEH; saline) or
muscimol (MUS; 0.2 ug/ul) in LC. On test session (day 2), animals that received MUS 0
min (1B), 3 h (1C) and 6 h (1D) were exposed to a familiar (A) and a novel object (C) for
five minutes to evaluate long-term memory retention. Data (mean + SEM) are presented
as percentage of total exploration time. * P < 0.01 in one-sample Student’s t-test with
theorical mean = 50; n =9 — 12 per group.
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Fig. 4. The infusion of B-adrenergic antagonist timolol in CA1 region of dorsal
hippocampus (1A), but not in basolateral (BSL AMY; 1B) and central amygdala (CNT
AMY; 1C) 0 min after training impairs retention of object recognition long-term
memory. On training session (day 1) rats were exposed to two different objects (A and B)
for 5 min and immediately after that received bilateral infusions (1 pl/side in CA1 and 0.5
pl/side in BSL and CNT AMY) of vehicle (VEH; saline) or timolol (TIM; 1 pg/ul for CA1 and
2 pg/ul for BSL and CNT AMY). On test session (day 2), animals were exposed to a
familiar (A) and a novel object (C) for five minutes to evaluate long-term memory
retention. Data (mean + SEM) are presented as percentage of total exploration time. * P <

0.01 in one-sample Student’s t-test with theorical mean = 50; n = 9 — 12 per group.
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Fig. 5. The infusion of noradrenaline in CA1 region of dorsal hippocampus 0 min
after training does not affect retention of object recognition long-term memory. On
training session (day 1) rats were exposed to two different objects (A and B) for 5 min and
immediately after that received bilateral infusions (1 pl/side) of vehicle (VEH; saline) or
noradrenaline (NA; 1 ug/ul). On test session (day 2), animals were exposed to a familiar
(A) and a novel object (C) for five minutes to evaluate long-term memory retention. Data
(mean + SEM) are presented as percentage of total exploration time. * P < 0.01 in one-

sample Student’s f-test with theorical mean = 50; n = 9 — 12 per group.
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Fig. 6. The infusion of noradrenaline in CA1 region of dorsal hippocampus
immediately after infusion of muscimol in NTS (6A), PGi (6B) and LC (6C) in object
recognition long-term memory revert the amnesic effect of muscimol. On training
session (day 1) rats were exposed to two different objects (A and B) for 5 min and
immediately after that received bilateral infusions of vehicle (VEH; saline) or muscimol in
NTS, PGi or LC + noradrenaline in CA1 (MUS: 0.1 ug/ul, 0.5 pl/side for NTS and PGi; 0.2
Mg/ul, 0.25 ul/side for LC; NA: 1 pg/ul, 1 ul/side for CA1). On test session (day 2), animals
were exposed to a familiar (A) and a novel object (C) for five minutes to evaluate long-
term memory retention. Data (mean * SEM) are presented as percentage of total
exploration time. * P < 0.01 in one-sample Student’s t-test with theorical mean = 50; n =9

— 12 per group.
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Fig. 7. The infusion of NMDA in LC immediately after infusion of muscimol in NTS
(7A) and PGi (7B) in object recognition long-term memory revert the amnesic effect
of muscimol. On training session (day 1) rats were exposed to two different objects (A
and B) for 5 min and immediately after that received bilateral infusions of vehicle (VEH;
saline) or muscimol in NTS or PGi + NMDA in LC (MUS: 0.1 ug/ul, 0.5 pul/side for NTS and
PGi; NMDA: 0.1 pg/ul, 0.25 pl/side for LC). On test session (day 2), animals were
exposed to a familiar (A) and a novel object (C) for five minutes to evaluate long-term
memory retention. Data (mean + SEM) are presented as percentage of total exploration

time. * P < 0.01 in one-sample Student’s t-test with theorical mean = 50; n = 9 — 12 per

group.
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Fig. 8. Consolidation of object recognition memory promotes BNDF’s increase 120
min after training; this increase is blocked by infusion of muscimol in NTS (8A), PGi
(8B) and LC (8C). Animals received chirurgical procedures to canulla’s implantation
(Naive), are habituated for 4 days (Hab) or are training in OR task. Trained animals rats
were exposed to two different objects for 5 min and immediately after that received
bilateral infusions of saline (Sal) or muscimol (MUS) in NTS, PGi (0.1 pg/ul; 0.5 pl/side) or
LC (0.02 ug/ul; 0.25 pl/side). 120 min after that, the animals are killed by decaptation, the
dorsal CA1 region of hippocampus dissected out and total homogenates submitted to
SDS-PAGE followed by immunoblot analysis with antibodies against BDNF. Bars show
the percentage levels respect to naive animals. Data are expressed as mean + SEM. * P

< 0.05 in Dunnett’s comparison test after ANOVA; n = 5 per group.
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Fig. 9. Block of the increase of BDNF by infusion of muscimol in NTS (9A), PGi (9B)

and LC (9C) are reversed by infusion of noradrenaline in CA1 region of dorsal

hippocampus. Animals only received chirurgical procedures to canulla’s implantation
(Naive) or are training in OR task. Trained animals rats were exposed to two different
objects for 5 min and immediately after that received bilateral infusions of saline (Sal) or
muscimol (MUS) in NTS, PGi (0.1 pg/ul; 0.5 pl/side) or LC (0.2 ug/ul; 0.25 pl/side) +
noradrenaline (NA) in CA1 (1 pg/ul; 1 pl/side). 120 min after that, the animals are killed by
decaptation, the dorsal CA1 region of hippocampus dissected out and total homogenates
submitted to SDS-PAGE followed by immunoblot analysis with antibodies against BDNF.
Bars show the percentage levels respect to naive animals. Data are expressed as mean %

SEM. * P < 0.05 in Dunnett’'s comparison test after ANOVA; n = 5 per group.
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Fig. 10. Block of the increase of BDNF by infusion of muscimol in NTS (10A) and

PGi (10B) are reversed by infusion of NMDA in LC. Animals only received chirurgical

procedures to canulla’s implantation (Naive) or are training in OR task. Trained animals
rats were exposed to two different objects for 5 min and immediately after that received
bilateral infusions of saline (Sal) or muscimol (MUS) in NTS or PGi (0.1 ug/ul; 0.5 pl/side)
+ NMDA in LC (0.1 ug/ul; 0.25 pl/side). 120 min after that, the animals are killed by
decaptation, the dorsal CA1 region of hippocampus dissected out and total homogenates
submitted to SDS-PAGE followed by immunoblot analysis with antibodies against BDNF.
Bars show the percentage levels respect to naive animals. Data are expressed as mean +
SEM. * P < 0.05 in Dunnett’'s comparison test after ANOVA; n = 5 per group.



161

TABLE 1. Bilateral intra-NTS/PGIi/LC infusions of muscimol and intra-CA1

Timolol, have no effect on locomotor and exploratory activities, anxiety or on NTS, PGi,

infusion of

LC and CA1 functions.

VEH MUS NTS MUS PGi MUSLC TIM CA1
Plus Maze
Total entries 16.55 + 14.78 £+ 1.34 11.87 £ 1.86 14.1+0.76 13.7£1.00
1.63
Time in open arms (s) 154.0 + 178.8 £ 15.11 121.00 + 180.7 £ 6.74 150.0 +
7.28 12.51 20.00
Open Field
Crossings 39.33 + 42.08 +4.63 39.50 +6.95 45.33 £ 7.66 5125+
6.04 7.63
Rearings 9.00 £ 1.51 8.92 + 1.86 6.89 +2.17 8.36 + 1.55 7.77 £2.60
Inhibitory avoidance
Training step-down 14.39 + 18.34 £ 6.66 15.89 + 5.67 10.87 £4.44 10.18 £
latency (s) 7.53 3.18
Test step-down latency 256.9 + 250.3 £ 72.07 239.78 = 221.8£36.7 226.70 =
(s) 79.76 49.97 43.79

MUS (0.5 pg/side in NTS and PGi; 0.25 ug/side in LC) and TIM (1 pg/side in CA1) are infused 24 h before an
open field, a plus maze or a training session in inhibitory avoidance. Data are expressed as mean (x SEM) of
the total number of entries and the percentage of time spent in the open arms (plus maze; n = 8 per group),
the number of crossings and rearings (open field; n = 8 per group) and training/test step-down latency (s;
inhibitory avoidance; n=8 per group). VEH = vehicle. MUS = muscimol. TIM = timolol. NE = norepiephrine.
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TABLE 2. Intra-structure administration of muscimol, timolol, noradrenaline, NMDA or

combinations of these drugs does not affect exploration in the OR task

Total exploration time (s)

Training session 48.38 £9.72
Test session

VEH 47.95+4.14
MUS NTS (0.5 ug/side; 0.1 pg/ul) 48.57 £4.71
MUS PGi (0.5 ug/side; 0.1 ug/ul) 37.99 +5.71
MUS LC (0.25 ug/side; 0.2 ug/ul) 43.31£3.77
TIM CA1 (1 pg/side; 1 pg/ul) 44.28 +4.77
NA CA1 (1 pg/side; 1 pg/ul) 47.28 £6.8
TIM AMY BSL (0.5 pg/side; 2 ug/ul) 35.92 +6.37
TIM AMY CNT (0.5 pg/side; 2 ug/ul) 49.33 £5.93
MUS NTS + NA CA1(0.5 pg/side; 0.1 ug/ul + 1 ug/side; 1 pg/ul) 52.32 + 11.83
MUS PGi + NA CA1 (0.5 pg/side; 0.1 pg/ul + 1 pg/side; 1 pg/ul) 49.66 + 8.38
MUS LC + NA CA1 (0.25 pg/side; 0.2 pg/ul + 1 pg/side; 1 pg/ul) 42.1 +8.52
MUS NTS + NMDA LC (0.5 ug/side; 0.1 ug/ul + 0.25 ug/side; 0.1 pg/ul) 38.59+6.4
MUS PGi + NMDA LC (0.5 ug/side; 0.1 pg/ul + 0.25 ug/side; 0.1 ug/ul) 37.71+8.48

Total exploration time (s; mean + SEM) during training and test sessions for the animals presented in the
paper. VEH = vehicle. MUS = muscimol. TIM = timolol. NA = noradrenaline



