ISABEL CRISTINA DA CUNHA

APRENDIZAGEM EMOCIONAL NO LABIRINTO EM CRUZ
ELEVADO NO PARADIGMA DA LATENCIA DE TRANSFERENCIA:
PAPEL DO OXIDO NITRICO

Floriandpolis - SC
2003



1

ISABEL CRISTINA DA CUNHA

APRENDIZAGEM EMOCIONAL NO LABIRINTO EM CRUZ :
ELEVADO NO PARADIGMA DA LATENCIA DE TRANSFERENCIA:
PAPEL DO OXIDO NITRICO

Dissertagdo apresentada como requisito
parcial a obtengdo do grau de Mestre.
Curso de Pés-Graduacao em
Neurociéncias, Universidade Federal de

Santa Catarina. .

Orientador: Prof. Dr. Moacir Serralvo Faria

Floriandpolis - SC
2003



“APRENDIZAGEM EMOCIONAL NO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO
ATRAVES DA LATENCIA DE TRANSFERENCA: PAPEL DO OXIDO NiTRICO”.

ISABEL CRISTINA DA CUNHA

Esta dissertagdo foi julgada adequada para a obtengdo do titulo de
MESTRE EM NEUROCIENCIAS

na area de Neurofisiologia ¢ Comportamento Aprovada em sua forma final
pelo Programa de Pos-Graduagdo em Neurociéncias.

Orientador
W

Mbamr Se alvo Faria

Coordenadora do Curso

Yose )2 O\l
ara Maria Rauh Miiller

Banca Examinadora

M

Mo cir Serralvo Faria(Presidente)

\W C/‘»d’L (//2/ M(W;({(/ %&C /»JCJ""" )
Mdrta Aparecida Paschoalini

- l RN
=R

José Marino Neto




11

“Havia num bosque isolado urma bonita violeta que vivia satisfeita com suas
companheiras. Certa manha, ergueu a cabega, e viu uma rosa
que se balancava acima dela, adiante e orgulhosa”.

Gemeu a violeta, dizendo: “Pouca sorte tenho eu entre as flores!
Humilde é meu destino!

Vivo colada a terra e ndo posso erguer a face para o sol

como fazem as rosas...”

A Natureza ouviu, e disse:
“Que te aconteceu, filhinha?
- As vas ambicoes apoderaram-se de ti?”

“Suplico-te, 6 Mde Poderosa, disse a violeta,
transforma-me numa rosa,
por um dia 5o que seja.”

“Nao sabes o que estds pedindo, respondeu a Natureza.
Ignoras o que se esconde de infortﬁnios atrds das aparentes grandezas.”

“Transforma-me em rosa, insistiy a violeta,
e aceitarei todas as conseqiiéncias de minfias aspiragoes e desejos.”

A Natureza estendeu sua mdo mdgica, e a violeta tornou-se uma rosa SUntUOSa.

Na tarde daquele mesmo dia, o céu escureceu, e 0 vento e chuva devastaram o bosque.
As arvores e as roseiras foram abatidas.

S0 as humildes violetas escaparam ao massacre.

E uma delas olhando a sua volta gritou ds companheiras:
“Olhem e vejam o que a tempestade fez das grandes plantas
que se elevam com orgulho e impertinéncia!”

Disse uma outra: “Vivemos coladas a terra, mas escapamos d fiiria dos furacoes.”

Uma terceira disse: “Somos pequenas e humildes;
mas as tempestades nada poa'em contra nds.”
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A rainha das violetas viu tambem a rosa que tinha sido violeta,

estendida por terra como morta. ‘E disse: “Vejam e meditem, minfas filhas,
sobre o destino da violeta que as ambicoes embriagaram.

Que sua infelicidade lhes sirva de exemplo.”

Ouvindo essas paﬁwras a rosa agonizante agitou-se,
e disse, com voz entrecortada:

“Escutai, antes, v0s, ignorantes, mediocres, covardes.
Ontem, eu era como vos, humilde e satisfeita.

Mas a satisfacdo que me protegia, também me limitava.
Podia continuar a viver como vds, colada a terra,

até que o inverno me envolvesse na sua neve
e me levasse ao silencio eterno,sem que confiecesse dos segredos e glorias desta vida

mais do que as intimeras geragoes de violetas,desde que existem violetas.”

Mas escutei no silencio da noite, e ouvi o mundo superior dizer a este mundo:
O alvo da vida ¢ alcancar o que hd além da vida.

Pedi, entdo, @ Natureza — que nada é sendo a materializacdo de nossos sonfios
invisiveis- que me transformasse em rosa. E a Natureza atendeu ao meu desejo.

Vivi uma hora como rosa. Vivi uma hora como rainha.
Vi o mundo com os olhos das rosas.Ouvi a melodia do éter com os ouvidos das rosas.

Acariciei a luz com as pe’ta[as das rosas.
‘Pode alguma de vos gabar-se desta honra?

Morro agora,

“levando na alma o que nenfiuma violeta jamais experimentard.

Morro, sabendo o que fid por trds dos horizontes estreitos onde nasci.
E este 0 alvo da Vida.”

Khalil Gibran
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a panicipagéd do o6xido
nitrico (NO) na laténcia de transferéncia (LT) de ratos, no labirinto em cruz
elevado, um parametro confiavel de aprendizagem e de memaoria em roedores.

Ratos Wistar machos foram distribuidos em grupos e receberam, por via
i.p., um dos seguintes tratamentos: N® Nitro L-arginina-metil-éster (L-NAME; 5,
10, e 50mg.kg™’; inibidor da sintese de NO), D-NAME (50mg.kg™; isdmero inerte,
usado como controle negativo), Escopolamina (SCO; 1mg.kg’, antagonista
muscarinico) e MK-801 (0.075 e 0.15mg.kg”"; antagonista NMDA; controles
positivos) ou Salina 0,9% (grupo controle).

| Outros grupos receberam uma co-administracao de L-NAME (50mg.kg’) e
L-ARG (100 e 200mg.kg") ou L-NAME (5mg.kg’) e MK-801 (0,075mg.kg™).
Trinta minutos apds a administracao das drogas, cada animal foi colocado no
final do brago aberto e o tempo de laténcia de transferéncia para um braco
fechado foi registrado (LT4); no dia seguinte o mesmo protocolo foi repetido
(LT»2); em um experimento independente, grupos de animais receberam por via
i.p. Salina 0,9% ou L-NAME (nas mesmas doses) e tiveram a pressao arterial

avaliada, 30 minutos ap6s a administragao da droga.

A analise estatistica indicou que a administragao sistémica de SCO e
MK-801 (0,15mg.kg’) prolongou a LT, significando, isso, prejuizo na
aprendizagem. A administragao de L-NAME (50m‘g.kg‘1) também prejudicou a
aprendizagem, enquanto que D-NAME, nao alterou a capacidade cognitiva dos

animais; a co-administracdo de L-ARG (200mg.kg"') reverteu o déficit de
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aprendizagem induzido por L-NAME (50mg.kg™'). O tratamento com L-NAME
(50mg.kg’) ndo alterou a LTy, o que indica que a droga prejudicou
seletivamente a aquisicao da aprendizagem, sem alterar a atividade motora do
animal.

Todos os tratamentos com L-NAME induziram hipertensao arterial,
entretanto, ainda que hipertensos, ratos tratados com L-NAME (5 e 10mg.kg™)
exibiram aprendizagem. Os resultados mostram que o prejuizo de aprendizagem
induzido pelo L-NAME (50mg.kg™") ndo é decorrente do quadro hipertensivo, mas
A co-administragdo de doses de L-NAME e MK-801, que individualmente nao
acarreta déficit cognitivo, prejudicou a aprendizagem. Assim, é possivel que
exista uma interagao no sistema nervoso central entre a sintese de NO e a agao

do glutamato nos receptores do tipo NMDA na aprendizagem da LT em ratos.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the role of the nitric oxide
(NO) upon the transfer latency (TL) paradigm in the elevated plus-maze, a
reliable index for learning and memory in rodents. Male Wistar rats were
assigned to receive, by ip. route, either N® Nitro-L-arginine-methyl-esther (L-
NAME; 5, 10, and 50mg.kg'1; an inhibitor of the NO synthesis), D-NAME
(50mg.kg’"; inert isomer, used as negative control), Scopolamine (SCO; 1mg.kg’,
antagonist of muscarinic receptors) and MK-801 (0.075 and 0.15mg.kg™;
antagonist NMDA; both positive controls) or Saline 0,9% (control group). Other
groups received a co-administration of either L-NAME (50mg.kg') and L-ARG
(100 or 200mg.kg™) or L-NAME (5mg.kg”’) and MK-801 (0.075mg.kg™"). Thirty
minutes after the drug administration, each animal was placed at the end of an
open arm, and the time required by the animal to transfer to a closed arm was
recorded (TL4). The next day, the same procedure was repeated (TLy). In an
independent experiment, groups of animais received either Saline 0,9% or L-
NAME (on the same doses) and had its arterial pressure evaluated thirty minutes

after the drug administration.

The statistical analysis showed that SCO and MK-801 (0.15mg.kg™)
systemic administration prolonged the TL,, which indicates impaired learning. |
The L-NAME (50mg.kg™) administration aiso impaired the TL learning, while D-
NAME failed to change the animal’s cognitive ability; the co-administration of L-
ARG (200mg.kg™') prevented the L-NAME (50mg.kg ™) to induce learning deficit.
The L-NAME (50mg.kg™") treatment did not change the TL4, which indicates that
the drug selectively impaired the learning acquisition without changing the

motor activity of the animals.
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Even though all treatments with L-NAME induced hypertension, rats
treated with L-NAME (5 e 10mg.kg™') were able to learn the TL task, in spite of
the increased arterial pressure; the data indicate that the impaired TL learning
induced by L-NAME (50mg.kg™) is not due to the hypertension per se, but to a
NO synthésis inhibition in the central nervous system. The co-administration of
doses of L-NAME and MK-801, which individually did not induce cognitive
deficit, impaired the LT learning. Thus, it is possible to establish a relationship
between NO synthesis and the actions of the glutamate at the NMDA receptors

in the TL learning in rats.
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1. INTRODUCAO

1.1 APRENDIZAGEM E MEMORIA

Do ponto de vista filogenético, a medida que os mamiferos foram
submetidos a constantes desafios de sobrevivéncia, seu sistema nervoso
desenvolveu inumeros circuitos cerebrais, responsaveis pelo controle de
estratégias de adaptacdo as constantes alteragbes em seu habitat (Graeff,
1990).

Na natureza, a capabidade de um .animal de processar estimulos e
contextos, assim como de compara-los com as expectativas formadas a partir
das informagdes arquivadas no banco de memdria sao fundamentais para a
deteccdo e avaliagdo de uma situagdo nova para o animal. A escolha da
estratégia comportamental a ser adotada e o controle da sua execugado é
fundamental para a sobrevivéncia do animal; a estratégia adotada depende dos
tipos de informagdes ou conhecimentos adquiridos em experiéncias prévias
(aprendizagem), bem como da retencao e evocacao dessa informagao aprendida
durante uma nova exposicao (meméria).

A aprendizagem em sua primeira fase & denominada aquisicao. O termo
memoria esta relacionado a um processo amplo que inclui a consolidagdo das
informagdes adquiridas e evocagdo dessas informagbes em um momento
posterior (lzquierdo, 1990). O aprendizado e a memodria sdo adaptagdes da
circuitaria cerebral ao ambiente, acontecendo ao longo de toda a vida do animal
(Bear et al., 2002). Essa habilidade cognitiva permite ao animal modificar seu
comportamento através de diferentes estratégias de defesa, evitando, assim,

situagoes perigosas (Graeff, 1990).
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A memodria é a comprovagao de que algo foi aprendido e pode ser
classificada em dois tipos: o primeiro € a meméria de curto prazo (ou de curta
duragao) que dura de segundos a horas; o segundo, meméria de longo prazo (ou
de longa duragao — esquema 1), € aquela que se pode recordar dias, meses ou

anos apés ter sido armazenada.

J
Informacao Memoria de Consolidagio

> curta duragio C———> da memdria
—

Esquema 1 - Consolidacdo da memoéria de longa duracio.

O sistema de memdria a longo prazo envolve diferentes sistemas
neurotransmissores em diferentes regides sub-corticais (tais como a amigdala,
hipocampo e septo medial) e corticais como, por exemplo, o cértex entorrinal
(Izquierdo et al., 1993). Essas regides fazem parte do sistema emocional e, no
caso da amigdala e hipocampo, estao respectivamente envolvidos com memoria
emocional e memaoria do tipo declarativa.

A mem6ria pode, também, ser dividida em declarativa e ndo-declarativa. A
memoria é dita declarativa quando envolve fatos e eventos, necessitando da
consciéncia do individuo; também pode ser chamada de meméria explicita, pois
resulta de um esforgo consciente. Memérias declarativas requerem a integridade
do cortex cerebral e do hipocampo. Na memdria nao-declarativa, ou implicita,
nao ha reconhecimento consciente d.o individuo, sendo formadas ao longo de
vias reflexas simples. A memoria ndo-declarativa pode, ainda, ser dividida em

memoria de procedimento ou emocional. A meméria de procedimento envolve a
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memoria para habilidades, habitos e comportamentos; requer uma
aprendizagem para uma resposta motora (procedimento) em reagcao a um

estimulo sensorial.

1.2 MEDO E COMPORTAMENTO DEFENSIVO

A memdria emocional é representada pelo medo aprendido e envolve a
amigdala, uma das regides do sistema emocional cerebral (Cahill e McGaugh,
1998).

A partir desta perspectiva bioldgica € possivel enquadrar o medo dentro
do paradigma evoluciondrio. Medo € um estado emocional importante para a
sobrevivéncia do animal, protegendo-o de situagdbes ameacadoras através da
indugao de comportamentos defensivos, diminuindo a probabilidade de
ocorréncia de uma lesao ou ataque de um predador. Assim, quando um animal
percebe que seu bem-estar pode ser ameagado, ou seja, a sua integridade fisica
e até sua chance de sobrevivéncia estejam a correr riscos, apresenta um
conjunto de respostas comportamentais e neurovegetativas que caracterizam a
reacao ao medo (Fendt e Fanselow, 1999).

No tocante a roedores, a estratégia de defesa contra um predador
depende de o estimulo ameacgador ser potencial ou real. A resposta de fuga é
evocada quando o predador estd a uma distancia critica. Entrétanto, quando a
fuga nao é possivel, o animal exibe agressao afetiva, caracterizada por
vocalizagdes, exibi¢ao dos dentes, além de ataques explosivos com mordidas na
regiao entre 6Ihos e focinho do predador. Em outras situagdes, quando o perigo

é potencial (por exemplo, a presen¢ca de odores, ambiente excessivamente
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iluminado ou desprotegido pela auséncia de superficies verticais), o animal exibe
um padrao comportamental caracterizado por exploragao cautelosa com o corpo
abaixado e estirado, acrescida de persistente exploracao olfativa do ambiente;
eventualmente, o animal pode retrair subitamente a cabeca, em resposta a
minima alteragdo no ambiente. Esse comportamento é denominado avaliagao de
risco. O comportamento de avaliagdo de risco sugere que o animal esta
“‘examinando” se existe perigo naquele ambiente e pode ser evocado quando o
perigo € incerto, quando a situagdo € nova ou porque a fonte de perigo tenha
estado ali no passado (Blanchard & Blanchard, 1988).

A interpretagao de um estimulo ou situagdo como sendo perigosa, a
escolha da estratégia de defesa a ser adotada, bem como o controle de sua
execugdo, depende de operagdes de natureza cognitiva (Graeff, 1994). A
experiéncia geradora de medo, entao, é rapidamente aprendida e memorizada
por longo periodo de tempo, a reagao ao medo representa um excelente modelo
para se decifrar os mecanismos fundamentais de aprendizagem e memébria
emocional (Fendt e Fanselow, 1999). De acordo com a tabela 1, alguns
comportamentos de defesa e possiveis emogdes associadas podem estar

relacionados com diferentes estimulos ameagadores(Graeff, 1999).
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TABELA 1. Estruturas cerebrais que regulam o comportamento de defesa e de

possiveis emocoes associadas (proposta por Graeff, 1999).

Tipo de ameaca Potencial Distante Proximal
Estratégia Avaliagao de risco Imobilidade tensa | Ameaga/ luta/ fuga
Comportamental (Congelamento)
Estruturas neurais AMG/SSH AMG/MCPy AMG/ HIPWMCPy
. criticas
Ansiedade Medo Raiva/Pénico

A amigdala (AMG), o sistema septo-hipocampal (SSH), a substancia cinzenta
periaquedutal (MCP, e MCPy) .e o hipotalamo medial (HIPy) integram diferentes
estratégias de defesa, em"'funt;éo do grau de ameaga evocado pelo estimulo

ameacador (Potencial, Proximal ou Distal).

1.3 PLASTICIDADE SINAPTICA

A reformulagdao da idéia inicial de Ramén y Cajal (1894) definiu, em
termos funcionais, duas categorias de plasticidade: a plasticidade
homossinaptica ou dependente da atividade hebbiana e a plasticidade
heterossinaptica, ou dependente da entrada modulatoria (Craig et al., 2000). Em
1949, Donald Hebb propés um papel homossinaptico para meméria de longo
prazo, baseado no fortalecimento das conexoes sinapticas. A partir dai, nosso
conhecimento a respeito dos mecanismos de plasticidade sinaptica e sua
relagdo com os processos de aprendizagem e memdéria tém avangado

significativamente (para revisdo ver Baudry, 1998).



6

Aprendizagem Emocional Da Cunha. 1.C.

A plasticidade homossinaptica pode abranger tanto o fortalecimento da
transmissao (facilitacdo homossinaptica) quanto o enfraquecimento da
transmissao (depressao homossinaptica) entre dois neurdnios. Os eventos

responsaveis pelo fortalecimento ou enfraquecimento sinaptico devem envolver,

necessariamente, uma mesma sinapse (homossinaptico) e a excitacdo do
neurdnio pré e pos-sinaptico deve estar estritamente correlacionada ao tempo,
havendo, nesse caso, o fortalecimento da sinapse por um longo periodo quando
ambos 0s neurdnios disparam coincidentemente; desse modo, uma préxima
ativagcdo pré-sinaptica aumenta a geragdo de potenciais excitatérios pds-
sinapticos. Por outro lado, quando ndo ha coincidéncia entre o disparo dos
neurdnios pré e pos-sinaptico, a sinapse entre ambos é enfraquecida. Assim, de
acordo com o esquema 2, a plasticidade homossinaptica é dependente da
especificidade do sinal de entrada, ou seja, quando dois neurdnios disparam
coincidentemente, apenas a sinapse entre eles é fortalecida, permanecendo as
outras sinapses inalteradas ou deprimidas (Craig et al., 2000).
Consequentemente as sinapses que podem ser assim modificadas sao
chamadas de sinapses Hebbianas (Bear et al., 2002).

Kandel e Tauc (1965 a,b) propuseram um papel heterossinaptico para o
fortalecimento das conexdes sinapticas. Ao contrario da plasticidade
homossinaptica ou hebbiana, uma sinapse pode ser fortalecida ou enfraquecida,
dependendo do ti}po de modulagao exercida por um terceiro neurdnio, regulador
da eficacia sinaptica. Esse terceiro neurdnio pode ser excitatério ou inibitorio,
induzindo assim um fortalecimento (facilitagao modulatéria heterossindptica) ou

diminuicao da transmissao sinaptica (inibicdo heterossinaptica, Craig et al.,
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2000). Assim, conforme o esquema 3, a facilitagcao sinaptica exercida pelo
neurdnio modulatério sera maior se a sua estimulacao modulatoria estiver
associada no tempo com a excitacao do neurdnio pré-sinaptico, ou seja, se os
neurdénios pré-sinaptico e modulatério dispararem juntos. A modulagao
heterossinaptica  pode, também, ser nao-associativa (puramente
heterossinaptica) e associativa, em que a modulagao heterossinaptica combina
caracteristicas de mecanismos homossinapticos e heterossinapticos, havendo
entdo uma associagcao entre os estimulos que ativam o neurénio pré-sinaptico e
o estimulo que ativa o neurdnio modulatério (Craig et al., 2000).

Ainda se pode considerar uma outra forma de transmissdo
heterossinaptica, dependente da concentragdo de neurotransmissores que
seguem o fluxo de liquido extracelular (Vizi e Kiss, 1998) e se aproximam da
fenda sinaptica estabelecendo uma neurotransmissdo paracrina (comunicagéo
por neurotransmissores que se difundem no espago extracelular cerebral e
atuam sobre receptores distantes do sitio de liberagao). Apesar dessa liberagcao
somente ocorrer numa distancia de poucos micrdbmetros, ja € uma distancia
muito maior que a extensao da fenda sinaptica (Bunin e Wightman, 1999).

Tem sido proposto que os mecanismos hebbianos sdao usados na
memoria de curto prazo enquanto que os mecanismos heterossinapticos estao
envolvidos no processamento da memoria de longo prazo que levam a
transcricao e crescimento sinaptico. Mecanismos homossinapticos asseguram a
ocorréncia da aprendizagem, e os mecanismos heterossinapticos garantem que
a memoéria seja mantida (Craig et al., 2000). Trabalhos realizados com

interneurdnios inibitérios e sua transmissao modulatéria mostraram que a
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plasticidade heterossinaptica € recrutada durante diferentes formas de
aprendizado e, que, com a repeticdo, a modulagao heterossinaptica mostra-se
necessaria e suficiente para ativar a transcricdo. Esse fato leva ao crescimento
(ou retragdo) das conexdes sinapticas, produzindo assim persistentes
modificagbes no fortalecimento sinaptico que podem contribuir para o

armazenamento de memoarias de longo prazo (Craig et al., 2000).

Mecanismo homossinaptico de plasticidade

Facilitac3o
i
Depressdo

H"ﬁlllllﬂ@ -

Esquema 2- Plasticidade homossinaptica

O fortalecimento ou enfraquecimento sindptico é dependente da
atividade entre os neurdnios pré e pés-sinaptico. Quando a frequiéncia
de disparo do neurbnio pré-sinaptico € alta, ocorre fortalecimento da
sinapse em questao. Por outro lado, uma diminui¢ao na freqiéncia de
disparo do neurbnio pré-sindptico induz um decréscimo na forga
sinaptica (Adaptado de Craig et al., 2000).
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Mecanismo heterossinaptico de plasticidade

Facilitagdo

Esquema 3 - Plasticidade heterossinaptica

O fortalecimento ou enfraquecimento sinaptico é dependente de
um terceiro neurdnio (excitatério ou inibitério) que pode atuar pré
ou poés-sinapticamente (neurbnio modulatério). Quando agindo no
“terminal pré-sindptico, o neurdnio modulatério pode aumentar
(neurdnios coloridos de azul) ou diminuir (neurdnios coloridos de
vermelho) a liberagdo de neurotransmissor, promovendo assim
um fortalecimento ou enfraquecimento da  sinapse,
respectivamente. Quando atuando no neurbnio pds-sinaptico, o
neurbnio modulatério pode fortalecer ou enfraquecer a
transmissédo sindptica, dependendo da somagdo de potenciais
excitatérios ou inibitérios sobre o neurdnio pds-sinaptico
(Adaptado de Craig et al., 2000).
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1.4 PLASTICIDADE SINAPTICA E SISTEMA EMOCIONAL

Potenciagdo de Longo Prazo (Long-term potentiation - LTP) tem sido
discutida desde 1982 como mecanismo celular de aprendizagem e de meméria.
Ainda que multiplos mecanismos sinapticos tenham sido implicados no
estabelecimento da LTP (Baudry, 1998), maior énfase tem sido dada a
neurotransmissao glutamatérgica.

O glutamato pode exercer seus efeitos pds-sindpticos mediante a
interagao com diferentes tipos de receptores, tais como os receptores AMPA (o~
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato), NMDA (N-metil D-aspartato) e do
tipo metabotrépico (Craig et al., 2000). Os receptores do tipo NMDA apresentam
duas. caracteristicas que os distinguem dos receptores do tipo AMPA. Em
primeiro lugar, a condutancia do receptor NMDA ¢é dependente de
despolarizacdo da membrana, devido & acdo inibitéria do fon Mg?* no canal;
quando a membrana é despolarizada, o bloqueio pelo Mg?* é removido, e a
corrente iGnica estd livre para entrar na célula. Assim uma corrente idnica,
através do canal do receptor NMDA, requer a liberagcido concomitante de
glutamato pelo terminal pré-sinaptico e a despolarizagdo da membrana pés-
sinaptica. Em segundo lugar, seu canal permite um influxo de ions calcio no
neurdnio pds-sinaptico. Assim, uma vez que o influxo de calcio s6 é observado
quando a membrana pds-sinaptica é fortemente despolarizada, a magnitude do
influxo de célcio através do canal do receptor NMDA sinaliza especificamente o

nivel de co-ativagao pré e pés-sinaptica (Craig et al., 2000).
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Quando uma ’sinapse glutamatérgica € formada, somente receptores do
tipo NMDA aparecem na membrana pos-singptica. Como consequéncia, a
liberacao de glutamato em uma uUnica sinapse evoca pouca resposta quando a
membrana pos-sinaptica esta em seu potencial de repouso. Essa sinapse até
entdo silenciosa anuncia sua presenca somente quando um numero
suficientemente grande de sinapses é ativado ao mesmo tempo,' de forma a
promover despolarizacdo suficiente para liberar o Mg?* que bloqueia o canal.
Essa atividade correlacionada é condigao necessaria para o reforco sinaptico.

A modificagdo hebbiana pode ser explicada se o Ca®, admitido pelo
receptor NMDA, aumenta a efetividade sinaptica. Essa entrada de Ca*
desencadeia mecanismos bioquimicos que modificam a eficiéncia da sinapse e
os receptores NMDA atuam como detectores hebbianos de atividade simultanea
pré e pés—sinaptica. Desse modo, um aumento no influxo de calcio pode induzir
a insercao de novos receptores AMPA na arvore dendritica pds-sindptica.
Quanto maior o numero de receptores AMPA pds-sinapticos, maior o
fortalecimento da transmissao. Considerando que LTP seja um mecanismo de
maturagdo sindptica, sinapses eletricamente ativas ganham receptores AMPA
(Malenka e Nicoll, 1999).

A capacidade de aprender, que alguns eventos tém conseqiiéncias
adversas, € extremamente adaptativo, uma vez que individuos que nao
aprendem a reconhecer estimulos ameacgadores em seu meio ambiente tém

chances de sobrevivéncia reduzidas.
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A Aprendizagem emocional tem sido estudada na amigdala, estrutura
cerebral essencial para formas simples de aprendizagem, e memoria emocional,
tal como a aprendizagem associativa, em que um estimulo até entao indcuo é
pareado (associado) a um estimulo aversivo (Maren, 1999; LeDoux, 1998). A
identificacdao da amigdala como uma base para o medo condicionado favorece o
estudo dos processos moleculares e das sinapses que fundamehtam essa forma
de aprendizagem. Um provavel mecanismo celular envolvido na aprendizagem
do medo condicionado na amigdala, é a LTP. Em ratos, respostas condicionadas
pelo medo podem ser verificadas apds poucas sessdes de treino e podem incluir
sobressalto acustico potencializado pelo medo, analgesia e hipertensao, além de
supressao comportamental, tal como o congelamento (freezing), caracterizado
por imobilidade (exceto para respirar) e hiperatividade autondmica, tais como
micgao e defecagao (Maren, 1999).

A literatura tem implicado os receptores glutamatérgicos na LTP na
amigdala, sugerindo assim um papel para esses receptores na aquisicao e
expressao do medo condicionado. De forma similar a estimulacao elétrica de alta
frequéncia, a aprendizagem durante o condicionamento pelo medo também
aumenta a amplitude do estimulo auditivo na amigdala, indicando que a
ocorréncia de LTP na via auditiva para a amigdala deve, de fato, mediar o medo
de um estimulo auditivo condicionado (Rogan et al., 1997; McKernan e Shinnick-
Gallagher, 1997).

O trabalho de Mayford e seus colaboradores (1996) com camundongos
transgénicos que expressavam uma forma muténte do gene para a proteina

cinase |l dependente de calcio-calmodulina (CaMK Il) na amigdala e hipocampo
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permite evidenciar indiretamente o papel da LTP na amigdala (Maren, 1999). No
hipocampo e na amigdala, a CaMK |l é ativada pelo influxo de Ca®** através do
receptor NMDA. Essa cinase interage com fatores de transcricao nuclear,
envolvidos com a aprendizagem e com a meméria (Maren, 1999) e pode estar
implicada na indugao da LTP, visto que camundongos transgénicos exibiram
prejuizo no medo condicionado (Mayford et al., 1996).

Entretanto, tem sido proposto que a amigdala nao é o sitio de memdria
declarativa de longo prazo, mas pode influenciar o processamento de memdria
em outras regioes cerebrais tal como o hipocampo e neocodrtex; geralmente
inativo em situacbes de aprendizagem sem conotagao emocional, o sistema
hormonal relacionado ao estresse € ativado durante eventos emocionais e
parece igualmente regular os processos de memoria em outras regides do

encéfalo (Figura 4-Cahill e McGaugh, 1998).

Modulacao da memoria para eventos emocionais

/v . Memoria
armazena

o g : Amigdal d
- Experiéncia %  Evocagioda - R
€mog¢ao H
\ Sistema
hormonal

Figura 4- Modulagao da Meméria (Adaptado de Cahil e McGaugh, 1998).
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1.5 ESTUDOS DE APRENDIZAGEM E MEMORIA EM ANIMAIS

Varios laboratorios tém publicado dados que se referem aos mecanismos
dos neurotransmissores envolvidos no processamento da memoria na amigdala,
hipocampo e septo medial, além da interagdo dessas estruturas com o cértex
entorrinal na formagao da memoaria de longo-prazo (lzquierdo et al., 1993). Esses
estudos de aprendizagem e de memdria em animais tém utilizado diferentes
testes comportamentais. Alguns desses testes permitem o estudo de memdria
emocional porque o comportamento animal é motivado por um estimulo
aversivo, como por exemplo, o teste de esquiva inibitéria do tipo step-down
(1zquierdo et al., 1992a,b). Nesse teste, o comportamento animal de descer de
uma plataforma, existente em uma caixa, € punido com um choque elétrico nas
patas do animal. O teste assume que a memoria aversiva, e, portanto emocional,
do choque elétrico motivara o animal a permanecer na plataforma, evitando
assim o choque elétrico (resposta de esquiva inibitéria ou passiva). Desse modo,
a laténcia para descer da plataforma na segunda exposicao é maior que aquela
exibida na primeira exposicao.

O glutamato parece exercer um papel chave na aprendizagem desse tipo
de comportamento motivado por aversdo; a infusao pos-treino de APS5S
(antagonista dos receptores NMDA) na amigdala, septo medial ou hipocampo
bloqueia a consolidagao de uma tarefa de esquiva inibitéria do tipo step-down; a
administragao de glutamato nas mesmas regides tem efeito exatamente oposto
ao APS5, causando facilitacao retrégrada da tarefa (lzquierdo et al., 1992a,b).
Alguns grupos de pesquisa demonstraram, ademais, que a administracéao

sistémica de bloqueadores indiretos de receptores NMDA (ou seja, bloqueadores
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de canais de Ca®*) induzem amnésia em ratos (Robinson et al., 1989; Walker e
Gold, 1991). Além disso, a infusao intracerebroventricular de antagonistas NMDA
(MK-801 e APS5) dificulta retencao da aprendizagem espacial (Morris, 1990).

A acetilcolina, além do glutamato, também participa da modulagao de
memoria de esquiva através dos receptores muscarinicos. A administragao
sistémica de escopolamina (antagonista muscarinico) causa amnésia em
humanos e animais (lzquierdo, 1989; Hlinak e Krejci, 1998). Na tarefa de
esquiva inibitdria, a infusdo pds-treino de escopolamina na amigdala, hipocampo
ou ha area septal causa amnésia retrograda, ao passo que O agonista
muscarinico oxotremorine causa facilitacao retrégrada.

O acido y-aminobutirico (GABA) também divide com o glutamato e a
acetilcolina a modulagao da meméria emocional, através dos receptores do tipo
GABA, localizados no septo-medial, amigdala e hipocampo. Esses receptores
sao, ademais, modulados por benzodiézepl'nicos ou por moléculas do tipo
benzodiazepinicas liberadas de acordo com o grau de ansiedade e ou estresse
associado com cada tarefa (Izquierdo e Medina, 1991). A participagao do GABA
na modulagdo da memdria parece envolver um efeito inibitério sobre os
neurdnios que sao ativados pelos receptores NMDA e pelos muscarinicos na
amigdala, no septo-medial e no hipocampo (Izquierdo et al., 1992b). As sinapses
GABA-érgicas sdo potencializadas por benzodiazepinicos, possivelmente de

origem enddégena, liberados depois das experiéncias de treino (Izquierdo, 1992).



16

Aprendizagem Emocional Da Cunha, 1.C.

Memodria emocional também pode ser avaliada em modelos animais de
ansiedade tais como o labirinto em cruz (LCE; Handley e Mithani, 1984). Esse
modelo nao utiliza choques elétricos como fonte aversiva para a indugao da
aprendizagem, e, sim, estimulos naturais, tais como espagos abertos. O modelo
€ baseado no medo inato de roedores por espagos abertos e elevados
(Montgomery, 1955).

O LCE tem forma de uma cruz simétrica, contendo dois bragos abértos
perpendiculares a dois bragos que sao fechados por paredes laterais. O campo
exploratério dos animais é assim constituido de areas com diferentes graus de
aversdo, ou seja, espagos abertos. ou desprotegidos (representados pelos
bragos abertos do labirinto) e espacos protegidos (representados por bragos que
séo fechados por paredes laterais; Bertoglio e Carobrez, 2000). Ainda que tenha
sido demonstrado que a exposicao forgcada de ratos aos bragos abertos ou
fechados promove ativacdo do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal, a elevagao no
nivel sérico de corticosterona é maior quando os animais sao confinados aos
bragos abertos, demonstrando que tais bragos sdao mais estressantes para o
animal, em relagao aos bragos fechados (Pellow et al., 1985). Além disso, a
liberagdo de corticosterona induzida pela exposi¢cao aos bragos abertos nao se
habitua numa segunda exposicao, 24 horas apos a primeira (File et al., 1994).
Alia-se a isso observar que o confinamento de ratos aos bragos abertos induz
maior ocorréncia de comportamentos relacionados com medo/ansiedade, tais
como congelamento e defecacdo, em relagdo aos bragos fechados (Pellow et al.,

1985).
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Também tem sido demonstrado que durante a exploracao livre do LCE, os
animais exibem preferéncia pelos bragos fechados, permanecendo menos tempo
e entrando menos freqlientemente nos bragos abertos (Pellow et al.,, 1985).
Observa-se, ainda, 'que drogas ansioliticas utilizadas na clinica, tais como os
benzodiazepinicos, aumentam a porcentagem de entradas e/ou tempo de
permanéncia nos bragos abertos, enquanto drogas com atividade ansiogénicas
reduzem ambas as variaveis (Pellow et al.,, 1985), o que valida o modelo do
ponto de vista farmacoldgico, a medida em que é capaz de reconhecer drogas
ansioliticas classicas. O efeito ansiolitico induzido pelos benzodiazepinicos no
LCE parece envolver a facilitagdo das agbes inibitorias do GABA, na amigdala
central e basolateral (Pesold e Treit, 1995).

Parece haver, consenso, portanto, de que os bragos abertos do labirinto
possuem propriedades aversivas em roedores. Tem sido proposto, assim, que
roedores evitam a exploracao dos bragos abertos devido ao medo gerado pela
auséncia de superficies verticais, que impedem o comportamento tigmotaxico
dos animais e, conseqientemente, reduz a exploragao nesse tipo de braco (Treit
et al., 1993).

No LCE, a aprendizagem emocional pode ser estudada através do
paradigma da Laténcia de Transferéncia (LT; ltoh et al., 1990). Esse teste prediz
que a laténcia de ratos (Frussa-Filho et al., 1991; Sharma e Kulkarni, 1992) ou
camundongos (ltoh et al., 1990) para se deslocar da extremidade de um dos
bragos abertos até um braco fechado do labirinto (LT) € menor durante uma re-
exposi¢ao ao labirinto. Tem sido proposto que durante a primeira LT o animal

adquire o conhecimento das areas protegidas e desprotegidas do labirinto. Essa
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-aprendizagem motivaria o animal a emitir a segunda LT em um tempo mendr,
em busca da segurancga do brago fechado (ltoh et al., 1990). Desse modo, o
tempo de LT sofre significativa redugao durante uma re-exposi¢ao ao brago
aberto, suportando, assim, a hipétese de que a LT pode ser um paradmetro
confiavel de aprendizagem e memaria emocional em roedores expostos ao LCE
(Itoh et al., 1991; Sharma e Kulkarni, 1992).

A literatura tem demonstrado que a LT é uma tarefa comportamental
modulada pelos receptores do tipo NMDA e muscarinico; a administragao
sisttmica de um antagonista muscarinico (escopolamina) produz um
prolongamento da LT durante a repeti¢ao do teste (ltoh et al., 1990; Itoh et al.,
1991; Sharma e Kulkarni, 1992; Miyazaki et al., 1995; Kumar e Kulkarni, 1996;
Hlinak e Krejci, 1998; Hlindk e Krejci, 2002b). Da mesma forma, a administragao
sistémica de MK-801 (antagonista NMDA) prejudica a aprendizagem da LT no
labirinto (ltoh et al., 1991; Sharma e Kulkarni, 1992; Hlinak e Krejci, 1998; Hlinak
e Krejci, 2000; Hlinak e Krejci, 2002a); além disso, a co-administragao sistémica
de doses sub-efetivas de MK-801 e escopolamina prejudicam a retencao de

memoria da LT (Hlinak e Krejci, 1998).
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1.6 OXIDO NIiTRICO

Oxido Nitrico (NO) é um radical livre, reconhecido como o primeiro
neurotransmissor gasoso (para revisao ver Bara et al.,, 2001), produzido por
enzimas denominadas NO-sintase (NOS), que catalisam a conversdo de L-
arginina (L-arg) em L-citrulina, produzindo NO como co-produto (Garthwaite,
1991). As enzimas NOS podem ser classificadas de acordo com o local onde
sao encontradas, sendo divididas em NOS do tipo | ou nNOS (neurénios), tipo il
ou eNOS (endotélio) e tipo Il ou macNOS (macréfagos; Moore e Handy, 1997).

No sistema vascular, o NO foi inicialmente implicado na vasodilatagao
(Ignarro et al., 1987) dependente do endotélio (Furchgott e Zawadzki, 1980). Em
condi¢gdes de repouso a agao das enzimas do tipo eNOS permite as células
endoteliais promover uma liberagao basal de NO, que € importante no controle
do ténus vascular e, consequentemente, na pressado arterial (Schini-Kerth e
Vanhoute, 1995). Por exemplo, a inibigao cronica da sintese de eNOS produz
déficit na sintese de NO por parte do endotélio e, por isso, no ténus
vasodilatador, 0 que produz elevagao da pressao arterial (Ribeiro et al., 1992).
Assim, o efeito vasodilatador se inicia com a sintese de NO pelo endotélio e sua
difusao até o musculo liso vascular, onde estimula a producdo de GMP¢ que

inibe o tdnus muscular (Joly et al., 1992).

A primeira evidéncia para uma ac¢ao do 6xido nitrico no sistema nervoso
central derivou de estudos com cerebelo de ratos, onde o glutamato, agindo
através dos receptores NMDA, aumentava rapidamente o nivel de calcio

Intracelular e, consequentemente, a converséao de L-arginina em L-citrulina, com
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a formagao de NO (Garthwaite, 1988). No sistema nervoso central o NO pode
funcionar como um mensageiro intercelular, difundindo-se rapidamente de seu
local de sintese para outros neurdnios alvos NO-responsivos, dentro de um limite
de extensao espacial de aproximadamente 0,3-0,4 mm (Lancaster, 1997). Esse
tipo de comunicagao quimica nao-sinaptica (Kiss e Vizi, 2001), também chamada
de transmissao por “volume” (Agnati et al., 1995) pode permitir a sintese de NO
modular a neurotransmissao de outros sistemas neurotransmissores (Vizi e Kiss,
1998). O NO pode igualmente modular a excitabilidade neuronal através de um
mecanismo GMP¢-dependente (Prast e Philippu, 2001).

A sintese de NO pode ser importante em processos de plasticidade sinaptica,
tais como aprendizagem e como meméria (Hoélscher, 1997; Medina e Izquierdo,
1995). Tem sido demonstrado que a LTP no hipocampo .pode ser bloqueada
(Doyle et al., 1996) ou prejudicada (Haley et al., 1993) por inibidores da NOS. A
inibicado da LTP pode, também, ser obtida através da administracao de inibidores
da NOS no interior do neurbnio pds-sinaptico, mas nao no neurdnio pré-sinaptico
(Schuman e Madison, 1991). Assim, o NO parece ser liberado de neurbnios pés-
sinapticos por meios nao vesiculares, atuando sobre os terminais pré-sinapticos,
sendo, portanto, considerado um mensageiro retrogrado (Bear et al., 2002). Ao
contrério, doadores de NO potencializam a geragao de potencial excitatério pds
sinaptico (PEPS- Bon et al., 1992), aumentam sintese de GMP., na célula pré-
sinaptica (Southam e Garthwaite, 1993) e facilitam LTP quando injetado na
célula pré-sinaptica (Arancio et al., 1996). Esses fatos indicam que uma elevada
despolarizagao pos-sinaptica induz a sintese de NO na célulé pos-sinaptica, que

se difunde pelo espago extracelular e induz a formacdo de GMP. no terminal
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pré-sinaptico, modulando assim a fungao celular que leva a LTP (Prast e
Philippu, 2001).

Além do hipocampo, em que a indugdo da LTP é NO-independente em
neurdnios CA1, mas é amplamente NO-dependente no “stratum oriens” (Son et
al., 1996), outras regides importantes na fungao cognitiva, emocional e/ou
comportamental também exibem LTP dependentes da sintese de NO (Prast e
Philippu, 2001). Bloqueio e facilitagao da LTP tém sido observadas no neocdrtex
auditivo (Wakatsuki et al., 1998) e no nucleo medial da amigdala (Abe et al.,
1996). Estudos recentes demonstram um papel importante da via NO/ GMP¢ na
LTD de neurdnios estriatais (Calabresi e col.,, 1999) é cerebelares (Boxall e
Garthwaite, 1996).

Em algumas tabrefas experimentais, como esquiva inibitdria, ou mesmo na
exploragao de um ambiente novo, o NO parece afetar preferencialmente a fase
de aquisi¢do da aprendizagem. Assim, durante a aprendizagem de esquiva ou
exposi¢do a um novo ambiente, a atividade da NOS aumenta consideravelmente
no hipocampo, caudado, putamen e cértex somato-sensorial (Papa et al., 1994).

Em uma tarefa de alternagao espacial reforgada por dgua, a expressao da
NOS aumenta no giro dentado e no coértex frontal (Zhang et al., 1998). A
atividade da NOS também fica elevada apds a aquisicdo de uma tarefa de
esquiva inibitéria (Bernabeu et al.,, 1995); esses resultados indicam que
aquisicao da memoria pode necessitar de uma regulagdo acima do nivel da

atividade basal da NOS.
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Por outro lado, a administracao sistémica de inibidores da NOS induzem
déficit de aprendizagem de esquiva inibitéria no labirinto em T elevado (Calixto et
al., 2001); nesse estudo, também foi demonstrado que a administracao sistémica
de doses sub-efetivas de L-NAME para induzir amnésia elevou de forma
significativa a presséo arterial dos animais, sugerindo o déficit de aquisicao de
esquiva induzido por L-NAME (inibidor da NOS) é decorrente da inibigao da NOS
no sistema nervoso central e nao de efeitos periféricos da droga.

A administracao de inibidores da NOS no hipocampo dorsal também
prejudica a esquiva inibitéria no teste de step-down (Bemabeu et al., 1995),
enquanto que drogas doadoras de NO facilitam a aquisicao de esquiva inibitéria
no mesmo teste (Fin et al., 1995). Desse modo, a sintese de NO no hipocampo
dorsal parece ser importante na aquisicdo desse tipo de comportamento
defensivo que é motivado pelo medo e baseado em supressao comportamental.

Por outro lado, tem sido demonstrado que o efeito nootrépico (facilitador
de memodria) de neuroesterdides pode envolver a sintese de NO como sistema
de amplificacédo de sinal dos receptores NMDA (Reddy e Kulkarni, 1998). Nesse
estudo, os autores verificaram que a administragao sistémica de neuroesterdides
em camundongos era capaz de reveﬁer o efeito amnésico de MK-801, mas
podia ser bloqueado pela administragao sistémica de L-NAME. Reddy e Kulkarni
(1998) utilizaram a LT como metodologia de estudo da aprendizagem, ou seja,
uma tarefa baseada na emissao de uma resposta que é motivada pela aversao
dos bragos abertos do labirinto. O estudo demonstrou que a sintese de NO pode

modular também, em camundongos, a aprendizagem emocional baseada em
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emissao de resposta. Entretanto, a literatura nao dispoe de estudos semelhantes
em ratos.

Outro aspecto a ser considerado em relagdao aos estudos de Reddy e
Kulkarni (1998) diz respeito aos efeitos periféricos da administracao de L-NAME;
a sintese de NO ¢é importante para a manutencao de um tonus vasodilatador no
sistema circulatério e sua inibicao por L-NAME induz hipertensao arterial. Visto
que o efeito da hipertensao sobre a capacidade cognitiva dos animais nao foi
avaliado, o efeito pré-amnésico do L-NAME observado por Reddy e Kulkamni
pode ser decorrente do estado hipertensivo, “per se”, e nao da inibicdo da NOS

no sistema nervoso central.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Estudar o envolvimento do 6xido nitrico na aprendizagem emocional de

ratos no labirinto em cruz elevado no paradigma da laténcia de transferéncia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Avaliar o efeito da administracao sistémica de diferentes doses do
inibidor da sintese de NO, N® nitro-L-arginina-metil-ester (L-NAME) sobre a
aprendizagem emocional avaliada através da tarefa de laténcia de transferéncia.
N® nitro-D-arginina-metil-ester (D-NAME, isébmero inerte) e escopolamina (droga
amnésica) serao utilizados como controle negativo e positivo, respectivamente.

2.2:2 Avaliar o efeito da administragéo sistémica de L-arginina (molécula
precursora da sintese de NO) sobre a aquisi¢ao da laténcia de transferéncia.

2.2.3 Verificar se algum efeito do L-NAME na laténcia de transferéncia
pode ser revertido pela co-administragdo de L-arginina.

2.2.4 Estabelecer uma curva dose/resposta de MK 801 para determinacgéo
da dose amnésica.

2.2.5 Verificar o efeito da co-administracdo de doses SL'Jb-efetivas de L-
NAME e MK 801 sobre a laténcia de transferéncia.

2.2.6 Avaliar a eficacia dos tratamentos com L-NAME em alterar a

pressao arterial dos animais na primeira e segunda exposi¢ao ao LCE.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Ratos Wistar machos, com idade de aproximadamente 2,5 meses,
pesando entre 200 e 300 g foram utilizados como sujeitos experimentais. Os
animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina. Previamente aos experimentos os animais foram distribuidos em
grupos de cinco por caixa de polipropileno (45 x 30 x 15cm) e submetidos a um
periodo de adaptacao de sete dias ao biotério do Laboratério, com livre acesso a
agua e ragdo padrdo, sob um ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes acendendo
as seis horas) e temperatura controlada (24 + 2° C). Os animais foram
manipulados apenas durante a limpeza das caixas (a cada 48 h), a pesagem, a

administragao de drogas e os testes comportamentais.

3.2 DROGAS

L-NAME, D-NAME, L- Arginina (L-ARG) e Escopolamina (SCO) foram obtidos
da Sigma Co, USA. MK-801 (Dizolcipine) foi obtido da Tocris. As drogas foram
dissolvidas em solugdo salina (NaCl 0,9%) e administradas por via intra-
peritonial (i.p), na propor¢gao de 0,1 ml para cada 100g de peso corporal (dos

animais).

3.3 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO
O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) consiste de quatro bragos construidos
de madeira, em forma de cruz, com dimensdes iguais (de 50 X 10 cm), elevados

50 cm do solo. Os dois bragos fechados possuem paredes laterais de vidro fumé
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de 40 cm de altura e estao dispostos perpendicularmente aos bragos abertos,
gue sao circundados por uma pequena borda de acrilico (1cm) para diminuir a
incidéncia de queda do animal durante o experimento. Cada brago apresenta
ainda uma marcagao central que os divide em dois quadrantes iguais, um
proximal e um distal em relacao ao quadrante central. Como unica fonte de
iluminagao foram utilizadas 4 ldmpadas fluorescentes (15W), dispostas em forma

de cruz a uma altura de 100 cm acima do LCE.

3.4 REGISTRO DA LATENCIA DE TRANSFERENCIA

Cada animal foi cuidadosamente colocado na exfremidade de um braco
aberto do LCE (quadrante distal) com a cabega voltada para a area central. O
tempo requerido pelo animal para se deslocar dali, até atingir espontaneamente,
com as quatro patas, o quadrante distai de um dos bracgos fechado foi registrado
e definido. laténcia de transferéncia (LT¢). No dia seguinte o animal foi submetido
a uma segunda exposicdo ao LCE para um novo registro (LT, durante o
presente estudo todos os registros de LT, foram realizados sem administragao
prévia de drogas). Os animais que ndao emitiram a LT em um tempo de até 300
segundos foram desconsiderados da amostra. A eventual queda de um animal
do labirinto implicou, necessariamente, na sua exclusao. Com o objetivo de
evitar pistas odoriferas, apds cada teste, todoé os bragos do labirinto foram
limpos com tecido umedecido em alcool 20% e devidamente secos.Todos os

experimentos foram realizados entre 12 e 14 horas.



27

Aprendizagem Emocional Da Cunha. l.C.

3.5 EXPERIMENTOS

3.5.1 EXPERIMENTO 1

O objetivo do experimento 1 foi avaliar o efeito da administracao sistémica
de diferentes doses de L-NAME sobre a aquisicao da laténcia de transferéncia
no LCE. Seis grupos de ratos foram aleatoriamente distribuidos para receber, 30
minutos antes do registro da LT1, um dos seguintes tratamentos: Salina 0,9%
(grupo controle -SAL), L-NAME (5,10 o.u 50mg.kg™'), D-NAME (50mg.kg™") ou

SCO (1mg.kg™). No dia seguinte a LT2 foi avaliada.

3.5.2 EXPERIMENTO 2

O objetivo do experimento 2 foi avaliar o efeito da administragao sistémica
de diferentes doses de L-arginina sobre a aquisicao da laténcia de transferéncia
no LCE. Nessa etapa, quatro grupos de animais foram aleatoriamente
distribuidos para receber, 30 minutos antes do registro da LT1, um dos seguintes
tratamentos: Salina 0,9% ou L-Arginina (50, 100 ou 200 mg. kg™'). Vinte e quatro
horas depois 0s mesmos animais foram submetidos a segunda exposi¢ao ao

LCE para o registro da LT..

3.5.3 EXPERIMENTO 3

O experimento 3 teve como obijetivo verificar a possivel reversao, pela L-
arginina, de algum efeito do L-NAME sobre a laténcia de transferéncia. Nessa
etapa, quatro grupos de animais receberam uma co-administragéo de drogas

(duas injegoes i.p. consecutivas) como se segue: Salina (0,9%)+Salina
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(SAL/SAL), Salina+L-NAME na dose de 50mg.kg’' (SAL/L-NAMEsy), L-ARG
100mg.kg"+L-NAME 50mg.kg”’ (L-ARG10/L-NAMEs), L-ARG 200mg.kg'+L-
NAME 50mg.kg" (L-ARGo/L-NAMEs); trinta minutos apés a administragdo de
drogas, LT, foi registrada conforme descrito no item 3.5. Vinte e quatro horas

depois, os animais foram re-expostos ao LCE para o registro da LT,

3.5.4 EXPERIMENTO 4

O objetivo do experimento 4 foi de estabelecer uma curva dose/resposta
de MK-801 para determinacao da dose amnésica sobre a aquisicdo da LT no
LCE. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos para recebér,
30 minutos antes do registro da LT1, um dos seguintes tratamentos: SAL, MK-
801 (0,075 e 0,15 mg.kg"). No dia seguinte os animais foram re-expostos ao

LCE para o registro da LTo.

3.5.5 EXPERIMENTO 5

O experimento 5 teve como objetivo verificar uma possivel interagao entre
os receptores NMDA e NO na aprendizagem da LT no LCE. Nesta etapa os
animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos e receberam uma
co-administragao de drogas (duas injegdes i.p. consecutivas), 30 minutos antes
do registro da LT{ como se segue: Salina (0,9%)+Salina (SAL/SAL); Salina+L-
NAME 5mg.kg’ (SALL-NAME;), Salina+MK-801 0,075 mgkg' (SAL/MK-
801¢075) € L-NAME 5mg.kg’'+MK-801 0,075 mg.kg ' (L-NAME 5/MK-801,075). No

dia seguinte a LT, foi avaliada conforme descrito no item 3.5.
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3.5.6 EXPERIMENTO 6

Sabendo-se que a inibicao da sintese de 6éxido nitrico no endotélio
vascular induz elevagao da pressao arerial, a eficacia dos tratamentos.com L-
NAME em induzir hipertensao foi igualmente avaliada, na primeira (momento de
aquisicao da LT) e segunda exposicdo ao LCE (momento de evocacgdo da
memodria), de forma indireta pela cauda do animal (Zatz, 1990). Os protocolos
experimentais foram realizados no Departamento de Farmacologia, Faculdade
de Ciéncias Médicas (UNICAMP) sob orientacéo do Professor Dr. Heitor Moreno
Junior. Quatro grupos de animais receberam, por via i.p., salina 0,9% ou L-
NAME(5, 10 e 50mg.kg'); trinta minutos e vinte e quatro horas apés a
administracdo da droga a pressao arterial foi avaliada. Previamente a
mensuragao da pressao arterial, os animais foram aquecidos por 20 minutos em
uma caixa de polipropileno (49 x 30 x 20 cm; anteriormente aquecida
externamente pela base, por uma lampada de 100W controlada por um
termostato e méntida a 37-39° C). O pré-aquecimento teve como objetivo
promover a dilatagdo dos vasos sanguineos da cauda do animal. Apés o pré-
aquecimento, os animais foram colocados em uma caixa de imobilizagao
translucida, sendo que um anel de pressao, conectado a um mandémetro externo,
foi acoplado a base da cauda. Um microfone elétrico (utilizado como detector) foi
conectado a uma extremidade de um tubo de latex (30 cm de comprimento e
diametro externo e interno de 12 e 10 mm, respectivamente) e a cauda do
animal acoplada a outra extremidade, de maneira que, como um estetoscopio,
as pulsagodes da cauda poderiam sér transmitidas para o microfone (através do

ar contido no tubo de latex) e deste para um osciloscopio.
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Para evitar perda de ar da parte interna do tubo (e, portanto, atenuacao do
sinal), a cauda do animal foi untada com graxa antes de ser acoplada ao tubo de
latex. Através do mandmetro foi possivel impor pressdes crescentes ao anel na
base da cauda a ponto de interromper a passagem de sangue para a cauda e,
conseqlentemente, interromper os sinais de pulsagao (TCP; Tail Cuff Pressure).

Na avaliagdo da pressao arterial, a TCP foi elevada 30 mmHg acima da
pressao na qual as pulsagdes da cauda cessaram, quando entao, foi lentamente
reduzida. No momento em que as pulsagdes recomegaram, a pressao arterial foi
determinada por visualizagao direta do sinal da cauda no osciloscépio e leitura
da TCP para a primeira pulsagao no mandmetro externo. Visto que os animais
nao foram previamente adaptados ao protocolo experimental e com o objetivo de
minimizar os efeitos do estresse inicial sobre a presséo arterial, as leituras foram
consideradas validas somente quando trés determinagdes consecutivas foram
obtidas com variagdo nao superior a 2 mmHg ( .tipicamente 3 a 4

determinacdes).

3.6 CONSIDERACOES ETICAS

O presente trabalho envolveu procedimentos experimentais que estao de
acordo com as normas da Sociedade Brasileira de Neurociéncias. O modelo
empregado no presente estudo € baseado no comportamento exploratério
espontaneo do animal. A fonte de motivagao aversiva foi a mais proxima
possivel daquela encontrada pelo animal em seu ambiente natural, nao

necessitando da utilizagao de choques elétricos.
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados por analise de variancia de duas vias (Two-
way ANOVA) utilizando-se “Droga” como fator 1 e “Exposicao” como fator 2
(para a analise de pressao arterial utilizou-se “Droga” como fator 1 e “Tempo”
como fator 2), seguida do teste de Duncan para multiplas comparacoes. Apenas
valores de probabilidade menores que 5% (p<0,05) foram considerados

significantes.

4. RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO 1

A figura 1 mostra o efeito amnésico induzido pela administragédo
sistémica de L-NAME em ratos submetidos ao paradigma da LT. A ANOVA
nao revelou diferenca entre os grupos em relagdo ao fator Droga
[F(5,172)=1.75, p=0.1251]. Também n&o houve interacdo entre os fatores
“Droga” e “Exposicdo” [F(5,172)=0.63, p=0.6708]. ANOVA revelou uma‘
diferenga em relacao ao fator “Exposicao” [F(1,172)=39.16, p<0.0001)]. O teste
de Duncan indicou que os grupos tratados com salina (p<0,01), L-NAME 5
(p<0,001), L-NAME 10 (p<0,05) e D-NAME 50 (p<0,05) apresentaram LT,
inferior a LT4, indicando assim a ocorréncia de aprendizagem emocional. O
grupo tratado com L-NAME (50mg.kg’; p = 0.0554) e‘b grupo tratado com
escopolamina (p= 0.3126) apresentaram a mesma LT em ambas as

exposi¢oes (LT e aLTy).
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4.2 EXPERIMENTO 2

A figura 2 demonstra a curva dose/resposta de L-arginina em fungéo da
laténcia de transferéncia de ratos no labirinto em cruz elevado. ANOVA nao
revelou diferenca em relagao ao fator “Droga” [F(3,140)=1.31, p=0.2725], nem/
tampouco na interacdo “Droga” x “Exposigdo” [F(3,140)=0.51, p=0.6726].
ANOVA mostrou uma diferenga em relagdo ao fator “Exposicao”
[F(1,140)=44.95, p<0.0001]. O teste de Duncan indicou que os grupos tratados
com salina (p<0.001) e diferentes doses de L-ARG (50mg.kg’, p<0.01;
100mg.kg™, p< 0.05; 200mg.kg™', p< 0.0001) apresentaram a LT, menor do que

a LT1

4.3 EXPERIMENTO 3
A figura 3 mostra a reversdo do efeito amnésico do L-NAME pela L-

”

arginina. ANOVA nao revelou diferenga em relacado ao fator “Droga
[F(3,144)=0.78, p=0.5026]. Também nao houve interagédo entre o fator "Droga”
e “Exposicdo” [F(3,144)=0.34, p=0.7914]. ANOVA mostrou uma diferen¢ca em
relagcdo ao fator “Exposicdo” [F(1,144)=21.58, p<0.0001]. O teste de Duncan
permitiu evidenciar que a co-administracao de drogas influenciou o grupo
controle (SAL+SAL; p<0.05). O grupo L-ARG200+L-NAMES50 apresentou
menor LT, em relagao a LT¢ (p<0.05). Os grupos L-NAME50+salina (p=0.0919)
e L-NAME50+L-ARG100 (p=0.0735) exibiram a mesma LT em ambas as

exposigoes.

4.4 EXPERIMENTO 4
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A figura 4 mostra o efeito amnésico induzido pela administragao
sistémica de MK-801. ANOVA néo revelou diferenca em relagao ao fator
“‘Droga” [F(2,114)=0.36, p=0.6916] nem interagao “Droga” x “Exposi¢ao”
[F(2,114)=0.48, p=0.6172]. ANOVA mostrou diferenca no fator “Exposigao”
[F(1,114)=15.20, p<0.001]. O teste de Duncan revelou que os grupos tratados
com salina e MK-801 (0,075 mg.kg') apresentaram valores de LT, menores
que aqueles exibidos durante a LT, (p<0.05); ja o grupo tratado com MK-

801(0,15 mg.kg™) apresentou LT, igual a LT; (p=0.1356).

4.5 EXPERIMENTO 5

A figura 5 representa o efeito amnésico induzido pela co-administracéao
de doses sub-efetivas de L-NAME e MK-801. ANOVA revelou diferenca em
relagdo ao fator “Exposicdo” [F(1,112)=20.10, p<0.0001)], porém nao revelou
diferenca em relagao ao fator “Droga”[F(3,112)=0.88, p=0.4520] nem interacao
entre “Droga” e “Exposi¢do” [F(3,112)=0.36, p=0.7762]. O teste de Duncan
indicou que os grupos recebendo co-administragdo de solucdo SAL+SAL
(p<0.05), LNAME5+SAL (p<0.05) e MK-801 (0.075 mg.kg')+SAL (p<0.05)
apresentaram reducgao da LT, em relagdao a LTy. O grupo MK-801 (0,075
mg.kg ' )+L-NAME(5mg.kg"') ndo apresentou diferenca entre a LTy e a LT>

(p=0.2173).

A

4.6 EXPERIMENTO 6

A figura 6 mostra a Presséo arterial de ratos tratados com diferentes
doses de L-NAME. ANOVA néao revelou diferenga em relagao ao fator “Droga”

[F(3,98)=2.23, p=0.0889] nem interagcdo “Droga” x “Tempo” [F(3,98)=2.21,
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p=0.0907], mas indicou diferenca em relagao ao fator “Tempo” [F(1,98)=22.02,
p<0.0001]; O teste de Duncan revelou que todos os tratamentos com L-NAME
induziram hipertensao trinta minutos apés a administragdo da droga (p<0.05),
porém, no dia seguinte, os grupos tratados com L-NAME (5, 10 e 50 mg.kg")
apresentaram a mesma pressao arterial em relacdo ao grupo tratado com

salina.
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Figura 1. Efeito amnésico induzido pela administragao sistémica de L-
NAME: no primeiro dia os animais receberam salina (0.9%) ou L-NAME (5, 10
e 50 mg.kg™'), D-NAME (50mg.kg"') ou escopolamina (SCO, 1.0mg.kg") por via
i.p., 30 minutos antes do registro da Laténcia de Transferéncia (LT4); no dia
seguinte cada grupo foi re-exposto ao labirinto para novo registro (LT,). Cada
coluna representa a laténcia de transferéncia média + E.P.M. *p<0.05 e
**p<0.01 em relagao a respectiva LT: (ANOVA seguida do teste de Duncan

para multiplas comparagoes).
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Figura 2. Curva dose/resposta de L-arginina em funcao da laténcia de
transferéncia de ratos no labirinto em cruz elevado: no primeiro dia os
animais receberam salina (0.9%) ou L-arginina (50, 100 e 200 mg.kg™') por via
i.p., 30 minutos antes do registro da Laténcia de Transferéncia (LT¢); no dia
seguinte cada grupo foi re-exposto ao labirinto para novo registro (LT,). Cada
coluna representa é laténcia de transferéncia média + E.P.M. *p<0.05,

* %k

**p<0.01e ***p<0.0001 em relacdo a respectiva LT1 (ANOVA seguida do teste

de Duncan para multiplas comparagoes).
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Figura 3. Reversao do efeito amnésico do L-NAME pela L-arginina: no
primeiro dia os animais receberam uma co-administracdo sistémica de L-
NAME5§+salina, L-NAMEso+L-arginina (L-arg; 100 ou 200mg.kg’) ou
salina+salina (grupo controle) e, apds trinta minutos, tiveram a laténcia de
transferéncia registrada (LT1) no labirinto em cruz elevado. No dia seguinte os
animais foram recolocados no labirinto para o registro da LT,. Cada coluna
representa a laténcia de transferéncia média + E.P.M. *p<0.05 e **p<0.01 em
relagdo a respectiva LT{ (ANOVA seguida do teste de Duncan para multiplas

comparagoes).
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Figura 4. Efeito amnésico induzido pela administragao sistémica de MK-
801: no primeiro dia os animais receberam salina (0.9%) ou MK-801 (0.075 e
0.15 mg.kg™) por via ip., 30 minutos antes do registro da Laténcia de
Transferéncia (LTs); no dia seguinte cada grupo foi re-exposto ao labirinto para
novo registro (LT,). Cada coluna representa a laténcia de transferéncia média +
E.P.M. *p<0.05 em relagdo a respectiva LT, (ANOVA seguida do teste de

Duncan para multiplas comparacoes).
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Figura 5. Efeito amnésico induzido pela co-administragcao de doses sub-
efetivas de L-NAME e MK-801: no primeiro dia os animais receberam uma co-
administragdo sistémica de L-NAMEs+salina, MK-801¢¢7s+salina, L-
NAMEs+MK-8010 075 ou salina+salina (grupo controle) e, apés trinta minutos,
tiveram a laténcia de transferéncia registrada (LT¢) no labirinto em cruz
elevado. No dia seguinte os animais foram recolocados no labirinto pafa o
registro da LT,. Cada coluna representa a laténcia de transferéncia media +
E.P.M. *p<0.05 em relagéao a vrespectiva LT, (ANOVA seguida do teste de

Duncan para multiplas comparagdes). ,
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Figura 6. Pressao arterial em animais tratados com diferentes doses de L-
NAME: os animais receberam salina (0.9%) ou L-NAME (5, 10, 50 mg.kg™) por
via i.p. e tiveram a pressao arterial avaliada de forma indireta através da cauda,
30 minutos e 24 horas apds a administragao da droga. Cada coluna representa a
meédia + E.P.M. * p<0.05 em relagao ao grupo tratado com salina (Two-Way

ANOVA seguida do teste de Duncan para multiplas comparagoes).
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5. DISCUSSAO

Ao longo dos anos o labirinto em cruz elevado (LCE) tornou-se uma
ferramenfa muito utilizada no estudo da énsiedade em roedores, através da
avaliacao dos efeitos ansioliticos e ansiogénicos de drogas sobre o
comportamento exploratério désses animais (Handiey e Mithani,1984). O modelo
foi reestruturado para permitir uma avaliagao de aprendizagem espacial e
memdria em camundongos (ltoh et al., 1991).

O campo exploratério‘ do animal no LCE é composto de areas com
diferentes graus de aversao e propriedades indutoras de medo (Bertoglio e
Carobrez, 2000), especialmente os bracos abertos (Pellow et al., 1985). Quando
colocado no -Iabirinto pela primeira vez na extremidade de um dos bragos
abertos, o animal inicia 0 reconhecimento do novo ambiente, o que culmina com
- seu primeiro contato com as areas protegidas do labirinto, ou seja, os bragos
fechados. Sabendo-se que o animal discrimina e localiza as areas protegidas e
desprotegidas do labirinto, a memdria emocional pode ser avaliada quando o
animal & re-exposto ao braco aberto e exibe menor LT (Zangrossi e Graeff,
1997).

A capacidade de memorizar a configuragcado espacial do labirinto tem sido
reconhecida e o encurtamento da LT na segunda exposi¢cao é usado como um
indicador de aprendizagem e memdria, enquanto que o prolongamento do tempo
de LT indica prejuizo de aprendizagem ou amnésia (ltoh et al, 1990).
Conhecendo-se que a resposta exigida do animal € motivada pelo medo, a LT
representa um indice confiavel de aprendizagem emocional no LCE (ltoh et al.,

1991).
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A escopolamina, usada no presente estudo como controle positivo, € um
antagonista muscarinico que sabidamente prejudica processos de aprendizagem
e de memoria (McGaugh, 1973). Os resultados demonstraram que ratos tratados
previamente com SCO, tal como camundongos (ltoh et al., 1990; Sharma e
Kulkarni, 1992; Miyazaki et al., 1995; Hlinak e Krejci, 2002b), exibiram déficit de
aprendizagem da LT; desse modo, nosso resultado corrobora a literatura,
mostrando que a ativagao de receptores muscarinicos é importante para a
aquisicao da aprendizagem da LT em roedores.

A importancia da sintese de NO na aprendizagem e na memdria é
amplamente suportada por diferentes grupos de pesquisa. A inibicao da NOS por
analogos da L-arginina é considerada um fator prejudicial a aprendizagem e
memoria em roedores (Huang, 1995), enquanto que a atividade da NOS esta
elevada imediatamente apds a aprendizagem de esquiva inibitoria (Bernabeu et
al., 1995). Efeitos amnésicos ou prejudiciais a aprendizagem de esquiva inibitéria
tém sido demonstrados apds a administragao sistémica de inibidores da NOS,
seja no teste de step-through (Baratti e Kopf, 1996; Kopf e Baratti, 1996), seja no
labirinto em T elevado (Calixto et al.,, 2001), um modelo animal de ansiedade
(Graeff et al., 1998).

A administragao de inibidores da NOS no hipocampo prejudica a esquiva
inibitéria no teste de step-down em roedores (Bernabeu et al., 1995; Fin et al.,
1995; Huang e Lee, 1995; Quevedo et al., 1997), enquanto que a administragao
de drogas doadoras de NO facilitam a aquisicao da esquiva no mesmo teste (Fin

et al.,, 1995; Huang e Lee, 1995). Assim, o hipocampo parece ser uma regiao
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importante, onde a sintese de NO & critica para a aprendizagem de esquiva
inibitéria no teste de step-down.

Corroborando as evidéncias de que a sintese de NO é importante na
aprendizagem, o presente estudo demonstrou que a administracao pré-treino de
L-NAME (50mg.kg”") prejudicou a aquisicdo da LT em ratos. Esse efeito foi
observado somente em doses altas (50 mgkg'), sendo as doses inferiores
inefetivas em induzir amnésia (5 e 10mg.kg™"); o tratamento prévio com D-NAME
(50mg.kg”?) também nao alterou a capacidade cognitiva dos animais;
considerando que o L-NAME é um inibidor da enzima NOS, e seu isbmero D-
NAME ¢é inerte, podemos supor que a sintese de NO é importante no
estabelecimento de tal aprendizagem em ratos.

Maior evidéncia do possivel papel mnemédnico do NO na aprendizagem da
LT deriva da reversdo do efeito amnésico do L-NAME (50mg.kg") pela co-
administracdo de L-arginina (200mg.kg™"), a molécula precursora da sintese de
NO e que compete com L-NAME pela enzima NOS. Além do mais, o fato do
tratamento com L-NAME (50mg.kg”) ndo alterar a LTy indica que a droga foi
capaz de prejudicar seletivamente a aquisicao da aprendizagem, sem alterar a
atividade motora do animal. Reddy e Kulkarni (1998) obtiveram efeito amnésico
semelhante em camundongos, ainda que com doses mais elevadas de L-NAME.
Portanto, a sintese de NO parece ser importante na aquisicdo da LT em

roedores.
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No presente estudo a administragao de diferentes doses de L-arginina
(50, 100 e 200mg.kg') nao alterou a aprendizagem da LT. De forma similar, a
administragcdo de L-arginina (300 mg.kg”') ndo modificou a ambulacao, a
coordenacao motora e a sensibilidade a dor de camundongos, ou seja,
processos sensorio-motores que poderiam interferir no processo de
aprendizagem (Reddy e Kulkarni, 1998).

E preciso, entretanto, levar em consideragédo que um complexo trafego de
arginina e citruiina interérgaos garante o fornecimento constante de arginina ao
cérebro (Wiesinger, 2001). A sintese de arginina a partir da ornitina é restrita ao
figado, intestino delgado e grosso, sendo notavelmente ausente em células do
sistema nervoso. O figado e os intestinos sao tecidos capazes de utilizar ornitina
para producgao de citrulina, funcionando como fornecedores dela a circulagao; a
citrulina é, entao, convertida em arginina, especialmente nos rins, retornando
entao a circulagao para suprir outros érgaos (Wiesinger, 2001).

No sistema nervoso central, a arginina pode ser sintetizada e estocada
em astrdcitos, os quais poderiam funcionar como local de armazenamento de
arginina para posterior fornecimento as outras células neurais. Desse modo, os
astrocitos podem ajudar na manutencdo da disponibilidade de arginina para a
sintese de oOxido nitrico no sistema nervoso central (Wiesinger, 2001). Nesse
sentido, tem sido proposto que uma cooperacao intercelular na captag¢ao, na
sintese, no armazenamento e na liberagao de arginina, ou seus metabdlitos, é
obrigatéria para uma sintese de novo de 6xido nitrico no sistema nervoso
central. E possivel supor que a disponibilidade de arginina, e, portanto, de

substrato, nao represente a etapa limitante na sintese de 6xido nitrico no sistema
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nervoso central, nao sendo, assim, afetada por niveis mais elevados induzidos
pela administragao i.p. de L-arginina.

O presente estudo demonstrou que a ocorréncia de hipertensao nao altera
a capacidade cognitiva dos animais porque, se as doses utilizadas no presente
estudo foram eficazes em induzir o mesmo nivel de hipertensdao no momento da
aquisicao da LT, apenas ratos tratados com L-NAME na dose mais elevada
(50mg.kg”) exibiram prejuizo de aprendizagem. Os grupos tratados com L-
NAME nas doses de 5 e 10mg.kg' exibiram aquisicio da LT, ainda que
hipertensos. Nao foi possivel prever o efeito da hipertensao sobre a evocagao de
memoria porque, durante o registro da LT, , todos os grupos tratados com L-
NAME estavam normotensos. Ainda qué o presente estudo nao tenha avaliado
a atividade da NOS no sistema nervoso central, os resultados sugerem que o
efeito amnésico ' induzido pelo tratamento com L-NAME (50mg.kg’) seja
decorrente, ndo do quadro hipertensivo induzido pela agao periférica da droga,
mas, sim, a inibicdo da sintese de dxido nitrico no sistema nervoso central.

Existem evidéncias crescentes de que o glutamato no SNC de mamiferos
também contribui para a fungéo cognitiva (Morris,1989; Hlinak e Krejci, 1998); a
indugcao da LTP no hipocampo (estrutura considerada como a base neural da
formacao da memodria) depende da ativagdo de receptores do tipo NMDA
(Morris, 1986); a administragdo de MK-801, antagonista NMDA, induz prejuizo
de aquisigao (Itoh et al., 1991; Sharma e Kulkarni, 1992; Hlinak e Krejci, 2002a)

e retencao (Hlinak e Krejci, 1998; Hlinak e Krejci, 2000) da LT em camundongos.
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Os resultados do presente estudo também reforcam o papel dos
receptores NMDA na aquisi¢cao da LT desde que a administracao prévia de MK-
801 (0.15mg.kg) induziu um efeito amnésico. Além disso, os resultados
sugerem uma estreita relacao entre a sintese de NO e a ativagao dos receptores
NMDA na aprendizagem da LT, visto que a co-administracao de doses sub-
efetivas de MK-801 (0.075mg.kg™") e L-NAME (5mg.kg™") induziram amnésia no
teste da LT. Similarmente, também tem sido demonstrado que o efeito
nootrépico de neuroesterdides pode envolver a sintese de NO, como sistema de
amplificagcao de sinal dos receptores NMDA (Reddy e Kulkarni, 1998).

Tem sido proposto que uma vez sintetizado, o NO pode se difundir para
fora do neurdnio e atuar em células vizinhas, servindo como mensageiro na
modulagao sinaptica, seja na LTP, seja na regulacao de neurotransmissores, tais
como noradrenalina, dopamina e serotonina (Kiss, 2000), que possuem um
amplo papel na regulagao de comportamento e cognicao (Bohme, 1993). Por
outro lado, a administragao de L-NAME ou outros inibidores da NOS parece ser
ansiolitica em modelos animais de ansiedade (Volke et al., 1995; Faria et al.,
1997; Volke et al., 1997; Calixto et al., 2001). A sintese de NO na regiao dorsal
da matéria cinzenta periaquedutal de ratos parece ser também importante na
modulacado de reacdes de defesa (De Oliveira et al.,, 2001). Além disso, a
produgcdo de NO pode ser importante na mediagdo do efeito ansiogénico
induzido pela administracao intracerebroventricular ( i.c.v.) de substancia P em

camundongos (Baretta et al., 2001).
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Como visto anteriormente, a sintese de NO é importante na aprendizagem
em varios paradigmas experimentais que utilizam estimulos aversivos (seja um
choque elétrico, seja espagos abertos e elevados) como fonte de motivacao da
aprendizagem. Assim, é possivel assumir que, pelo menos nesses estudos, a
aprendizagem foi induzida pelo medo e implica a sintese de NO como fator
importante na aprendizagem emocional em roedores.

Se a sintese de NO é importante na aprendizagem emocional, entao o
controle endégeno de sua sintese pode modular esse tipo de aprendizagem ou
ainda o nivel de medo/ansiedade dos animais. Nesse sentido, a agmatina,
formada a partir da arginina, através de uma via metabdlica alternativa, parece
exercer um efeito inibitorio sobre a enzima NOS e, consequentemente, a sintese
de NO pode ser modulada pelo metabolismo da propria arginina. Por outro lado,
a agmatina pode igualmente modular a acao do glutamato nos receptores NMDA
(Yang e Reis, 1999). Assim, a sintese de éxido nitrico no sistema nervoso central
parece depender de um complexo padrao de regulacao de todas as isoformas de
NOS, envolvendo a oferta de arginina como substrato para as enzimas e
produtos de metabolizacdo da arginina, tal como a agmatina que inibe a

atividade NOS e, conseqglientemente a sintese de NO.
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6. CONCLUSOES:

1. A administracao de L-NAME (50mg.kg™") prejudica a aprendizagem da

laténcia de transferéncia em ratos no LCE.

2. O efeito amnésico induzido pelo L-NAME (50mg.kg™") pode ser atribuido a
inibicao da sintese de 6xido nitrico no sistema nervoso central, visto que
pode ser revertido pela co-administracao de L-arginina (200mg.kg™'). Além
disso, o tratamento prévio com D-NAME foi inefetivo em alterar a

cognigao dos animais.

3. A administragéo prévia de L-arginina (50, 100 e 200mg.kg™') ndo altera a

aquisi¢ao da laténcia de transferéncia em ratos.

4. O efeito amnésico induzido pelo L-NAME (50mg.kg™") supostamente nao
€ decorrente de uma agao periférica da droga, tal como hipertensao, visto
que os grupos tratados com doses menores de L-NAME aprenderam a

LT, ainda que hipertensos.

5 A ativagéb de receptores do tipo muscarinico e NMDA é importante para a
aprendizagem da laténcia de transferéncia em ratos, porque a
administracéo prévia de antagonistas (escopolamina, 1mg.kg"' e MK-801,
0.15mg.kg™, respectivamente) de tais receptores prejudica o processo de

aquisicao da referida aprendizagem.
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6. Existe a possibilidade da uma interagao entre a sintese de oxido nitrico e
a ativacao de receptores NMDA durante a aquisicao da laténcia de
transferéncia em ratos, visto que a co-administracdo de doses sub-
efetivas de L-NAME (5mgkg’) e MK-801 (0.075mg.kg’) produziram

amnésia.
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