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Resumo

O sistema renina - angiotensina tem um papel importante e bem descrito na
modulacdo do sistema cardiovascular. Sua participagcdo em processos cognitivos
tem sido assunto de diversos trabalhos. E de particular interesse a modulacéo da
memoria pela acdo de seus metabdlitos funcionais, angiotensina 1l (All) e IV (AIV),
no sistema nervoso central. Apesar dos diversos trabalhos abordando o assunto, o
papel da All no processamento da memoria continua controverso. Para tentar
aprofundar essa questdo utilizamos o paradigma da esquiva inibitoria de uma
Gnica sessdo em conjunto com a infusdo intra-hipocampal de All, AlV, e
antagonistas AT1 ou AT2. Ratos foram implantados com cénulas na regido CAl
do hipocampo dorsal, alguns dias depois da cirurgia foram treinados em uma
tarefa de esquiva inibitéria e, em tempos diferentes ap0s o treino, foram infundidos
com veiculo ou uma das drogas descritas acima. Os animais foram testados 3 ou
24 h apods o treino; no primeiro caso para avaliar memoria de curta duracao (STM)
e para avaliar memoéria de longa duracdo (LTM) no segundo. Verificou-se um
efeito amnésico para a All na consolidacdo da LTM e STM quando infundida
imediatamente ou 30 min pos-treino, e na evocacdo da LTM quando infundida 15
min antes do teste. O efeito amnésico da All parece ser modulado exclusivamente
por sua acdo em receptores AT2, ndo tendo participacdo nem receptores AT1,
nem sua conversdo endogena em AlV. A All enddégena ndo parece ter qualquer

participacdo na formacdo da memoéria de esquiva inibitoria.
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Abstract

The renin-angiotensin system (RAS) plays a well documented role in the
modulation of the cardiovascular system. Its participation in cognitive processes
has been the subject of several studies. Of particular interest is the modulation of
memory by RAS functional metabolites, angiotensin 1l (All) and IV (AlV), in the
central nervous system. Although there is extensive work on the subject, the role of
All in memory processing is still controversial. To try to solve this discrepancy, we
utilized the one-trial inhibitory avoidance paradigm together with stereotaxically
localized intra-hippocampal infusions of All, AlV, or All receptors antagonists.
Briefly, rats were implanted with cannulae aimed at the CA1 region of the dorsal
hippocampus, before being trained in the avoidance task. At different post-training
times, the animals were infused with vehicle or the previous described drugs.
Animals were tested 3 or 24 h after the training session, to evaluate short- (STM)
and long-term memory (LTM) respectively. All blocked STM and LTM
consolidation when infused immediately or 30 min after training, and impaired
memory retrieval when infused 15 min before the test session. The amnesic effects
of All are mediated by AT2 receptors only and neither AT1 receptors nor the

endogenous conversion of All in AV seems to play any role on them.
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Lista de Abreviaturas

STM — memoria de curta duracéo

LTM — memoéria de longa duracao

CA1l —regiao 1 do corno de Amon do hipocampo

AMPA — acido alfa-amino-3-hydroxi-4-metil-5-isoxazol propiénico
NMDA — acido N-metil-D-aspartico

PKA — proteina cinase dependente de AMPc

PKC - proteina cinase dependente de calcio e fosfolipideos
CaMKIl — proteina cinase Il dependente de calcio e calmodulina
MAPK — proteinas cinases ativadas por mitdgeno

SRA - sistema renina angiotensina

All — angiotensina Il

ECA — enzima conversora de angiotensina

AlV — angiotensina IV

AT1 — receptores de angiotensina do tipo 1

AT2 — receptores de angiotensina do tipo 2

AT4 — receptores de angiotensina do tipo 4

SNC - sistema nervoso central

Rearings - elevacfes das patas dianteiras
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1. Introducéo

A ciéncia moderna apresenta um carater extremamente reducionista. Desenvolve-
se na tentativa de reduzir todo sistema, por mais complexo que seja, a poucas
regras simples.

Nem a mente, a mais elevada das fun¢gées humanas, conseguiu escapar. Desde a
visualizacéo do neurdnio por Ramon y Cajal no final do século XIX, o pensamento,
o raciocinio e outras funcbes cognitivas foram reduzidos pela neurociéncia a
integracdo de impulsos internos e externos gerando respostas comportamentais.
Onde foi parar nossa liberdade de escolha ou nossa individualidade se todas as
nossas decisbes sdo o0 resultado de estimulos quimicos e fisicos sendo
interpretados numa complexa rede de neurbnios? A resposta estd no assunto
principal dessa dissertacdo, a memoria. As experiéncias vividas e acumuladas ao
longo dos anos fazem com que cada um seja um individuo Unico e essas mesmas
experiéncias ao tornarem-se memorias fazem com que essa intrincada rede
neuronal se modifique tornando as integracdes e respostas a estimulos Unicos

para cada pessoa.

1.1. Classifica¢cdes da memoria

Todo objeto de estudo demanda classificacbes que permitam agrupar seus

diferentes aspectos funcionais ou caracteristicos. Uma forma clara de se

classificar as memorias é segundo seu tempo de permanéncia. Dessa forma



podemos separa-las em memorias de curta duracdo (STM, “short-term memory”)
ou de longa duracdo (LTM, “long-term memory”). As primeiras permanecem
armazenadas por breves periodos, enquanto que as de longa duracdo podem se
estender por dias, meses ou até mesmo anos. Durante muito tempo acreditou-se
que a STM seria somente uma etapa na consolidacdo da LTM. No entanto,
experimentos de nosso laboratério demonstraram que existem tratamentos
farmacoldgicos capazes de bloquear a STM sem afetar a LTM (IZQUIERDO et al.,
1998a; 1998b). O qual sugere fortemente que, apesar de partilharem diversos
mecanismos, a STM e a LTM também possuem caracteristicas que |lhes sdo
proprias as quais as constituem em dois processos relacionados, porém
independentes.

As memoarias também podem ser classificadas segundo o seu contetdo (COHEN,
1984; SQUIRE & ZOLA-MORGAN, 1991; SQUIRE, 1992). Aquelas memdrias cujo
conteudo refere-se a habilidades motoras, tais como andar de bicicleta, séo
denominadas de procedimento. Memodrias que registram fatos, eventos ou
conhecimentos sdo denominadas declarativas, uma vez que seu conteudo pode
ser relatado. Memodrias declarativas sé@o sub-divididas em episdédicas ou
semanticas. As primeiras sdo constituidas pelo registro de eventos aos que
assistimos ou dos quais participamos, enquanto que as semanticas sdo formadas
por conhecimentos gerais como matematica ou biologia.

Muitas memoérias sdo adquiridas mediante a associacdo direta de estimulos e
respostas, sendo entdo denominadas memarias associativas. Pavlov (1926) foi um

dos primeiros a estudar metddica e cientificamente esse tipo de memdrias ao



descrever e analisar um tipo de paradigma comportamental que posteriormente
receberia 0 nome de condicionamento classico ou pavloviano. No
condicionamento classico, um estimulo comportamental inicialmente neutro,
denominado condicionado (ambiente, som, etc.), € apresentado repetidamente
antecedendo a outro biologicamente significante, denominado incondicionado
(comida, choque, barulho, etc.). Ap6s um namero determinado de repeticdes, que
depende do par de estimulos escolhidos, estabelece-se uma relacdo entre ambos
estimulos. Essa relacdo € caracterizada pelo fato do animal aprender a emitir a
resposta ao estimulo incondicionado quando da apresentacdo do estimulo
condicionado, que era inicialmente neutro.

Além do condicionamento classico existem outro tipo de aprendizado, conhecido
como condicionamento instrumental. Neste, o animal utiliza a informacéo adquirida
para evitar receber um castigo ou para obter uma recompensa. Os
condicionamentos instrumentais incluem os condicionamentos operantes e 0sS
condicionamentos de “prova-erro”. Os primeiros referem-se aos paradigmas
experimentais nos quais o animal € motivado, por um estimulo desagradavel
(medo, fome, etc.), a explorar um ambiente, realizando uma série de tarefas
motoras, uma das quais sera pareada com um estimulo negativo ou positivo. Apos
um numero determinado de repeticdes o animal aprende a atuar de maneira a
receber sua recompensa ou evitar o castigo. Nos condicionamentos de “prova-
erro”, os animais aprendem a executar uma rotina de complexidade variavel,
durante as quais recebem uma recompensa, no caso de acerto, ou um castigo,

quando erram (KANDEL et al., 2000).



Os condicionamentos instrumentais podem ser também passivos ou ativos. No
primeiro caso o animal aprende a inibir um comportamento para evitar receber um
estimulo aversivo ou para receber uma recompensa. No segundo caso 0 prémio
ou castigo esta relacionado com a emissao de uma resposta aprendida.

A esquiva inibitéria de uma uUnica sessao, paradigma escolhido para a realizacéo
desse trabalho da qual falaremos com mais detalhes adiante, encontra-se no
grupo dos condicionamentos passivos.

Existem outras classificacbes de memorias, algumas dessas estdo resumidas na

Figura 1.1.
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Figura 1.1. Classificacdes das memdrias e regifes do sistema nervoso central envolvidas na
formacdo das mesmas. Adaptado de SQUIRE et al., 1996.



1.2. Fases da meméoria

Existem trés etapas definidas no processamento da memoéria: aquisicao,
consolidacéo e evocacéao (IZQUIERDO, 2002).

Durante a aquisicdo ocorre a integracdo entre estimulos, ou entre estimulos e
respostas, relacionados ao evento que estd sendo processado. Nessa etapa o
traco mnemonico é muito intenso, portanto experiéncias recentes sédo recordadas
com mais nitidez. Essa nitidez decai com o0 tempo e esse € o motivo pelo qual
recordamos com mais facilidade eventos recentes.

Das memorias adquiridas nem todas serdo preservadas, e mesmo estas
apresentarao diferentes niveis de detalhamento e intensidade. Muitos se lembram
do primeiro beijo, mesmo décadas depois, mas muitos ndo se lembram o que
comeram no jantar de ontem. Mesmo nas memarias de grande intensidade muitos
detalhes séo perdidos: qual a roupa que estava usando na ocasido, quem estava
por perto, qual a data ou a hora. A consolidacdo consiste nesse processo de
filtracdo e na posterior fixagcdo do traco mnemonico necessario para a posterior
evocacao.

Uma memoria sO pode ser medida quando for evocada ou expressa; dessa forma
a propria evocacao € considerada uma parte importante do processamento

mnemonico.



1.3. Mecanismos da memoria

O armazenamento adequado da memdria requer a acdo conjunta de diversas
areas cerebrais e mecanismos (IZQUIERDO & MEDINA, 1997). Sabe-se que a
consolidacdo de memorias declarativas envolve o0 hipocampo e o0 cortex
entorhinal, e através do cortex entorrinal outras regides corticais como cortex
cingulado e parietal (IZQUIERDO & MEDINA, 1998). Particularmente foi mostrado
que para a formacdo da LTM € necessaria a acdo sequencial de diferentes
mecanismos moleculares na regido 1 do corno de Amon do hipocampo (CAl)
(Figura 1.2). Num primeiro momento é necessario o funcionamento de receptores
ionotropicos glutamatérgicos que tem como agonista seletivo o acido alfa-amino-3-
hydroxi-4-metil-5-isoxazol propiénico (AMPA) e o &cido N-metil-D-aspartico
(NMDA), bem como de outros receptores glutamatérgicos que se encontram
associados a proteinas G (metabotropicos) (BIANCHIN et al., 1994; BONINI et al.,
2003; JERUSALINSKY et al., 1992). A acdo desses receptores leva ao aumento
de célcio intracelular ativando diferentes cinases, particularmente a proteina
cinase dependente de AMPc (do inglés PKA), a proteina cinase dependente de
calcio e fosfolipideos (do inglés PKC), proteina cinase Il dependente de calcio e
calmodulina (do inglés CaMKIl) e as proteinas cinases ativadas por mitdogeno (do
inglés MAPK) (BERNABEU et al., 1997; CAMMAROTA et al., 2000, 2002; VIANNA
et al., 2000). Todas estas cinases, por sua vez, ativam diferentes processos
intracelulares capazes de induzir a transcricdo génica e a sintese protéica

promovendo o remodelamento, necessario para o fortalecimento duradouro das



conexdes singpticas (CAMMAROTA et al, 2000). Acredita-se que esse

fortalecimento € requerido para o estabelecimento persistente do traco

mnemonico.

_.\'.Jl i .11-

‘: - o -: ; .1 ..
700 S B

Figura 1.2. Corte histoldgico de hipocampo de rato, indicando a regido 1 (CA1 — area alvo
desse estudo) e 3 (CA3) do corno de Amon e o giro denteado (GD).

1.4. Esquiva inibitéria

Muitos dos trabalhos que levaram a descoberta dos mecanismos citados acima
utilizaram como paradigma comportamental a esquiva inibitéria de uma Unica

sessdo. Apesar de nao ser possivel extrapolar diretamente esses resultados para



outros comportamentos, principalmente os complexos comportamentos humanos,
diferentes evidéncias apontam para o fato de que os mecanismos basicos da
aquisicdo, consolidacdo e evocacdo sdo essencialmente 0s mesmos nos
diferentes tipos de memoria (CAREW, 1996; IZQUIERDO & MCGAUGH, 2000).

A esquiva inibitoria de uma unica sessdo € uma tarefa amplamente utilizada na
qual, em uma Unica sessao de treino, o animal aprende a inibir uma resposta para
evitar um estimulo aversivo levando a formacdo de uma memoria declarativa.
Esse paradigma foi escolhido para a realizacdo dos experimentos que compdem
esta dissertacao, pois apresenta diversas vantagens para o estudo farmacoldgico
dos mecanismos envolvidos nas memorias de curta e longa duracao (IZQUIERDO
& MEDINA, 1997). Por ser adquirido em uma Unica sessdo de treino o
aprendizado da esquiva inibitéria de uma Unica sessao permite isolar cada uma
das fases do processamento da memoria, aquisicdo, consolidacdo e evocacao.
Nesse sentido, paradigmas de multiplas sessfes apresentam problemas para a
interpretacdo dos resultados, pois cada sessdo envolve uma interacdo complexa
entre as distintas etapas em que se sub divide o processamento e armazenado de

nova informacéao.

1.5. Modulacdo da memoéria

Além dos mecanismos expostos acima, todo o processamento da memoria pode

ser modulado por fatores externos. E sabido que o estado de &nimo, ansiedade e

estresse, por exemplo, podem alterar a intensidade da formacdo ou evocacéo de



uma memoria (CAHILL & MCGAUGH, 1998). Nos recordamos melhor das
disciplinas com que tinhamos mais afinidade, ou cujos professores conseguiam
despertar 0 nosso interesse. Da mesma forma quantos ndo sofreram do famoso
“branco” durante uma prova particularmente importante, s6 se lembrando das
respostas no momento em que relaxava apos o teste. Hoje sabemos que o nucleo
chave envolvido na modulacdo emocional das memoérias é a amigdala (PARE,
2003). VariacOes do estado de alerta, estresse e ansiedade levam a estimulacéo
ou inibicdo da hipdfise anterior e posterior e medula e cortex da glandula supra-
renal levando a alteracbes na liberagdo de horménio adrenocorticotrofico,
vasopressina, adrenalina e glucocorticoides, respectivamente. A amigdala
monitora 0s niveis circulantes desses hormonios por meio de sinapses
colinérgicas e noradrenérgicas aferentes e exerce seu papel modulador sobre a
memoria por meio de conexdes com o hipocampo e o cortex entorrinal (CAHILL &
MCGAUGH, 1998).

Além da modulacdo pela amigdala sabe-se que a fase inicial da LTM pode ser
modulada pela acdo direta de receptores dopaminérgicos, noradrenérgicos e
serotoninérgicos no cortex entorhinal e hipocampo (FERRY et al., 1999; SETLOW
& MCGAUGH, 2000; IZQUIERDO, 1999).

Outros sistemas hormonais podem estar envolvidos direta ou indiretamente com o
processo de aprendizado. Existem hoje fortes evidéncias que o sistema renina-
angiotensina (SRA) possa exercer diretamente um papel modulador sobre a

memoria (GARD, 2002).
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1.6. Sistema Renina - Angiotensina

O SRA tem um conhecido papel na regulacdo do sistema cardiovascular. Sabe-se
que normalmente o SRA é ativado quando o organismo apresenta: insuficiéncia
cardiaca, baixas concentracbes de sodio, contracdo do compartimento
intravascular (desidratacao, hemorragia, diarréia), aumento do tdnus simpatico, ou
outra alteracdo que leve a hipotensédo arterial. Essa hipotensédo é detectada na
artéria renal e funciona como sinal para a producdo de renina. A renina é
produzida pelos rins e liberada na corrente sanguinea, onde ela converte o
angiotensinogénio produzido pelo figado em angiotensina |I; esta € a etapa
limitante da via de sintese do SRA. A angiotensina I, por sua vez, sera convertida
em angiotensina Il (All) numa reacdo catalisada pela enzima conversora de
angiotensina (ECA) (DZAU, 1991). A All é o peptideo ativo do SRA de efeito
biolégico melhor descrito. All ainda pode ser metabolizada por aminopeptidases
endogenas sendo convertida, em passos subsequentes, em angiotensina Ill e
angiotensina IV (AlV) (Figura 1.3), mediante reacOes catalisadas pela
aminopeptidase A e aminopeptidase N, respectivamente (WRIGHT & HARDING,

1997).
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Tetradecapeptideo Angiotensinogénio
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Angiotensina "—‘
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Figura 1.3. Sistema renina angiotensina — via de sintese e enzimas envolvidas. ECA — enzima
conversora de angiotensina, APA — aminopeptidase A, APN — aminopeptidase N. Adaptado de
WRIGHT & HARDING, 1997.

Agindo sobre receptores de angiotensina do tipo 1 (AT1) a All promove, entre
outros efeitos, vasoconstricdo e producdo aumentada de aldosterona e
vasopressina. A aldosterona e a vasopressina induzem a retencédo de sodio e
agua, respectivamente, e dessa maneira tém um importante papel na homeostase
de liquidos no organismo. Existem outros dois receptores de angiotensina
descritos, tipo 2 (AT2) e tipo 4 (AT4), ainda que o papel fisiolégico desses
receptores ndo esta bem caracterizado (ALLEN et al., 1998). Existem indicios que

0 receptor AT2 antagonize os efeitos do receptor AT1 (HUANG et al., 1996;
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NAKAJIMA et al., 1995). O receptor AT4 parece ser especifico para AlV e tem
diversas acdes tanto centrais quanto sistémicas (WRIGHT et al., 1995).
Verificou-se a presenca de All (SIRETT et al., 1981) e seus receptores (ALLEN et
al., 1998) no sistema nervoso central (SNC) de mamiferos, especialmente no
hipocampo, sugerindo a existéncia de um SRA local, dado que All ndo cruza
facilmente a barreira hemato-encefalica (HARDING et al., 1988).

Esse SRA encefalico tem sido relacionado a regulacdo de pressédo arterial e
alteracbes no comportamento da ingestdo de liquidos (PHILLIPS & SUMMER,
1998; WRIGHT et al., 1985). A acédo da All no SNC tem sido relacionada, também,
com algumas func¢des cognitivas e mais especificamente com o processamento da
memoria (GARD, 2002) ainda que, apesar do crescente numero de trabalhos
sobre o assunto, o papel da All na memoéria permanece controverso. Diferentes
trabalhos propdem um efeito amnésico da All (LEE et al., 1995; MORGAN et al.,
1977, RAGHAVENDRA et al.,, 1999) enquanto outros sugerem que esta
melhoraria a memoria (BELCHEVA et al., 2000; BRASZKO, 2002; GEORGIEV &
YONKOV, 1985).

Muitos dos estudos sobre o papel da All na memaria utilizaram paradigmas que
requerem mais de uma sessao de treino, em conjunto, ou nao, com infusdo néo
localizada de All. Os paradigmas de multiplas sessdes nao permitem definir o
evento que dispara o processo de aprendizado e, dessa maneira, impossibilitam a
determinacdo de um curso temporal para a acdo do mecanismo estudado. A
infusdo néo localizada, por sua vez, tem uma acéo geral, ndo permitindo delimitar

qual o papel de cada estrutura no modelo utilizado.
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As doencas do sistema cardiovascular figuram entre as mais preocupantes hoje
em dia. Drogas que agem no SRA estdo entre as mais utilizadas para o
tratamento dessas doengas. Com 0 aumento no numero de casos e concomitante
utilizacdo dessas drogas é de grande interesse sabermos como 0 SRA interage

com uma funcéo importante como a memoaria.
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2. Objetivos

Diante do exposto acima, este trabalho teve como por objetivo central avaliar
farmacologicamente o papel da angiotensina Il na consolidacdo e evocacao da
memoria associada com o aprendizado de uma tarefa de esquiva inibitéria de uma
Unica sesséo no rato. Para tanto:
1) Estudamos o efeito da infusdo intra-hipocampal de All e seu metabdlito,
angiotensina IV, na consolida¢do e evocacao da memoria;
2) Para avaliar o papel dos receptores de angiotensina do tipo 1 e 2 nos
efeitos da All na memoaria de longa duracéo, estudamos o efeito da infuséao
intra-hipocampal de antagonistas especificos dos receptores AT1 e AT2 em

conjunto, ou ndo, com All.
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3. Materiais e Métodos

Para a realizacédo dos estudos relatados nessa dissertacéo, utilizamos ratos Wistar
machos de trés meses de idade, pesando entre 225 e 300 g, provenientes do
Biotério do Departamento de Bioquimica, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os animais foram submetidos a
cirurgia estereotaxica para a implantacdo de canulas de 0,2 mm de diametro
posicionadas 1,0 mm acima da regido CA1 do hipocampo dorsal (Figura 3.1). As
coordenadas utilizadas (AP —-4,2 mm, ML 3,0 mm, DV 1,3 mm) foram
determinadas a partir do Atlas anatémico de Paxinos e Watson (1986). Todo o
procedimento foi realizado com os animais anestesiados com tionembutal (30

mg/kg, intra-peritonial).

Figura 3.1. Cirurgia estereotaxica para implantacdo de canulas naregidao CAl do hipocampo
dorsal. Coordenadas utilizadas (AP —4,2 mm, ML 3,0 mm, DV 1,3 mm).
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Dois a quatro dias apds a cirurgia, 0s animais passaram por duas a trés sessfes
de manipulacdo, para se acostumarem com o0 procedimento, a sala e 0
experimentador. Durante cada sessdo os animais foram levados do biotério até a
sala onde os experimentos seriam conduzidos, retirados da gaiola e manuseados
durante 2 min imitando os movimentos que sao realizados durante o treino de
esquiva inibitoria.

No dia seguinte a ultima sessdo de manipulacdo os animais foram treinados na
esquiva inibitéria. O aparelho utilizado para a esquiva inibitéria de uma Unica
sessao consiste em uma caixa de madeira de 50,0 x 25,0 x 50,0 cm, com a parte
frontal feita de acrilico. O assoalho do aparelho € formado por uma série de barras
de aco inoxidavel, paralelas, com 3,0 mm de diametro e afastadas 1,0 cm umas
das outras. No lado esquerdo da caixa tem uma plataforma de 2,5 cm de altura,
por 7,0 cm de largura (Figura 3.2). Na sessdo de treino, os animais foram
colocados na plataforma e no momento em que desciam colocando as quatro
patas na grade, recebiam um choque elétrico nas patas de 0.5 mA durante 2
segundos (BEVILAQUA et al., 2003a; CAMMAROTA et al., 2003). O tempo de
descida era anotado e comparado com o obtido em uma sessao de teste realizada
3 ou 24 h depois, para assim avaliar a STM ou a LTM, respectivamente. O
procedimento na sessdo de teste foi idéntico ao descrito acima para o treino,
exceto que ao descer da plataforma o animal ndo recebia choque. Para ambas
sessOes foram adotados tempos maximos de descida, sendo 20 s para a sessao
de treino e 180 s para a sessao de teste, ap0s 0s quais o0 animal era devolvido a

sua gaiola. Caso o animal ultrapassasse esse limite de tempo na sessao de treino
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ndo era mais considerado para o resto do experimento.

Figura 3.2. Aparelho utilizado para a tarefa da esquiva inibitéria de uma Unica sesséao.

Em diferentes tempos depois do treino os animais recebiam uma infuséo de 0,5 pL
através da canula implantada (canula guia). Para tanto se utilizou uma canula de
infusdo (0,05 mm de didametro), conectada a uma micro-seringa Hamilton por um
tubo de polietileno, esse aparato era carregado com o material a ser infundido. A
canula de infusdo foi acoplada entdo a canula guia e a infusdo foi realizada
durante 30 s em um lado e depois no outro. Ao termino de cada infusdo a canula
foi deixada no local por 15 s adicionais para evitar refluxo (Figura 3.3).

A verificacdo anatdmica do posicionamento das canulas implantadas foi realizada

post mortem. Para isso, depois dos procedimentos comportamentais aos quais 0s
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Figura 3.3. Animal recebendo infusdo localizada na regido CA1 do hipocampo dorsal.

animais foram submetidos, estes receberam uma solucdo de azul de metileno
0,1% através das canulas como descrito acima. Quinze minutos depois disto
foram sacrificados e seus cérebros removidos e colocados em uma solucéo de
formol ao 4% por um periodo de 4 a 7 dias. Apos isto se procedeu a analise
histolégica. Somente animais com a localizagdo dentro de 2 mm® do local
desejado foram considerados (Figura 3.4).

Buscando avaliar o efeito da infusdo de All na atividade locomotora bem como no
comportamento exploratdrio dos animais utilizamos a tarefa denominada campo
aberto. Para este intuito o aparelho utilizado consiste em uma caixa de madeira de

40 x 60 x 50 cm com a sua parede frontal feita de vidro. O assoalho da caixa é
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Figura 3.4. Representacdo esquematica de um corte histolégico de hemisfério cerebral. A
parte grifada mostra a area alvo das infusdes realizadas nos experimentos apresentados nesta
dissertacdo. Animais nos quais a infusdo de azul de metileno, realizada durante a verificacdo de
posicionamento das canulas, estava fora da area indicada acima néo foram considerados durante
a analise dos dados.

dividido em 12 quadrantes iguais. Durante o testes, os animais foram colocados
gentilmente no quadrante esquerdo posterior e deixados para explorar livremente
a caixa por 5 min. O numero de linhas cruzadas tanto como o0 numero de
elevacOes das patas dianteiras (“rearings”; um comportamento que, nos roedores,
denota exploracdo) foram anotados (IZQUIERDO et al., 2002; VIANNA et al.,
2000). Quinze minutos ou 24 h antes da sessdo os animais receberam salina ou
droga, seguindo o mesmo protocolo de infusédo descrito acima.

Para testar possiveis alteracdes no estado de ansiedade dos animais causadas
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pela infusdo de All, utilizamos um labirinto em cruz elevado. O labirinto em cruz
elevado consiste em uma plataforma em cruz com 40 cm cada braco, posicionada
a 1 m de altura. Dois bracos do labirinto possuem paredes elevadas, sendo
denominados fechados, e os outros dois ndo possuem paredes, portanto
denominados abertos. Os animais eram soltos no centro do aparelho e deixados
livres para explorar por 5 min. Foram registrados durante a sesséo, o tempo de
permanéncia e o0 numero de entradas nos bracos abertos e fechados (BARROS et
al., 2002; BEVILAQUA et al., 2003b). Quinze minutos ou 24 h antes da sesséo 0s
animais receberam salina ou droga, seguindo o mesmo protocolo de infusédo
descrito acima.

Para a analise estatistica dos dados utilizamos o software Graph-Pad Prism. Os
dados obtidos na esquiva inibitoria foram analisados utilizando teste de Kruskal-
Walllis seguido de teste de Dunns ou teste de Mann-Whitney, uma vez que
seguem uma distribuicdo ndo-paramétrica. Os dados do campo aberto e do
labirinto em cruz elevado foram analisados utilizando ANOVA seguido de teste de
Dunnet.

Nesse estudo as seguintes drogas foram utilizadas: angiotensina Il, angiotensina
IV, losartan e PD123319, todas foram obtidas da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).
Todas as drogas foram dissolvidas em salina, exceto o PD123319 que foi

dissolvido em solucéo 0,1% de dimetil-sulfoxido.
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4. Resultados

Para analisar os efeitos da administracao de All sobre a consolidacdo da memoria
de esquiva inibitéria nds treinamos 0s animais na tarefa, como descrito no capitulo
anterior, e em diferentes tempos pos-treino infundimos All na regido CAl do
hipocampo dorsal. Como pode ser visto na Figura 4.1, nas doses mais baixas
utilizadas (0,01 e 0,05 ug/lado) All ndo provocou alteracdes na consolidacdo da
LTM em nenhum dos tempos infundidos; porém, quando administrada em uma
dose de 0.5 pg/lado, teve um claro efeito amnésico ao ser infundida

imediatamente (0) ou 30, mas ndo 90 ou 180 min apds o treino.
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Figura 4.1. A infusdo intra-hipocampal de angiotensina Il (All) prejudica a consolidacdo da
memoadria de longa duragcdo associada a tarefa de esquiva inibitoria — All (0,01; 0,05 ou 0,5
pg/lado) foi infundida na regido CA1 do hipocampo dorsal, em diferentes tempos (0, 30, 90 ou 180
min) apds o treino na tarefa da esquiva inibitéria. Barras representam a mediana (x desvio
interquartil) das laténcias de descida medidas numa sesséao de teste realizado 24 h apés o treino; n =
7-12 por grupo; * p<0,05 com respeito ao respectivo controle (V) no de teste de Dunns ap6s Kruskal-
Wallis.
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Sabe-se que All pode ser convertida em AIV por aminopeptidases endogenas
(WRIGHT & HARDING, 1997). A AlV age principalmente sobre receptores AT4
pelos quais All apresenta baixa afinidade. Além disso, receptores AT4 estédo
presentes em grande numero no hipocampo de mamiferos (ALLEN et al., 1998),
uma regido cerebral intimamente relacionada com a formacdo da memoria. Para
verificar se os efeitos da All descritos neste trabalho estdo relacionados com sua
conversao em AlV e subsequente atuacéo sobre receptores AT4, AlV foi infundida

na regido CAl1 na mesma dose na qual All provocara amnésia retrégrada (0,5
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Figura 4.2. A infusdo intra-hipocampal de angiotensina IV (AIV) ndo tem efeito sobre a
consolidacdo da memdéria associada a tarefa de esquiva inibitéria — AIV (0,5 ug/lado) foi
infundida na regido CA1 do hipocampo dorsal em diferentes tempos (0, 30, 90 ou 180 min) apés o
treino na tarefa da esquiva inibitéria. Barras representam a mediana (+ desvio interquartil) das
laténcias de descida medidas em uma sessao de teste realizada 24 h apos o treino; n = 6-15 por
grupo. V=veiculo.
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ug/lado). Essa dose foi escolhida ja que seria a concentracdo maxima de AlV que
poderia ser alcancada a partir da total conversao da All exdgena. Como pode ser
visto na Figura 4.2, a AlV nao apresentou efeito sobre a consolidacdo da memoaria
para a tarefa de esquiva inibitéria em nenhum dos tempos pés-treino nos quais foi
infundida. Isto indica claramente que a amnésia induzida pela administracao intra-
hipocampal de All € independente da conversao desta em AlV e sugere, portanto,
que este efeito deve estar relacionado com a acdo do hormdénio sob seus
receptores de tipo AT1 ou AT2. Para avaliar a possivel contribuicdo destes

receptores no efeito amnésico da All, infundimos na regido CA1l do hipocampo
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Figura 4.3. O efeito amnésico da infusdo intra-hipocampal de angiotensina Il (All) ndo é
bloqueado pela administracdo de antagonistas do receptor AT1 — Losartan (0,2; 2, 20 ou 200
puM) foi infundido em conjunto com All (0.5 pg/lado) na regido CAl1 do hipocampo dorsal,
imediatamente (0) ou 30 min apds o treino de esquiva inibitéria. Barras representam medianas (
desvio interquartil) das laténcias de descida apresentadas em uma sessdo de teste realizada 24 h
pés-treino. n= 7-12 por grupo. V=veiculo
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dorsal o peptideo (0,5 pg/lado) juntamente com antagonistas especificos para
cada subtipo de receptor, imediatamente ou 30 min apds o treino na tarefa de
esquiva inibitéria. O antagonista AT1, losartan, foi incapaz de reverter o efeito
amneésico de All, mesmo quando utilizado em uma concentracdo de 200 puM
(Figura 4.3). Por outro lado, animais treinados que receberam junto com All
infusdes intra-hipocampais (20 ou 200 uM) do antagonista AT2, PD123319, nédo
apresentaram déficits de memoria (Figura 4.4), o que indica que o efeito amnésico

deste horménio € mediado pela ativacéo de receptores AT2.
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Figura 4.4. O efeito amnésico da infusédo intra-hipocampal de angiotensina Il (All) é revertido
pela co-administracdo do antagonista AT2 PD123319 (PD)- PD (0,2; 2, 20 ou 200 pM) foi
infundido juntamente com All (0.5 pg/lado) na regido CA1 do hipocampo dorsal, imediatamente (0)
ou 30 min apos o treino de esquiva inibitéria. Barras representam medianas (+ desvio interquartil)
das laténcias de descida apresentadas em uma sessao de teste realizada 24 h pés-treino; n = 7-16
por grupo. * p<0,05 com respeito ao respectivo grupo tratado com All no de teste de Dunns apés
Kruskal-Wallis. V=veiculo.
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Com o intuito de complementar os experimentos apresentados acima, bem como
para analisar o papel do SRA enddégeno hipocampal na consolidacdo de
memoarias, verificamos o efeito que o losartan e 0 PD123319 tem sob a retencao
do traco mnemoénico quando administrados sozinhos a distintos tempos apos o
treino. Tal como pode observar-se na Figura 4.5, quando infundidos na regido CA1
do hipocampo dorsal imediatamente ou 30 min apos o treino (tempos nos quais a
administracdo de All produz uma amneésia retrograda clara e dependente de AT2;
ver Figura 4.4) nem o losartan (200 uM) nem o PD123319 (20 ou 200 uM)
produziram efeito algum na consolidacdo da LTM para a tarefa sob estudo,

sugerindo que a All enddégena ndo desempenha nenhum papel central no
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Figura 4.5. A consolidacdo da memdria associada a tarefa de esquiva inibitéria ndo é
modulada pela angiotensina Il hipocampal endégena — Os antagonistas AT1 (losartan, Los) ou
AT2 (PD123319, PD) foram infundidos na regido CA1 do hipocampo dorsal, imediatamente (0) ou 30
min apds o treino em uma tarefa de esquiva inibitéria. Barras representam medianas (+ desvio
interquartil) das laténcias de descida em uma sesséo de teste realizada 24 h apés o treino; n=8-11
por grupo. V=veiculo.
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processo consolidatorio, pelo menos na estrutura e nos tempos aqui estudados.

Como comentado anteriormente, a LTM e a STM, apesar de compartilharem
alguns mecanismos, sdo eventos paralelos. Para verificar se All também tem
algum efeito sobre a consolidacdo da STM da esquiva inibitoria, administramos All
na dose que foi amnésica para LTM (0,5 pg/lado) imediatamente (0) ou 30 min
apos o treino e testamos os animais 3 h depois da sessdo comportamental. Da
mesma forma que ocorreu no caso da LTM, e como pode ser observado na Figura

4.6, a All provocou um claro efeito amnésico na STM em ambos os tempos de

infusao.
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Figura 4.6. A infusao intra-hipocampal de angiotensina Il (All) inibe a formagdo da memoria de
curta duracdo associada a tarefa de esquiva inibitéria de uma Unica sessao — All (0,5 pg/lado)
foi infundida na regido CA1 do hipocampo dorsal, imediatamente (0) ou 30 min apds o treino na
tarefa da esquiva inibitéria. Barras representam a mediana (+ desvio interquartil) das laténcias de
descida medidas numa sessao de teste realizada 3 h apés o treino; n = 8 por grupo. *p<0,05 com
respeito ao grupo controle (V) no teste de Mann-Whitney.
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Também verificamos o efeito da All sobre a evocacdo da memoéria de esquiva
inibitéria. Para tanto, os animais foram treinados e 15 min antes de uma sesséo de
teste realizada 24 h apos o treino, infundimos a dose efetiva de All (0,5 pg/lado)
na regido CAl. A Figura 4.7 mostra um claro déficit na evocagcao provocado pela

infusao de All.

Diversos estudos sugerem que a All esta relacionada com alteracdes no estado
de ansiedade e animo de mamiferos (GARD, 2002). Essas alteracdes podem levar
a mudancas nas atividades locomotora e exploratdria dos animais o que
possivelmente induziria uma interpretacdo errada dos resultados anteriores. Para

avaliar se os efeitos provocados pela All aqui observados estdo ou néao
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Figura 4.7. A infusdo intra-hipocampal de angiotensina Il (All) bloqueia a evocacdo da
memadria de longa duragdo associada a tarefa de esquiva inibitdria de uma Unica sesséo — All
(0,5 pg/lado) foi infundida na regido CA1 do hipocampo dorsal, 15 min antes de uma sesséo de teste
realizada 24 h apds o treino. Barras representam a mediana (+ desvio interquartil) das laténcias de
descida no teste; n = 8 por grupo. *p<0,05 com respeito ao grupo controle (V) no teste de Mann-
Whitney.
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relacionados com alteracbes no estado de ansiedade ou animo dos animais,
utilizamos os testes do campo aberto e do labirinto em cruz elevado. All (0,5
pg/lado) infundida na regido CA1 do hipocampo dorsal, 15 min ou 24 h antes de
uma sessao de campo aberto ndo teve efeito nem sobre o niamero de linhas
cruzadas, nem sobre a quantidade de “rearings” realizados, indicando que,
quando administrada no hipocampo, a All ndo exerce efeito algum nas atividades
locomotora e exploratéria dos animais (Figura 4.8).

Da mesma maneira, a infusdo do peptideo na regidao CA1, 15 min ou 24 h antes

de uma sessao de labirinto em cruz elevado nao alterou o nUmero de entradas ou
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Figura 4.8. As atividades locomotora e exploratéria ndo sdo afetadas pela infusdo intra-
hipocampal de angiotensina Il (All) — All (0,5 pg/lado) foi infundida na regido CA1 do hipocampo
dorsal, 15 min ou 24 h antes de uma sessé@o de campo aberto. Barras representam a média (+ erro
padréo) dos respectivos parametros indicados no grafico; n = 9-24 por grupo. V=veiculo.
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o tempo de permanéncia nos bracos abertos e fechados (Figura 4.9), permitindo-
nos assumir que, quando infundida no hipocampo dorsal, a All ndo produz efeito

algum no estado de ansiedade dos animais, pelo menos ndo nos tempos e dose

utilizados.
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Figura 4.9. O estado de ansiedade do animal ndo € alterado pela infusdo intra-hipocampal de
angiotensina Il (All) — All (0,5 pg/lado) foi infundida na regido CA1 do hipocampo dorsal, 15 min ou
24 h antes de uma sessao de labirinto em cruz elevado. Barras representam a média (+ erro padréo)
dos respectivos parametros indicados no gréafico; n = 8-16 por grupo. V=veiculo.
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5. Discussao

A modulacdo da memoaria por fatores externos ao seu processo de formacao tem
sido assunto de diversos estudos (IZQUIERDO et al.,, 2002; 1IZQUIERDO &
GRAUDENZ, 1980; FERRY et al., 1999).

Aqui mostramos que, quando administrada na regido CA1 do hipocampo dorsal
imediatamente ou 30 min apds o treino, mas ndo em tempos mais tardios, a All
causa amnesia retrograda para as memorias de curta e longa duracéo, associadas
com uma tarefa de esquiva inibitdria de uma unica sessdo. Estes resultados
sugerem que, quando infundida no hipocampo, a All dispara mecanismos
intracelulares que se contrapdem aqueles necessarios inicialmente para o
processo de consolidacdo da memoaria.

Apesar do grande numero de trabalhos sobre o assunto o papel da All no
processo de aprendizagem ainda é controverso (WRIGHT & HARDING, 1997).
Diversos autores tém sugerido que All melhora a aquisicdo de nova informacao.
Infusdo intraventricular de All ja foi descrita como tendo efeito pré-mnésico em
tarefas de esquiva ativa (GEORGIEV & YONKOV, 1985), esquiva passiva ou
inibitoria, e reconhecimento de objetos (KULAKOWSKA, 1996). Da mesma forma,
administracdo de All no ventriculo (BRASZKO, 2002) ou no hipocampo
(BELCHEVA et al., 2000) melhorou a aquisicao e evoca¢ao em alguns paradigmas
de condicionamento aversivo. Entretanto, aqui mostramos um claro efeito
amnesico para a infusao intra-hipocampal de All sobre a consolidagcdo da memoéria

da tarefa da esquiva inibitéria de uma sessao. O provavel efeito amnésico da All ja
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foi sugerido previamente. Formacdo da memoéria de esquiva inibitéria foi
prejudicada pela infusdo de All no neoestriado (MORGAN et al., 1977) e giro
dentado (LEE et al., 1995). Déficits de aprendizado também foram relacionados a
infusdo intra-ventricular de renina, a qual por sua vez levaria ao aumento de All no
SNC (KOLLER et al., 1979; DENOBLE et al., 1991).

A hipétese do papel amnésico da infusdo intra-hipocampal de All é apoiada por
trabalhos envolvendo a potenciacdo de longa duracdo (LTP). A LTP é um
fendbmeno eletro-fisiologico, pelo qual se induz uma alteracdo duradoura na
excitabilidade sinaptica e que apresenta diversas semelhancas com 0 processo
proposto para a formacdo das memdrias. Dadas suas caracteristicas a LTP foi
considerada um possivel mecanismo para a formacdo das memodarias; servindo,
até hoje, de base para o estudo destas (BLISS & COLLINGRIDGE, 1993;
IZQUIERDO & MEDINA, 1997). Tratamento com All blogueia a inducdo da LTP no
hipocampo in vivo (WAYNER et al., 1993), em fatias hipocampais (ARMSTRONG
et al., 1996) e em fatias do nudcleo lateral da amigdala (VON BOHLEN UND
HALBACH et al., 1998).

A administracdo de inibidores da enzima responsavel pela conversao de
angiotensina | em All (ECA), tem apresentado resultados pro-mnésicos tanto em
roedores, quanto em humanos (COSTALL, 1989; MONDADORI & ETIENNE,
1990; RAGHAVENDRA, 2001; SUDILOVSKY, 1987 e 1988). Captopril, um inibidor
da ECA bastante utilizado clinicamente e que foi utilizado em alguns dos trabalhos
citados acima, atravessa a barreira hemato-encefalica em quantidade suficiente

para reduzir a atividade da enzima (GEPPETTI et al., 1987). Esses dados também
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parecem apontar para um efeito deletério da All sobre a memoaria.

Existem indicios que alguns dos efeitos relacionados com a All devem-se a sua
conversdo em AlV e posterior atuacdo desta em receptores AT4. Wright (1999),
mostraram que AlV atua na formac¢do da memoaria relacionada a tarefa do labirinto
aquatico de Morris, uma tarefa que avalia a memoria espacial. AlV tem sido
também relacionada com a modulacdo da LTP (KRAMAR et al., 2001; WAYNER
et al., 2001). Além disso, receptores AT4 estdo amplamente distribuidos pelo SNC
de mamiferos e, particularmente, no hipocampo (ALLEN et al., 1998). Com base
nessas evidéncias, buscamos verificar se o efeito observado para a All é devido a
sua conversao em AlV. Como a infuséo intra-hipocampal de AIV ndo provocou
alteracOes observaveis na consolidacdo da memoria relacionada a tarefa de
esquiva inibitoria, podemos sugerir que o efeito amnésico da All ndo € modulado
por receptores AT4.

Uma vez que a acao da All ndo parece envolver receptores AT4, decidimos avaliar
a participacéo dos receptores AT1 e AT2 no efeito da All na memaria de esquiva
inibitéria. A administracdo do antagonista AT2 na regido CAl do hipocampo
dorsal, juntamente com All, bloqueou o efeito amnésico do peptideo, enquanto
que nenhum efeito foi observado com a utilizacdo de um antagonista AT1. Esse
resultado indica que o efeito amnésico da All exdgena se deve a sua acdo em
receptores AT2, mas ndo em receptores AT1.

Nakajima (1995) mostrou que a ativacao de receptores AT2 antagoniza a acéo de
AT1 em células de musculatura lisa vascular levando entre outros efeitos a

inibicdo de MAPK. O mesmo ja foi observado em culturas de neurénios (HUANG,
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1996). Ativacdo de MAPK tem sido mostrada como um passo importante na
consolidacdo da memdéria de esquiva inibitoria de uma sesséao (BEVILAQUA et al.,
2003; CAMMAROTA et al., 2000). Dado que o efeito amnésico resultante da
infusdo de All no hipocampo aparentemente se da por sua atuacao em receptores
AT2 e que a ativacdo desses receptores leva a inibicdo de MAPK, uma via
importante para o processo de consolidacdo da memdria, podemos sugerir que
essa inibicdo € um provavel mecanismo para o efeito observado.

A infusdo dos antagonistas especificos dos receptores AT1 ou AT2, por si sOs,
nao provocou alteracdes na consolidacédo da LTM associada a esquiva inibitoria,
sugerindo que a All enddégena presente no hipocampo ndo possui um papel
importante na formacdo da memoria para essa tarefa, pelo menos ndo nas
condicbes utilizadas nesse estudo. Existem trabalhos mostrando que
camundongos knock-out para o gene do angiotensinogénio ndo apresentaram
déficits de performance em testes de memoédria (OKUYAMA, 1999; WALTHER,
1999) o que da suporte a hipotese que a All endogena néo possui efeito por si so.
All administrada 15 minutos antes do teste, também resultou amnésica, indicando
que esta também tem um efeito deletério sobre a evocacdo da memoria de
esquiva inibitéria. O funcionamento adequado de MAPK no hipocampo também é
importante para a correta evocacdo da memoria (SZAPIRO et al., 2000). Logo, é
possivel que o prejuizo da evocacao, decorrente da infusdo pré-teste de All no
hipocampo, seja causada pela ativacéo de receptores AT2 e inibicdo de MAPK.
Para avaliar se os efeitos observados para a All exdgena na formacao e evocacao

da memoria de esquiva inibitéria ndo se deviam a efeitos do peptideo sobre
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processos nédo relacionados diretamente com o armazenado de nova informacéo,
tais como a locomocéo e a ansiedade (GARD, 2002), avaliamos a performance de
animais infundidos com All em testes de campo aberto e labirinto em cruz
elevado. Animais infundidos com All na regido CA1 do hipocampo dorsal, 15 min
ou 24 h antes de uma sessdo de campo aberto apresentaram resultados
semelhantes ao grupo controle. Esse resultado sugere que os efeitos da infusdo
intra-hipocampal de All na consolidacdo e evocacdo da memoria de esquiva
inibitoria, relatados acima, ndo estdo relacionados com alteracbes na atividade
locomotora ou exploratoria dos animais. Da mesma forma, a All ndo provocou
alteracbes no comportamento dos animais, quando infundida no hipocampo, 15
min ou 24h antes da sessdo de labirinto em cruz elevado. Sugerindo que os
efeitos observados para a All exdgena na memoria ndo se devem a alteracdes no

estado de ansiedade dos animais.
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6. Conclusoes

A administracdo na regido CA1l do hipocampo dorsal de All imediatamente (0) ou
30 min apos o treino, mas ndo 90 ou 180 min apds o treino, bloqueia a
consolidacdo das memorias de curta e de longa duracdo da esquiva inibitoria de
uma sessdo. Da mesma forma, a evocacdo da memoria dessa tarefa €
prejudicada pela infuséo intra-hipocampal de All 15 min pré-teste.

O efeito da All exdégena no hipocampo sob a consolidacdo da memdria de longa
duracdo da esquiva inibitéria é devido a acédo do peptideo sobre receptores AT2;
aparentemente, nem a ativacao de receptores AT1, nem mecanismos que levem a
conversao endoégena de All em AlV estédo envolvidos nesse efeito.

A All hipocampal enddégena, no estado fisiolégico normal, ndo apresenta efeito

sobre a consolidacdo da memodria associada a tarefa da esquiva inibitéria.
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