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RESUMO

TELLES, M. Relacao entre sistema colinérgico e formacao de reserva cognitiva apds treino
de atencdo semanal em camundongos infundidos cronicamente com peptideo B-amiloide.
2015. 58 f. Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Sao Paulo, Sao Paulo, 2015.

O sistema colinérgico estd sabidamente envolvido com processos cognitivos. Em
trabalho recente mostramos que a infusdo do peptideo BA promoveu
neurodegeneracao e reducdo da memaria de ratos. O treino semanal dos animais em
equipamento de esquiva ativa recuperou o desempenho na tarefa e aumentou a
densidade de receptores nicotinicos a7 em areas relacionadas a memoria. No
presente trabalho, o antagonismo de a7 com metilicaconitina (MLA), em
camundongos, promoveu perda cognitiva, porém a recuperacdo com o treino foi
parcial. A infusdo conjunta de BA e MLA causou perda da memoria, mas essa nao foi
revertida com o treino semanal. Os animais com MLA apresentaram aumento da
atividade da acetilcolinesterase (AChE) e aumento de BDNF, que poderia ser
relacionado a resiliéncia a injurias. Porém, animais com BA e MLA apresentaram
aumento da atividade da AChE e reducdo de BDNF, sugerindo perda dos
mecanismos de neuroprotecdo deflagrados por a7. Com isso, sugere-se que a7
tenha um papel determinante na recuperacdo da memoéria e resiliéncia tecidual,
frente a neurodegeneracao.

Palavras-chave: Sistema colinérgico. Neurodegeneracao. Treino semanal. Resiliéncia
cerebral.



ABSTRACT
TELLES, M. Role of cholinergic system in formation of cognitive reserve, after attetion
trainning of mice chronically infused with amyloid- beta peptide. 2015. 58 p. Masters thesis
(Pharmacology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2015.

Cholinergic system plays an important role in cognitive processes. In a recent work
we showed that infusion of Ap promoted neurodegeneration and reduction of memory
of rats. Week training of animals in active avoidance shuttle box recovered their
performance and increased the density of a7 nicotinic receptors in brain areas related
to memory. In the present work, infusion of the a7 antagonist methyllycaconitine
(MLA), in mice, caused cognitive impairment, but memory recover with week training
was partial. Infusion of BA together with MLA promoted memory loss, but this was not
recovered with the week training. MLA infused mice presented increase in
acetylcholinesterase (AChE) activity and increase in BDNF, which could be related to
resilience to tissue injuries. However, animals infused with BA and MLA showed
increase in AChE activity and reduction of BDNF, suggesting loss of neuroprotection
mechanisms triggered by a7. It is suggested that a7 has a determinant role in
memory recover and brain resilience, in neurodegenerative processes.

Keywords: Cholinergic system. Neurodegeneration. Attention training. Brain resilience.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas observou-se o aumento da longevidade da populagédo
em geral causado, dentre outros fatores, pela melhoria da qualidade de vida. A
qualidade de vida € um conceito subjetivo e multidimensional, pois cada individuo
possui seus parametros acerca do que lhe traz satisfacdo. Além disso, trata-se de
considerar a percepcao da pessoa sobre o seu estado de saude e sobre os aspectos
subjetivos do seu contexto de vida (SEIDL; ZANNON, 2004).

Dentro dessa perspectiva, as doencas neurodegenerativas como a doenca de
Alzheimer (DA), acarretam a perda da capacidade cognitiva e a reducdo da
autonomia, inviabilizando a realizacdo das tarefas diarias e, dessa forma,
influenciando diretamente a qualidade de vida do idoso e de seus familiares. A DA é
a quarta causa mais frequente de morte em paises como o Brasil. Sua prevaléncia
aumenta com a idade, pois dobra a cada cinco anos em pessoas com idades entre
65 e 85 anos (GREEN, 2001). Dessa forma, atinge, aproximadamente, 20% da
populacdo com idade acima de 80 anos.

Consequentemente, essa doenca se tornou alvo de muitas pesquisas e
investimentos, com o intuito de entender sua etiologia e progressdo e minimizar suas
consequéncias individuais e globais relacionadas ao sistema de saude. Nesse
contexto, entender os mecanismos relacionados a memdria é fundamental para

realizar estudos e intervengdes nessa area.

1.1 FORMACAO DA MEMORIA

A memoaria ocorre a partir de experiéncias e é caracterizada pela aquisicéo,
armazenamento e evocacgdo de informagdes. Além disso, é dividida em diferentes
tipos, como a memdéria operacional, declarativa e de procedimento.

A formacédo da memoria ndo depende de uma estrutura nervosa isolada, mas
sim, da intensa inervacdo de muitas estruturas (IZQUIERDO, 2004). Para isso,
ocorrem alteracdes morfolégicas nas sinapses como a formacdo de novas conexdes
e 0 aumento na forca de associacdo entre neurbnios, ou seja, requer plasticidade
neuronal (LYNCH, 2004). Essa plasticidade é a capacidade dos neurdnios de

transformar e adaptar o seu funcionamento e sua estrutura de acordo com
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exigéncias externas e internas (KAPCZINSKI, et al., 2004). A plasticidade neural
esta presente em todas as etapas da ontogenia, durante todo o envelhecimento e a
sua construcdo ocorre a partir de interagcdes do individuo com o ambiente, esta
associada aos aspectos comportamentais, estruturais e aos processos de
aprendizagem e memaria (OLIVEIRA et al., 2000). Em suma, a plasticidade neural é
caracterizada pela capacidade de mudanca morfolégica e funcional de redes
complexas do sistema nervoso central, essas modificacdes ocorrem constantemente
permitindo aos organismos capacidade de armazenar informacdes e adaptar o seu
comportamento as mudangas do ambiente (TURRIGIANO, 2012).

Uma das formas de plasticidade amplamente aceita como a base para a
formacao de alguns tipos de memoaria é a potenciacéo de longa duracgéo (LTP), trata-
se de uma alteracdo eletrofisiolégica que ocorre no hipocampo e em outras areas
cerebrais, onde as alteracdes sinapticas sdo mantidas por um longo periodo de
tempo apds transcricdo génica e sintese de novas proteinas neuronais, resultando
em aumento da eficicia da transmissao sinaptica (IZQUIERDO, 2008; KANDEL,
2001; PANG; LU, 2004). Ou seja, a LTP age na melhora da transmissao do sinal por
meio do aumento de neurotransmissores liberados na sinapse, pela melhora da
sensibilidade e pelo aumento da atividade e do numero dos receptores possinapticos
que recebem esses neurotransmissores. Desde que foi descrita, a LTP é a forma de
plasticidade sinaptica mais aceita para se explicar a memodria de longa duracéo e,
dessa forma, € o mecanismo que fundamenta a duracao da memdria.

A formacéao da memoria € modulada  por  varios
sistemas de neurotransmissores, entre eles o sistema colinérgico. A acédo do
neurotransmissor acetilcolina (ACh) € devida a interagdo com receptores
denominados receptores metabotrépicos muscarinicos e receptores ionotropicos
nicotinicos. Essa classificagédo foi baseada nos subtipos de receptores colinérgicos
capazes de se ligar a muscarina e a nicotina, respectivamente (DALE, 1914). Os
receptores muscarinicos sao acoplados a proteina G e estdo envolvidos na
transmissdo autonémica parassimpatica e também possuem atuagdo no sistema
nervoso central. Os receptores nicotinicos fazem parte da superfamilia de canais
ibnicos ativados por ligante. S8o expressos no musculo, no sistema nervoso central

(SNC) e no sistema nervoso periférico. Experimentos farmacologicos com agonistas



15

e antagonistas nicotinicos tém ajudado a elucidar a funcédo da acetilcolina e de seus
receptores no sistema nervoso central e periférico (CHANGEUX, 2000).

A ACh é sintetizada no corpo celular dos neurbnios a partir da colina
recaptada dos terminais axénicos. A formacado da acetilcolina ocorre como resultado
da reacdo entre a acetil-coenzima e a colina que é catalisada pela enzima colina
acetiltransferase (CAT), isso ocorre quando a colina é acetilada pela CAT que
transfere o grupo acetil da molécula de acetil-coenzima A (HEBB, 1970). A ACh é
posteriormente transportada para o interior de vesiculas sinapticas pelo
transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) e essas vesiculas se tornam
responsivas as mudancas na concentracdo intracelular de calcio, quando um
potencial de acdo atinge o terminal nervoso, canais de célcio ativados por voltagem
sao abertos liberando, por exocitose, a acetilcolina (CASTRO, 2006).

Uma das hipoteses para a etiologia da DA é a que envolve o sistema
colinérgico. Essa hipdtese surgiu a partir de exames post-mortem de tecidos
cerebrais de pacientes com DA, no qual foi verificado uma redugé&o significativa na
atividade da enzima colina acetiltransferase que sintetiza a acetilcolina, e aumento
da acetilcolinesterase (AChE), que degrada a acetilcolina (SERINIKI; VITAL, 2008).
Ha ainda, evidéncias de que 0s prejuizos cognitivos caracteristicos dessa doenca,
como a perda da memoria recente, estavam relacionados a alteragdo da densidade
de receptores colinérgicos e, ainda, diminuicdo da captacdo de colina e liberacao de
acetilcolina (SIVAPRAKASAM, 2006), além da perda de neurdnios colinérgicos
(GARCIAAYLLON et al., 2008).

Uma vez que a acetilcolina executa um papel essencial na formacéo e
manutencdo da memoria, para evitar sua falta no caso de doencas
neurodegenerativas como a DA sao utilizados farmacos anticolinesterasicos no
tratamento de seus sintomas (FARLOW; HAKE, 2001; HOGAN; PATTERSON,
2002), com o intuito de minimizar a degradacédo de acetilcolina mantendo-a ativa por

mais tempo na fenda sinaptica.

1.2 A DOENCA DE ALZHEIMER

A DA é a deméncia mais frequente em todo o0 mundo, representando 70% das

doencas demenciais (HERRERA et al., 2002). Possui etiologia multifatorial e €&
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descrita na literatura como uma deméncia progressiva e irreversivel, caracterizada,
dentre outros fatores, pela presenca de grande numero de placas senis e novelos
neurofibrilares (SMITH, 1999). Como consequéncia, ocorre a perda de neurénios em
regides do cérebro que regulam o comportamento de aprendizagem e memodria,
levando a falha progressiva na memoria de fatos recentes e a perda de outras
funcdes cognitivas. Em geral, a DA de acometimento tardio, de incidéncia ao redor
de 60 anos de idade, ocorre de forma esporadica, enquanto que a DA de
acometimento precoce, de incidéncia ao redor de 40 anos, mostra recorréncia
familiar (SMITH, 1999).

Nesse contexto, ocorre perda caracteristica de neurdnios, além da presenca
de placas amiloides e emaranhados neurofibrilares (BALLARD et al., 2011), sendo o
cortex e o hipocampo as regides mais vulneraveis (ZHANG et al., 2011).

O depodsito de peptideo B-amiloide acarreta a formagdo dessas placas e o
gene que codifica a proteina PPA (proteina precursora amiloide) localiza-se no braco
longo do cromossomo 21 e apresenta 18 exons (parte do gene que vai codificar para
uma proteina). No entanto, pode haver uma alteracdo dessa forma com a retirada
dos exons 7, 8 e 15, gerando transcritos diferentes. Isso ocorre durante os cortes
realizados na molécula de DNA para o processamento do mRNA. Esses transcritos
modificados sdo transportados para a superficie celular, sendo clivados por uma a-
secretase (dando origem a um produto ndo-amiloidogénico) ou por uma B-secretase
e y-secretase, originando um produto amiloidogénico (SAMAIA, 2000). A ocorréncia
dessa clivagem no residuo 712/713 do terminal carboxi origina um peptideo de 40

aminodcidos, pouco toxico e produzido em pequena quantidade.

Por outro lado, a clivagem na posicao 714 dara origem a um peptideo com
42-43 aminoacidos, amiloidogénica, muito téxico e produzido em grande quantidade,
ou seja, possibilita maior depdsito extracelular por ser um peptideo insollivel e com
maior tendéncia de agregacédo (SANDBRIK, 1996, figura 1). ISso ocorre porque, uma
vez livres, esses peptideos vao se agrupando e formando protofibrilas e, como dito
anteriormente, formam agregados insollveis que estdo diretamente relacionadas a
patogénese da doenca. Esses depdsitos situados no meio extracelular dificultam a
transmissdo da mensagem entre os neurbnios, pois atrapalham a atividade dos

neurotransmissores.
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FIGURA 1 - A VIA AMILOIDOGENICA E NAO AMILOIDOGENICA CLIVAGEM DA APP.

e secretase pathway (non-amyloidogenic)

B-secretase pathway (amyloidogenic)

b)) ) kPl JOX2) AP

om— ) CE

A clivagem da APP pode ocorrer, por duas enzimas: a a- e a B-secretase. A a-secretase age dentro
do dominio BA, dividindo-o, em seguida, o dominio restante da APP é clivado pela Y-secretase e
ocorre a liberagdo de um segundo peptideo, menor, o p3. Esta € a via ndo amiloidogénica do
processamento da APP. A [(3-secretase age em um sitio de clivagem anterior ao dominio BA,
liberando, assim, o peptideo soltuvel. Quando a Y-secretase cliva o fragmento restante, o0 dominio BA
é liberado inteiro, podendo ter 40 ou 42 aminoécidos, que sdo os peptideos BA1-40 e BAl1-42,
respectivamente. Estes peptideos, principalmente o BA1-42, tém alta capacidade de agregacado e
formag&o das placas senis. Por isso, essa € a chamada via amiloidogénica do processamento da
APP (BLENNOW, 2006)

Outro mecanismo diretamente relacionado a patogénese da DA é a formacéo
de aglomerados neurofibrilares intraneuronais oriundos de filamentos de uma forma
fosforilada de uma proteina associada ao microtubulo, a Tau. Assim, 0s
emaranhados se formam quando ocorre a agregacao errada dessa proteina nativa,
prejudicando sua funcdo normal de estabilizar os microtdbulos neuronais
(SERENIKI; VITAL, 2008).

E valido ressaltar que apesar desses mecanismos estarem diretamente
relacionados a DA eles também ocorrem no processo normal de envelhecimento,
ainda que de forma menos frequente e severa. Gellerstedt (1933) descreveu que
80% dos individuos idosos no processo de envelhecimento sem deméncia

apresentam algum grau de depdsito (placas senis ou de emaranhados
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neurofibrilares). No entanto, em individuos que apresentam o0s sinais clinicos da
doenca o0 cérebro esta, provavelmente, mais susceptivel aos processos
neurodegenerativos que evoluem progressivamente e comprometem a memoria, a

comunicacao e as atividades diarias.

1.3 DOENCA DE ALZHEIMER E SISTEMA COLINERGIO

A maioria das eferéncias colinérgicas parte do prosencéfalo basal, area
formada por centenas de neur6nios localizados nos nucleos septal medial, banda
diagonal, substantia innominata e nucleo basal de Meynert (JACKSONVILLE;
MCKINNEY, 2005). Esses neurdnios projetam-se para 0 hipocampo, neocortex,
partes do cortex limbico e amigdala e modulam as fungdes cognitivas.

Muitos efeitos comportamentais associados as vias colinérgicas estédo
relacionados aos receptores nicotinicos. No sistema nervoso central os subtipos de
receptores nicotinicos encontrados com maior frequéncia sdo a7 e a4p2. Com
relacdo aos receptores a7, € valido ressaltar que receptores situados no terminal
pré-sinaptico aumentam a liberacdo de outros neurotransmissores, ja 0s receptores
localizados na regido pés-sinaptica estdo relacionados a uma rapida transmisséao
excitatoria (BERTRAND; DANI, 2007; WONNACOT et al., 2006;).

Com relacdo ao tratamento farmacoldgico da doenca, os inibidores de
acetilcolinesterase, como dito anteriormente, sdo amplamente utilizados. Como
exemplo, sdo descritos a tacrina, rivastigmina, donepezil e galantamina. O uso
desses medicamentos leva ao aumento da funcdo colinérgica central, pela inibicao
das enzimas que degradam o neurotransmissor ACh. Consequentemente, a ACh
tem maior disponibilidade, aumentando sua capacidade de estimular os receptores

nicotinicos e muscarinicos cerebrais (GROSSBERG, 2003).

1.4 FORMACAO DE RESERVA COGNITIVA PARA MANUTENCAO DA MEMORIA

A literatura vem mostrando que a manutencéo da funcao cognitiva durante a
velhice depende da formacdo de reservas cognitivas e estruturais (NILSSON;
PEKNY, 2007; PETROSINI et al., 2009), o que serviria para a construgdo de uma
resiliéncia cognitiva, que pode ser entendida como uma forma de resisténcia a

possiveis injurias. Essas reservas sdo construidas a partir de estimulagcdes durante



19

praticas de atividade fisica, social, motora, sensorial e cognitiva e podem ser o
ponto-chave que separa a manutencdo da memoéria durante o envelhecimento
saudavel e os estados iniciais de deméncia.

Do ponto de vista biolégico, essas reservas se traduzem no aumento da
expressdo de proteinas (neurotrofinas) ou aumento da funcionalidade de sistemas
de neurotransmissores envolvidos na modulacdo da memoria. Recentemente, Nnosso
grupo de pesquisa vem focando o interesse no aumento da funcionalidade do
sistema colinérgico, que sabidamente esta envolvido com a modulacdo da memdria

de longo prazo e a relacao desse sistema com a neurotrofina BDNF (do inglés

“brain-derived neurotrophi factor”, que significa fator neurotrofico derivado do
cérebro).

Uma das estratégias muito utilizadas para promover a formacdo de reserva
cognitiva € a manutencao de animais em ambiente enriquecido. Nesse sentido, em
trabalho recente mostramos que a estimulacdo cognitiva de camundongos mantidos
em ambiente enriquecido durante a velhice produziu efeitos tdo benéficos quanto a
mesma estimulacéo feita ao longo de toda a vida. Além disso, foi demonstrado o
aumento da densidade de receptores colinérgicos nicotinicos a7, aumento da
enzima colina acetiltransferase e aumento da densidade de BDNF (BARALDI et al.,
2013).

Sabe-se que a BDNF influencia a expressédo de receptores colinérgicos a7,
uma vez que aparentemente essa neurotrofina sustenta a funcdo colinérgica de
longo prazo. Neurotrofinas sao familias de proteinas que sdo essenciais para o
desenvolvimento, diferenciacdo e sobrevivéncia dos neurbnios. A BDNF é a
neurotrofina mais distribuida pelo SNC (TAPIA-ARANCIBIA et al, 2008). Ela aparece
em grande concentracdo no hipocampo, cortex cerebral e amigdala (MURER et al.,
2001), seus efeitos estao relacionados a varios processos nessas areas, incluindo
plasticidade sinaptica, diferenciagdo e sobrevivéncia neuronal, neuroprotecao,
resiliéncia neuronal e recuperacdo contra varios danos celulares (HU ; RUSSEK,
2008).

Além disso, BDNF esta envolvida na regulagcdo de receptores a7 no
hipocampo e em neurbnios parassimpaticos (MASSEY et al., 2006; ZHOU et al.,

2004). Com esses dados, pudemos inferir um aumento na funcionalidade do sistema
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colinérgico como um modulador da potenciacdo de longa duracdo e,
consequentemente, da formacdo da memodria de longa duracdo (BARALDI et al.,
2013).

A presente proposta de pesquisa foi baseada em mais um trabalho recente
de nosso grupo em que observamos que treinar a atencao de ratos submetidos a um
modelo de neurodegeneracdo em equipamento de esquiva ativa melhorou a
memaoria dos animais e aumentou a densidade de receptores colinérgicos nicotinicos
(nAChR) a7 em areas relacionadas a atencdo, memoaria e emocgdes (VIEL et al.,
2012). Dessa forma, o treino, seria semelhante a uma estratégia de formacéo de
reserva cognitiva e manutencdo da memaria, por meio da melhora da transmissao
colinérgica nesse contexto.

Dando continuidade ao estudo do envolvimento do receptor a7 com a
recuperacdo da memaoria em um modelo de neurodegeneragdo, no presente projeto
novamente elegemos o treino em esquiva ativa, aplicado semanalmente, como
estratégia para a formacdo da reserva cognitiva e manutencdo da memoria de
camundongos infundidos cronicamente com o peptideo B-amiloide. Esse projeto
também é continuidade do projeto de iniciacdo cientifica, recentemente apoiado pela
FAPESP (processo n° 2011/ 07365-9, beneficiaria: Milena Telles).
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1.5 OBJETIVO

O objetivo geral desse projeto foi investigar os efeitos do treino semanal em
esquiva ativa para a manutencdo da memoaria frente a um processo
neurodegenerativo e verificar o envolvimento do sistema colinérgico nesse contexto.
Para isso, 0s objetivos especificos foram:

1. Avaliar os efeitos do treino semanal para a memaria de animais infundidos
com o peptideo B-amiloide na auséncia e presenca do antagonista
nicotinico metilicaconitina (MLA);

2. Avaliar os niveis da neurotrofina BDNF e atividade da enzima
acetilcolinesterase, no cérebro e sangue dos animais, como possiveis

indicadores de formacao de reserva cognitiva;
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2 MATERIAL E METODO

2.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos C57BI/6 machos, de 3 a 4 meses de idade
(com peso aproximado de 30g), fornecidos pelo Biotério do Instituto Nacional de
Farmacologia (INFAR) da Universidade Federal de Sdo Paulo. Os animais foram
mantidos no biotério do Departamento de Ciéncias Fisioldégicas da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo, em caixas de dimensdes 40 cm x 34
cm x 17 cm (em um numero de aproximadamente cinco animais por caixa), € 0S
experimentos foram iniciados somente apds um periodo minimo de habituacdo ao
biotério de sete dias.

As caixas foram forradas por serragem de sabugo de milho e renovadas de
dois em dois dias. Além disso, os animais tiveram livre acesso a agua e ragcao para
roedores (NutriLab). A condi¢cdo ambiental do biotério envolveu um rigoroso controle
de temperatura (22 £ 1 °C) e ciclo claro-escuro de 12 h (luz a partir das 07:00 h).

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o0s
“principios éticos para uso de animais de laboratério” descritos pela Sociedade
Brasileira em Ciéncia de Animais de Laborat6rio (SBCAL, antigo Colégio Brasileiro
de Experimentagdo Animal, COBEA) e de acordo com a Lei Arouca, aprovada em
2008.

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais do
ICB/USP (n°164 nas fls. 143 do livro 02).

2.2 LISTAS DE SAIS E REAGENTES

- Tampéo HEPES (4 mM, pH7)

- Peptideo B-amiloide (1-42): Sigma (#A9810)

- E-64: Sigma (#E3132) diluido em agua destilada

- Metililcacotinina : Sigma(#M168) diluida em 4gua destilada
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- kit BDNF Emax ® ImmunoAssay System (PROMEGA/ref G7611)

-kit Acetylcholinesterase Assay (ab138871)

-Tampao Tris (molaridade 20 mM pH 7,4)

2.3 TESTES COMPORTAMENTAIS E SELECAO DOS ANIMAIS

Para participarem do protocolo, os animais foram selecionados de acordo
com a capacidade para aprender e memorizar uma tarefa. Para isso, foi utilizado o
equipamento de esquiva ativa, um instrumento de aprendizado no qual a
memorizacao esta relacionada a uma resposta operante do animal no equipamento.

O equipamento possui dois compartimentos intercomunicados por uma
passagem na parede diviséria. O chdo é formado por barras metdlicas, que
permitem a passagem de uma corrente elétrica com intensidade controlavel. A
porcado superior da caixa contém uma campainha e uma lampada fixadas. Cada
animal foi colocado individualmente no equipamento e teve 5 minutos de habituacdo
antes de cada sessdao. O animal foi entdo submetido a 50 provas de
condicionamento (teste de aquisicdo), com 20 segundos de intervalo entre cada
uma. Apés as primeiras 25 provas, o camundongo foi deixado no equipamento em
uma pausa de 5 min - para promover a reconsolidacdo da memoria (ROSSATO et
al., 2007)- seguida das 25 provas restantes. Cada prova foi constituida de um
estimulo condicionado (EC) de 2 s (campainha de 70 dB, 760 Hz e lampada acesa)
seguido de um estimulo ndo-condicionado (ENC) de 4 s (choque de 0,5 mA). Em
cada sessao foi registrado o nimero de vezes em que o animal passou de um lado
para outro da caixa durante o EC, ou seja, 0 numero de respostas condicionadas
(RC). As sessOes foram conduzidas sempre no mesmo periodo do dia (entre 9h e
16h). De acordo com a experiéncia prévia do grupo (AMARAL et al, 2010, VIEL et
al., 2008, 2012), parte dos animais ndo aprende a tarefa, pois ndo consegue fazer a
conexdo entre os estimulos condicionado e n&o-condicionado. Dessa forma, os

animais passaram por sessdes repetidas do protocolo, onde duas sessbes foram
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realizadas 24 e 48 horas apds a sessao de aquisi¢do, seguindo 0 mesmo protocolo
experimental. No 3° dia de observacdo, aqueles animais que apresentaram 30 a
70% de respostas condicionadas (ou seja, que conseguiram relacionar os estimulos
luminoso e sonoro ao perigo iminente do choque) foram considerados capazes de
aprender a tarefa (VIEL et al., 2008). Os animais selecionados foram distribuidos
aleatoriamente nos grupos experimentais e submetidos posteriormente a uma
cirurgia estereotaxica para implante de minibombas osméticas.

Nesse sentido, em trabalho publicado recentemente (VIEL et al.,, 2012)
mostramos que a submissdo semanal dos animais a esse protocolo experimental de
EA causou alteracdo da densidade de proteinas no cértex frontal (drea sabidamente
relacionada a atencdo), no hipocampo e na amigdala (areas envolvidas com
memorias relacionadas a estimulos aversivos ou carregados de emocdes). Dessa
forma, esse protocolo foi aceito na literatura como um treino relacionado a atencéo e
ao estimulo aversivo e foi usado no presente trabalho como uma estratégia para
manutencdo da memadria dos animais.

Para certificarmos que as respostas comportamentais ndo foram devidas a
alteracdes na locomocao, todos os animais passaram por um teste de atividade
motora. Para isso, foi utilizado um equipamento (modelo 7430, Ugo Basile, Comério,
Itdlia) constituido por uma caixa acrilica transparente (35 cm x 23 cm x 20 cm)
equipada com um conjunto de sensores de infra-vermelho horizontais para registrar
a atividade locomotora e um conjunto de sensores verticais para registrar a
exploracéo vertical.

Apés a selecdo, os animais foram divididos nos seguintes grupos
experimentais.

Grupo 1: Controle- animais infundidos com veiculo, n = 16 animais;

Grupo 2: BA - animais infundidos com o peptideo (-amiloide, n = 18 animais;

Grupo 3: BA e MLA - animais infundidos com o peptideo B-amiloide e com o

antagonista nicotinico de a7 metilicaconitina, n = 12 animais;

Grupo 4: MLA - animais infundidos com o antagonista nicotinico de a7

metililcaconitina, n = 11 animais.
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2.4 CIRURGIA PARA IMPLANTE DAS MINI-BOMBAS

Os animais selecionados foram submetidos a cirurgia para implante de
minibombas osmoticas (Alzet, modelo 1004, Cupertino, CA, EUA), seguindo método
descrito anteriormente (FRAUTSCHY et al., 1998) e ja validado por nosso grupo
(AMARAL et al., 2010; VIEL et al., 2008, 2012). As minibombas foram preenchidas
com veiculo (4 mM HEPES, pH 8.0 - Grupo 1), peptideo B-amiloide (0,46 nmol com
0,22 nmol de E-64, um inibidor de cisteino proteinases - Grupo 2), peptideo
Bamiloide juntamente com MLA 256 nmol (e 0,22 nmol de E-64 - Grupo 3), MLA (256
nmol - Grupo 4). A proteina B-amiloide foi identificada como um dos principais
componentes dos depodsitos de amiloide cerebral caracteristicos da DA (JARRET et
al., 1993). O AB (1-42) é muito mais amiloidogénico, oligomeriza e forma fibrilas com
mais facilidade (HARPER; LANSBURY, 1997). O trans-(epoxysuccinyl)-I-
leucylamino-4guanidinobutane (E-64) utilizado, extraido da Aspergillus japonicus €
um inibidor de cisteino-proteases irreversivel, potente e altamente seletivo. As
cisteino-proteases estdo implicadas em varios processos de regulacdo e de
degradacdo em células animais e vegetais. Muitas das proteases sao fortemente
inibidas pelo E-64 (GROVRIN; LEVINE, 1999). O farmaco metilicacotinina (MLA) é
uma toxina natural e foi investigada anteriormente pela capacidade de antagonizar
diferentes subtipos de respostas nicotinicas neuronais em varias tipos de receptores
nicotinicos (DRASDO et al., 1992).

Apoés a anestesia com 10mg/ml de cetamina e 0,46mg/ml xilazina a cabeca
do animal foi imobilizada e uma céanula de aco inoxidavel (Brain kit 3, Alzet,
Cupertino, CA, EUA) foi implantada no ventriculo lateral do animal usando um
instrumento de estereotaxia seguindo as coordenadas: 0,8 mm antero-posterior,1,0
mm mediolateral em relacdo ao bregma e 2,0 mm na dire¢do dorsoventral ao cranio
(FRANKLIN; PAXINOS, 2007). A outra extremidade da cénula foi conectada a um
catéter de polivinilcloreto (DE = 1,14 mm, DI = 0,69 mm) ligado a uma mini-bomba
osmotica que foi implantada na regido subcutédnea, no pesco¢co do animal. O
conteudo da mini-bomba osmoética foi liberado em um fluxo de 0,11 pL/ h durante 28
dias (volume total de 100 pL/ 73,92 uL infundido), de acordo com as instru¢des do

fabricante. Ap6s cinco semanas, os animais foram anestesiados com inalacdo de
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isoflurano e, em seguida, decapitados. O cérebro e sangue dos animais foram
extraidos.

As amostras de sangue foram coletadas sem anticoagulante e, apés 30
minutos em temperatura ambiente, foram centrifugadas a 12.000 rpm, por 15
minutos, a 4 °C para coleta do soro. Os cérebros foram imediatamente congelados
em dimetilbutano a -50 °C. Ambos foram armazenadas a -80 °C para serem

futuramente utilizados.

2.5 DOSAGEM DA DENSIDADE DE BDNF LIVRE TOTAL

As areas cerebrais relacionadas a memoria (cortex e hipocampo) foram
separadas e homogeneizadas em tampé&o de lise contendo 20 mM de Tris-HCI (pH
8), 137 mM NaCl, 10% glycerol, 1%Triton X-100 e um tablete de coquetel de
inibidores de proteases e fosfatases. Os homogenatos foram centrifugados a 12.000
rpm, por 15 min, a 4 °C e os sobrenadantes foram separados e armazenados a 80
°C. A a dosagem da concentracdo de proteinas, tanto no cérebro quanto no soro, foi
realizada utilizando-se o método de Bradford (1976).

Para a dosagem da concentracdo de BDNF nas amostras de soro, cortex e
hipocampo, foi utilizado um kit de ELISA sanduiche (enzyme-linked immunosorbent
assay - BDNF Emax ® ImmunoAssay System (PROMEGA / ref G7611), para
deteccdo sensivel e especifica de BDNF maduro, livre nas amostras. As amostras
foram diluidas em tamp&o debloqueio (“block and sample 1x”, fornecido pelo kit).
Inicialmente, uma placa de 96 pocos de fundo plano foi revestida com anticorpo
anti-BDNF monoclonal (mAb) para ligar aa BDNF solavel ao fundo da placa. Apos
essa incubacédo a placa foi preenchida como o tampéao de bloqueio para bloquear
ligacbes nao especificas. Em seguida, com o padrdo de BDNF fornecido pelo kit
uma curva-padréao foi preparada (com concentragbes variando entre 7,8 e 500
pg/mL). ApGs aplicar os volumes relacionados a curva-padrdo e as amostras
teciduais a placa, o anticorpo policlonal de BDNF (pAb) foi adicionado. Em seguida,
a placa foi lavada, o anticorpo anti-IgY foi adicionado seguido do substrato
cromogénico tetrametilbenzidina (TMB). A quantidade de BDNF na solugdo de

ensaio é proporcional a intensidade da cor gerada na reacédo de oxidag&o-reducao.
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Ao final, a reagédo foi interrompida com &acido cloridrico 1N e a leitura foi feita na
leitora de placa Biotek Eon, com software Gen 5 2.0, a 450nm.

2.6 DOSAGEM DA ATIVIDADE DA ACETILCOLINESTERASE (AChE)

Para dosagem de AChE foi utilizado o método de ELISA (Abcam - ab138871)
com homogenatos de cérebro e hipocampo e amostras de soro obtidos como
descrito no item anterior. O método se baseia na deteccédo da atividade da AChE
gue ocorre pela ligacdo do reagente de Ellman (DTNB) com a tiocolina. Essa é
produzida pela hidrélise da acetilcolina pela enzima AChE.

Amostras de soro, cortex e hipocampo foram diluidas em tampé&o Tris 20 mM
(pPH 7.4). Em uma placa de 96 pocos e fundo plano foram adicionadas
concentracfes crescentes de AChE (1 - 1000 mU/mL) para a formacdo de uma
curva-padrdo, juntamente com as amostras teciduais diluidas. Em seguida, uma
solucdo de acetiltilcolina e DTNB foi adicionada a todos os poc¢os. Apos incubacédo
por 30 minutos, a temperatura ambiente, a leitura da atividade da AChE foi feita em

leitora de placas a 410 nm.



28

2.7 DESENHO EXPERIMENTAL
FIGURA 2 - PROTOCOLO COMPORTAMENTAL
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Protocolo comportamental utilizado para o treino de atencdo sustentada, em equipamento de
esquiva ativa. Inicialmente, os animais foram selecionados em trés dias consecutivos em
equipamento de esquiva ativa. Em seguida, os animais que apresentaram respostas condicionadas
entre 30-70% foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implante de minibomba osmética. O
periodo de infusdo foi de 28 dias, durante o qual os animais foram submetidos a quatro treinos
semanais no mesmo equipamento (uma vez por semana). ApGs 0 treino, 0s animais foram
eutanasiados. Os animais também passaram por dois testes de atividade locomotora, antes e ap6s
a cirurgia.
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2.8 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos como médias * erro-padrdao das meédias. Para
a selecao dos animais, foram comparadas as respostas condicionadas do primeiro e
terceiro dias, utilizando-se o teste t de Student para dados pareados, no programa
Graph Pad Prism 5.0. Os dados obtidos semanalmente em esquiva ativa foram
analisados utilizando-se Analise de Variancia de duas vias para medidas repetidas,
seguida do pos teste de Bonferroni. Foram considerados como fatores a inducéo de
neurodegeneracdo e o bloqueio do receptor a7 com MLA. O terceiro dia de
observacado, denominado “Confirmacdo do Aprendizado”, foi utilizado como
referéncia para comparacdo. Para essa analise, foi utilizado o programa Statistica
(versao7/2004).

Os dados da analise semanal do comportamento foram analisados por
ANOVA de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer, quando necessario, dentro

de cada grupo experimental. O nivel de significancia adotado foi de P < 0,05.

Os dados obtidos nas andlises de ELISA foram expressos como médias +
erro padrédo e analisados utilizando-se o programa Prisma. Foi feita ANOVA de duas
vias, seguida do poés teste de Bonferroni, considerando a neurodegeneracdo e

bloqueio do receptor como fatores.
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3 RESULTADOS
3.1 SELECAO DOS ANIMAIS

Na primeira selegdo dos animais, durante o primeiro contato com o
equipamento de esquiva ativa (sessao de aquisicdo - SA), 0s animais apresentaram
meédia de respostas condicionadas correspondente a 2,4 + 0,5%. Apoés trés dias
consecutivos de exposicdo ao equipamento (prova denominada Confirmacdo do
Aprendizado - CA), os mesmo animais apresentaram um aumento significante das
respostas condicionadas de 10 vezes (24,2 + 2,8 %, P < 0,01), o que mostrou que 0s
animais aprenderam a tarefa. Ainda, 42,5% do total de animais apresentou pelo
menos 30% de respostas condicionadas (Figura 3A). Esses camundongos foram
selecionados para serem submetidos a cirurgia estereotaxica.

Alguns meses depois, o0 protocolo de sele¢céo foi aprimorado com a inclusao
de uma pausa de 5 minutos apés a 252 prova no equipamento de esquiva ativa. Na
SA o0s animais apresentaram 2,6 + 0,4% de repostas condicionadas, ndo sendo
diferente do protocolo anterior. Por outro lado, apds trés dias, na CA foi observado
um aumento de 14 vezes (36,4 + 2,6%) nas respostas condicionadas. Dessa forma,
66,2% dos animais foram selecionados (Figura 3B) e submetidos a cirurgia

estereotaxica.



RESULTADOS 31

FIGURA 3 - APRIMORAMENTO DO PROTOCOLO COMPORTAMENTAL EM ESQUIVA ATIVA
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Respostas condicionadas (em %) de camundongos submetidos ao equipamento de esquiva ativa. A
confirmagdo do aprendizado (CA) foi realizada apos trés dias de submisséo diaria dos animais ao
equipamento. A) Protocolo inicial, sem pausa de 5 minutos. B) Protocolo com a pausa de 5 minutos.
SA: sessdo de aquisicdo (primeiro contato dos animais com o equipamento). Os simbolos sdo as as
médias + erros-padrdo das respostas condicionadas, em porcentagem, dos animais com

desempenho acima de 30% selecionados antes (A, n = 47) e apos (B, n = 77) a inclusdo da pausa.
* P <0,0001.

3.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE MOTORA

A avaliacdo da atividade locomotora foi realizada antes e apds a cirurgia de
implante das mini-bombas osmaéticas. Na avaliacdo da deambulacao realizada antes
da cirurgia, ndo houve diferenca estatistica entre os animais distribuidos nos
diferentes grupos (Controle: 448,0 + 52,2 unidades; BA: 489,1 + 41,3 unidades; BA +
MLA: 397,0 + 29,5 unidades; MLA: 442,8 + 45,3 unidades, Figura 3). Ap0s a cirurgia,
porém, o grupo BA apresentou reducgdo significativa da deambulacdo (265,1 + 45,2
unidades, P < 0,05, Figura 4).
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FIGURA 4 - DEAMBULACAO DE CAMUNDONGOS.
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Deambulagdo de camundongos antes e ap0s a cirurgia de implante da mini-bomba osmética Grupo
Controle (n= 14), Grupo BA (n= 16), Grupo BA + MLA (n= 10), Grupo MLA (n= 8). Os histogramas
representam as médias + erros-padréo das médias. *: P < 0,05.

Com relagéo a exploragéo vertical, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos na observacao realizada antes da cirurgia (Controle: 47,4 + 8,9 unidades; BA:
59,0 + 9,1 unidades; BA + MLA: 18,8 + 7,9 unidades; MLA: 38,0 + 5,5 unidades). Da
mesma forma, apds a cirurgia, 0s animais ndo apresentaram diferenca estatistica

dentro de cada grupo ou entre si (Figura 5).
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FIGURA 5 - EXPLORAGCAO VERTICAL DE CAMUNDONGOS
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Exploracdo vertical de camundongos antes e ap0s a cirurgia de implante da mini-bomba osmética
Grupo Controle (n= 14), Grupo BA (n= 16), Grupo BA + MLA (n= 10), MLA (n= 8). Nao houve
diferenca estatistica entre os grupos. Os histogramas representam as médias + erros-padrdo das
médias.

3.3 EFEITO DO TREINO SEMANAL E DOS TRATAMENTOS POR INFUSAO
INTRACEREBROVENTRICULAR NA MEMORIA.

Para avaliar os efeitos do treino de aten¢éo juntamente com a infusdo crbnica
do veiculo, de BA, BA + MLA e MLA na meméria dos camundongos, todos 0s grupos
foram submetidos semanalmente ao equipamento de esquiva ativa. As avaliacdes
comportamentais foram feitas até a 32 semana apos a cirurgia pois, entre a 32 e a 42
semanas varios animais arrancaram as inser¢cdes das minibombas osmoticas,
deixando a duavida sobre a continuidade do tratamento. Dessa forma, os dados
relacionados ao comportamento da 42 semana nao foram considerados.

Apods o terceiro dia de aprendizado da tarefa, a porcentagem de respostas

condicionadas (RC) de todos os animais selecionados foi semelhante, com média de
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48,0 £ 2,1%. Essa foi considerada a semana zero, pois a partir dessa semana
comecou a infusdo crénica com os farmacos e o treino semanal de atencao (Figura

6).

Na andlise geral do experimento foi verificada uma interacdo significativa
[Fi46) = 3,8644, P < 0,05] entre os fatores tempo e tratamento, sendo o efeito
principal dessa interacdo a presenca do antagonista nicotinico MLA. Dessa forma,
apos uma semana de cirurgia, o grupo Controle ndo apresentou diferenca estatistica
nas RC (31,4 + 5,2%), mostrando que a cirurgia ndo alterou a memoria dos animais.
Além disso, apos trés semanas de treino semanal, as RC (45,7 + 5,3%) desse grupo
foram semelhantes aquelas observadas na semana zero, 0 que sugere que a
cirurgia e a infusdo crénica do veiculo n&o interferiram com a memoria dos animais.

Por outro lado, uma semana ap0s a cirurgia, 0s animais dos grupos BA, BA +
MLA e MLA apresentaram reducgéo significativa das RC em relagdo a semana zero
(33,1 + 4,0%, P < 0,01; 10,7 £ 2,9%, P < 0,001 e 14,9 + 3,2%, P < 0,001,
respectivamente, Figura 6).

Apés duas semanas de treino semanal, os grupos BA e MLA apresentaram
reversdo da perda de memodria, pois as RC tornaram-se comparaveis aquelas
obtidas na semana zero de observacdo (415 + 7,0% e 27,4 % 6,8%,
respectivamente). Entretanto, os animais do grupo BA + MLA ndo apresentaram
reversao da perda da memoria, pois a reducdo significativa das RC em relacédo a
semana zero de observagdo foi mantida na terceira semana (14,7 + 3,8%, P <
0,001). Além disso, foi observado que a resposta comportamental dos animais
infundidos com BA + MLA foi 32,2% menor (P < 0,01) do que a resposta do grupo
Controle e 35,4% menor (P < 0,001) do que a resposta do grupo infundido somente

com o peptideo BA (Figura 6).
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FIGURA 6 - RESPOSTAS CONDICIONADAS DE CAMUNDONGOS EM ESQUIVA ATIVA
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Respostas condicionadas de camundongos (em %) obtidas em equipamento de esquiva ativa durante o periodo
de treino semanal em esquiva ativa. os simbolos e barras verticais correspondem as meédias + erros-padrdo. *: p
< 0,001 em relacdo & semana zero de observagao para os grupos f3a, Ba + mla e mla. a: p < 0,01 entre 0s grupos
controle e Ba + mla; b: p < 0,001 entre os grupos PBa e Ba + mla (controle: n = 16, fa: n = 18, Ba + mla: n = 12,
mla: n = 11).

3.4 ANALISE, SEMANA A SEMANA, DO COMPORTAMENTO DOS DIFERENTES
GRUPOS.

A andlise, semana a semana, dos grupos estimulados teve o objetivo de
entender melhor o comportamento dos animais submetidos ao treino de atencao
semanal. Para isso, em cada semana de observacgéao, a porcentagem de RC de cada
grupo foi analisada e comparada a cada 10 provas, em um total de 50 provas,
observadas a cada dia de treinamento semanal, como descrito anteriormente (VIEL
et al., 2012). Dessa forma, o histograma relacionado as 10 primeiras provas
(histogramas brancos), em todos os graficos e para todos os grupos, representa a
média da memaria que os animais retiveram da tarefa em relagéo a ultima exposi¢céo
ao equipamento (na semana anterior). Os histogramas seguintes representam
guanto o animal conseguiu reaprender ou relembrar a tarefa ao longo das outras 40
provas.
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Na semana zero, 0s animais de todos os grupos apresentaram diferenca
significativa (P < 0,01 e P < 0,001) de RC ao longo das quartas e quintas sessoes de
provas, mostrando que inicialmente ndo conheciam a tarefa mas, ao longo das 50
provas, aprenderam a mesma (Figura 7, Semana zero).

Uma semana apoés a cirurgia todos os grupos aparentaram néo se lembrar da
tarefa, pois as RC nas provas 1-10 foram inferiores a 5% (Figura 7, Semana 1).
Porém, os grupos Controle e BA, ao longo das 50 provas, mostraram aumento
crescente e significante das RC (P < 0,01 e P < 0,001, respectivamente), mostrando
a capacidade de reaprender ou de relembrar da tarefa. No grupo BA + MLA foi
verificado aumento significante nas RC (P < 0,05) somente apés 30 provas, 0 que
mostrou uma dificuldade em recuperar a memoria da tarefa. No grupo MLA, todavia,
foi observado aumento das RC ao longo das provas, porém menos significante (P <
0,05 e P < 0,01) do que o observado na semana zero, i.e., antes da cirurgia (Figura
7, Semana 1).

Na semana 2, assim como na semana anterior, 0s grupos também
apresentaram RC nas provas 1-10 ao redor de 5%, o que demonstrou novamente
gue os animais ndo se lembraram da tarefa que fizeram na semana anterior. Ao
longo das demais provas, entretanto, a resposta foi aumentando de forma
significativa nos grupos Controle (P < 0,01 e P <0,001), BA (P <0,05; P<0,01; P <
0,001) e MLA (P < 0,01), mostrando que os animais foram capazes de relembrar a
tarefa. Por outro lado, o grupo BA + MLA nédo apresentou alteracdo significativa das
RC ao longo das 50 provas no equipamento de esquiva ativa, mostrando que nao
recuperou a memoria da tarefa (Figura 7, Semana 2).

Finalmente, na sessdo de provas realizada na Semana 3 foi observado
novamente que 0s grupos controle e BA continuaram a apresentar aumento
significante (P < 0,05) das RC ao longo das 50 provas, mostrando que mantinham a
memoria da tarefa e/ou a capacidade de reaprendé-la. Por outro lado, os grupos BA
+ MLA e MLA nao apresentaram aumento significativo das RC ao longo das provas,
0 que sugere que a auséncia dos receptores nicotinicos a7 em ambos 0S grupos

impediu que os animais reaprendessem a tarefa (Figura 7, Semana 3).
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FIGURA 5- ANALISE SEMANAL DAS RESPOSTAS CONDICIONADAS EM ESQUIVA

ATIVA

Semana zero
15+

10

Respostas condicionadas (%)

a b
a 3 |L |—
I—H

154

104

5_
O_
Controle Beta-A Beta-A + MLA
MLA
~ Semana 2
2\115_
2 b
© D a
-% b a |
c — ! a
a * ———
Q
o
c
o
© g
%)
©
—
%)
o O-
(O]
o |
Controle Beta-A Beta-A + MLA
MLA

Provas 1-10
Provas 11-20

Semanal

Provas 21-30
Provas 31-40
Provas 41-50

o: i m I m aﬁi“ aai"

Controle Beta A Beta A + MLA
MLA
Semana 3
15+
* *

104 ‘ ‘

0- nn

Controle Beta-A Beta-A + MLA
MLA

Anadlise semanal das respostas condicionadas dos grupos controle, Ba, Ba + mla e mla
submetidos ao treino de atencdo sustentada em equipamento de esquiva ativa. para isso,
cada uma das 50 provas foi dividida em 5 grupos de 10 provas. os histogramas e barras
erro-padrdo. *: p < 0,05; a: p < 0,01; b: p < 0,001
(controle: n =16, fa: n =18, Ba + mla: n =12, mla: n = 11).

verticais correspondem a média +



RESULTADOS 38

3.5 PADRONIZACAO DOS EXPERIMENTOS DE ELISA.

Com o intuito de determinar a diluicdo 6tima das amostras a ser utilizada nos
experimentos de ELISA para dosagem de BDNF e deteccdo atividade da
acetilcolinesterase, foram realizados testes dos dois kits para diferentes diluicdes de
amostras. A partir dessa determinacgéo, foi escolhida para dosagem de BDNF as
diluicdes 1:2 das amostras de soro e 1:40 para amostras de cértex e hipocampo. Ja
para o ensaio de ELISA de AChE ficou determinado a diluicdo de 1:200 das
amostras de soro e 1:50 para amostras de cortex e hipocampo.

3.6 DOSAGEM DE BDNF.

A fim de averiguar um indicador de formagao de reserva cognitiva, foi feita a
dosagem de BDNF em homogenatos de coOrtex e hipocampo dos animais. Além
disso, foi feita a mesma dosagem no soro, com intuito de avaliar o nivel sanguineo
de neurotrofinas plasméticas e sua relacdo com a memoria.

Com relacdo a densidade de BDNF no coértex ndo foi observada diferenca
entre os grupos (P= 0,3693). Com esse resultado € possivel sugerir que nem o
bloqueio do receptor nem a neurodegeneracdo exerceram efeito sobre a densidade

da proteina nessa area cerebral (Figura 8A).

Em amostras de hipocampo, foi verificado que tanto a presenca de
neurodegeneracdo quanto a presenca de MLA influenciaram na densidade de BDNF
[interagdo significativa: F19) = 8,85, P < 0,01]. Dessa forma, houve aumento
significativo de 2,8 vezes na densidade da neurotrofina no grupo infundido com MLA
(7,65 £ 1,84 pg/mg) em relagdo aos animais infundidos com veiculo (2,10 £ 0,79
pg/mg de proteina, P < 0,05). Por outro lado, a presenca de neurodegeneragao
interferiu significativamente nesse aumento, pois a infusdo conjunta de MLA e o

peptideo BA causou reducado significativa de 78,8% da densidade de BDNF (P <
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0,05), quando comparados com os animais infundidos com MLA, mas sem

neurodegeneracao (figura 8).
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Com relacdo a densidade de BDNF no soro, a presen¢ca de MLA causou
reducdo significativa de 459% e 37,6% da neurotrofina em animais com
neurodegeneracdo (0,47 = 0,05 pg/mg) e sem neurodegeneragcédo (0,52 = 0,16
pg/mg), respectivamente, quando comparados com animais infundidos somente com
o veiculo (0,84 = 0,17 pg/mg) e somente com o peptideo BA (0,88 £ 0,10 pg/mg)
[F@.40) = 10,28, P < 0,01, Figura 8C].

FIGURA 8 - ANALISE DA DOSAGEM DA DENSIDADE BDNF
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Andlise da dosagem da densidade BDNF por método de ELISA no coértex (A), hipocampo (B) e soro
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P<0,01le* P <0,05.
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3.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ACETILCOLINESTERASE (AChE).

A fim de avaliar a relacdo do sistema colinérgico com a formacdo da memoaria
de longa duracéo nesse modelo de neurodegeneracao, a atividade da AChE, enzima
que degrada o neurotransmissor acetilcolina, foi avaliada pelo método de ELISA em
homogenatos de cérebro e no soro dos animais.

No cortex, a infusdo do antagonista nicotinico MLA [F 16)= 10,73, P < 0,01)]
ou a infusé@o do peptideo B-amiloide [F,16)= 6,77, P < 0,05)] alteraram a atividade da
enzima. Houve aumento significativo de 1,8 vezes da atividade da AChE em animais
infundidos com MLA (10,53 £ 0,77 U/mL, P < 0,05), quando comparada a de animais
infundidos somente com o veiculo (5,67 £ 2,03 U/mL). Da mesma forma, a presenca
neurodegeneracédo aumentou significativamente em 1,7 vezes a atividade da enzima
(9,83 £ 0,52 U/mL), em comparacao aos animais infundidos com veiculo (Figura 9A).

Em amostras de hipocampo, foi verificado que a presenca de
neurodegeneragao e MLA influenciou a atividade da enzima tanto isoladamente,
guanto em conjunto. Assim, houve aumento significativo de 1,2 vezes na atividade
da AChE no grupo infundido com MLA (12,57 + 0,12 U/mL) em relacdo aos animais
infundidos com veiculo (10,00 + 0,91 U/mL, Fg17 = 10,08, P < 0,01). Da mesma
forma, a presenca de neurodegeneracdo aumentou significativamente a atividade da
enzima em 1,2 vezes (12,27 £ 0,23 U/mL). Ademais, a infusdo conjunta de BA e MLA
também aumentou, significativamente, a atividade da enzima em 1,2 vezes (12,77 +
0,17 U/mL) em relacdo aos animais controles, mostrando que houve interacéo
significativa entre esses tratamentos [F 17) = 4,55, P < 0,05] (Figura 9B).

Com relacdo a atividade da enzima no soro, ndo houve diferenca significativa

entre os grupos (Figura 9C).
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FIGURA 9 - ANALISE DA ATIVIDADE DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE
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4 DISCUSSAO

Nas ultimas décadas tem sido observado o aumento da longevidade na
populacdo em geral. No Brasil, esse aumento do nimero de idosos ocorre como
nunca visto antes, tornando-se um contexto complexo e propulsor de demandas em
diversas areas. Dentro desse novo contexto do envelhecimento populacional, o
objetivo dos estudos nessa area, das acdes sociais e do sistema de saude deixa de
ser apenas aumentar a longevidade, mas principalmente, manter a capacidade
funcional de cada individuo. Assim, a importancia de se viver mais pode ser
percebida quando os anos adicionais tém qualidade e significado. Na velhice natural
existem declinios biolégicos e cognitivos inerentes ao processo de envelhecimento,
0 que ndo implica necessariamente no comprometimento total das atividades diarias
e da autonomia do individuo. Diferentemente, pacientes de doencas
neurodegenerativas como a DA possuem autonomia reduzida, perda da capacidade
cognitiva e o comprometimento na realizacéo das tarefas diarias.

A DA é a deméncia mais prevalente em nosso pais, e por isso, tornou-se alvo de
muitas pesquisas e investimentos, com o0 objetivo de retardar sua progressao e
minimizar suas consequéncias (GREEN, 2001). A DA é caracterizada pela perda
caracteristica de neurdnios devido a formacdo das placas amiloides em suas
ligagOes e pela formagéo de aglomerados neurofibrilares intraneuronais, processos
que dificultam a transmissdo da mensagem e a atividade dos neurotransmissores em
diversas regides relacionadas a formacédo da memaria (IZQUIERDO et al., 2008).

Nessas regides temos a acdo de varios sistemas de neurotransmissores.
Dentre eles, o colinérgico esta diretamente relacionado a DA, e por isso, € foco
dessa pesquisa.

A “hipotese colinérgica” da deméncia surgiu a partir de exames post-mortem
de tecidos cerebrais de pacientes com Alzheimer que mostraram uma reducéo
significativa na atividade da enzima colina acetiltransferase (SERINIKI; VITAL, 2008).
Além disso, manifestacdes da deméncia tém sido relacionadas a perda de neurénios
colinérgicos. Dessa forma, uma vez que a acetilcolina executa um papel essencial na
memoria, sdo utilizados farmacos anticolinesterasicos no tratamento dos sintomas
da DA (FARLOW; HAKE, 2001; HOGAN E PATTERSON, 2002), com o intuito de
minimizar a degradacéo de acetilcolina mantendo-a ativa por mais tempo na fenda

sinaptica.
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Neste trabalho, a forma utilizada para investigar a relacdo do sistema

colinérgico com a DA foi o estudo do papel de seus receptores, em especial 0
receptor nicotinico (NAChR) a7, e o0 estudo da atividade da enzima
acetilcolinesterase. O receptor a7 vem sendo associado a atividade hipocampal
(MEALING; MIELKE, 2009), reconsolidacdo da memoaria (BOCCIA et al., 2010), e
atencao sustentada (HOYLE et al., 2006; REZVANI et al., 2009; VIEL et al., 2012;
YOUNG et al.,, 2007). Portanto, o intuito foi entender se a melhora da memdéria
verificada com o estimulo promovido pelo treino semanal esti relacionada a vias
neuronais dependentes de receptores a7 e os efeitos (ou consequéncias) para a
atividade da enzima.

O treino semanal de atencéo foi utilizado como estratégia, pois em trabalho
recente de nosso grupo de pesquisa mostramos que treinar a atencédo de ratos,
submetidos a um modelo de neurodegeneragédo, em equipamento de esquiva ativa
(treino semanal) melhorou a memodria dos animais e aumentou a densidade de
NAChR a7 em areas relacionadas a atencdo, memoria e emocgdes (VIEL et al.,
2012).

Dessa forma, no presente trabalho, repetimos esses treinos semanais em
camundongos. Porém, a fim de entender o papel do receptor a7, incluimos um
grupo de animais infundidos com BA e metilicaconitina (MLA, antagonista nicotinico)
e um grupo s6 com MLA, pois o bloqueio desse receptor contribuiu para o
entendimento do seu papel, quando comparado aos demais grupos.

Inicialmente, foi verificado que todos os animais aprenderam a tarefa pois, no
ultimo dia da selecdo no equipamento de esquiva ativa, as respostas condicionadas
de todos os animais selecionados foi semelhante. Esse desempenho também foi
observado na analise semanal dessas respostas.

O protocolo de selecao foi aprimorado devido a inclusdo de uma pausa de 5
minutos apos a 252 prova no equipamento, ja que no treino em esquiva ativa existe
um elemento de treinamento, ou seja, o0 animal é condicionado a realizar uma
resposta especifica em um intervalo fixo de tempo (STOLERMAN, 2010). Nesse
teste a atividade do animal é influenciada por suas consequéncias, seja o refor¢o
negativo (choque) ou a fuga, por isso, a introducdo de uma pausa na sessao de
aprendizado pode ser vista como duas submissdes ao treinamento, melhorando a

aquisicdo da informacéao.
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No presente estudo, foi realizada a avaliacdo da atividade locomotora, e ndo

foi verificada diferenca entre os animais distribuidos nos diferentes grupos. Apés a
cirurgia, porém, o grupo BA apresentou reducdo da deambulacdo. No entanto, no
desempenho na esquiva ativa eles tiveram, no mesmo periodo, um aumento nas

respostas condicionadas, mostrando que néao havia déficit locomotor nesse grupo.

Apos cirurgia e ao longo de todo tempo de observacao, os animais do grupo
controle mantiveram a memoéria da tarefa na esquiva ativa. Deste modo, a cirurgia
para implante das mini-bombas osmoéticas e a infusdo semanal ndo tiveram efeito
sobre a memodria, ou seja, o procedimento ndo desencadeou déficits cognitivos aos
camundongos, assim como foi observado anteriormente, em ensaios semelhantes
utilizando ratos e camundongos (AMARAL et al., 2010; VIEL et al., 2008).

Os animais dos dois grupos infundidos com o peptideo BA apresentaram
queda significativa de memodria uma semana apos a cirurgia, diferente do grupo
controle. Esse fato se relaciona, provavelmente, a infusdo crbénica do peptideo BA
gue causa neurodegeneracdo cortical e hipocampal (IORES-MARCAL et al., 2006),
bem como formacao de placas nas mesmas areas (VIEL e et al., 2008).

Por outro lado, os animais do grupo infundido somente com BA e treinados
semanalmente apresentaram uma melhora evidente e significativa da memoria.
Diferentemente, no trabalho anterior realizado por nosso grupo de pesquisa, foi
observado que a infusdo crénica do peptideo BA em camundongos, sem o treino
semanal, promoveu uma queda de 54,7% na memoéria dos animais apos 35 dias de
infusdo (AMARAL et al., 2010).

Desde ja, podemos inferir que animais infundidos com o peptideo BA e
submetidos ao estimulo do treino seguido de um periodo de recupera¢do, como o
imposto pelo equipamento de esquiva ativa, podem apresentar recuperacao da
memoria. Esse resultado também foi observado em ratos Wistar (VIEL e et al.,
2012). Esse desempenho pode estar relacionado com a formacdo de vias
neuroprotetoras nas areas relacionadas ao aprendizado. Nesse contexto, ocorre o
aumento da liberacdo de neurotransmissores, e consequentemente um aumento das

sinapses, além de modificar a densidade de espiculas dendriticas (HOOGENRAAD;
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HOTULAINEN, 2010). Esse fenbmeno, conhecido como neuroplasticidade, fortalece

as conexdes neuronais ou aumenta a associacdo entre neurdnios (LYNCH, 2004).

No entanto, no grupo infundido com o peptideo B-amiloide e com o
antagonista nicotinico de a7 MLA, a reducdo da memadria observada uma semana
apos a cirurgia foi mantida, apesar da estimulacdo semanal no equipamento,
mostrando que os animais ndo conseguiram manter a memoria da tarefa. Esse
resultado difere do grupo que sé recebeu BA e confirma nossa hipotese, pois
podemos inferir que a infusdo conjunta do peptideo BA com o antagonista a7
impediu que o estimulo do treino de atencdo desenvolvesse vias neuroprotetoras
para a manutencao e resgate da meméria como observamos no grupo BA. Varios
estudos tém demonstrado que a ativacdo de receptores nicotinicos atenua a
toxicidade do BA e a protecdo a essa toxicidade é proporcional ao numero de
receptores nicotinicos expressos (BUCCAFUSCO, JONNALA, 2001; KIHARA et al.,
1997; TAKATA et al., 2010). Dessa forma, observamos que o receptor a7 possui um
papel importante nessas vias, e por isso, com o0 MLA garantindo o seu bloqueio, ndo
observamos melhora da memoria com a estimulagdo semanal em esquiva ativa.

William e colaboradores (2007) propuseram um modelo no qual os receptores
nicotinicos a7 teriam um papel neuroprotetor nos primeiros estagios da DA. Nesse
modelo, o oligbmero B-amiloide é capaz de ativar transitoriamente receptores
nicotinicos a7 e seus mensageiros fornecendo um sinal neurotrofico crucial para a
manutencdo da integridade do hipocampo e também, contrabalanceando os efeitos
toxicos do acumulo do B-amiloide.

A fim de entender esse papel neuroprotetor dos receptores nicotinicos a7,
testamos a hipotese de que a infusdo isolada do antagonista desse receptor no
hipocampo causaria reducéo da fung¢édo cognitiva de camundongos submetidos a um
treino de atencdo. O aparecimento desses déficits de memoria foi visto no
desempenho semanal desses animais pois, apds a infusdo do MLA, eles tiveram
uma perda brusca da memoria da tarefa, com um desempenho abaixo de seus
controles, e uma recuperacdo parcial da memoria com o treino semanal no
equipamento. Nesse sentido, a infusdo do antagonista causou uma reducao da
resposta comportamental, semelhante aquela vista anteriormente nos animais

infundidos com BA, mas uma falha na recuperacao.
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Com isso, pode-se pensar no papel central do receptor a7 na modulagéo de

aprendizado e memoéria no hipocampo dorsal (LEVIN; NOTT, 2006) pois, além da
func@o neuroprotetora discutida anteriormente na analise do grupo BA + MLA, os
resultados obtidos com a infusao isolada do MLA parecem estar relacionados com o
conceito de reserva cognitiva, uma vez que 0s animais que receberam MLA nao
apresentaram recuperac¢do total da memdria. Essa conclusao foi construida a partir
da comparacdo entre o declinio de desempenho do grupo infundido com esse
antagonista e a melhora do desempenho das respostas condicionadas de animais
gue nao tiveram o receptor a7 bloqueado. Essa melhora foi observada mesmo na
presenca do BA.

Nesse contexto, na presenca de neurodegeneracédo, a fungcao cerebral desses
animais seria mantida devido a reservas estruturais (ou seja, densidade neuronal e
conectividade sinaptica) ou funcionais (eficacia dos circuitos neuronais) (revisado por
MILGRAM et al., 2006; PETROSINI et al., 2009) dependentes de a7. Dessa forma,
seria possivel relacionar o receptor a7 com a formacgdo de resiliéncia cerebral, ou
seja, 0 aumento das capacidades funcionais e estruturais do cérebro que permitam
gue 0 mesmo Se recupere ou se torne resistente a injurias, choques ou disturbios
neuropatolégicos (PETROSINI et al., 2009).

Em nivel molecular, existem diversos marcadores do aumento da densidade,
conectividade ou da eficacia dos circuitos neuronais, nesse trabalho avaliamos a
densidade da neurotrofina BDNF, que € um vital componente da plasticidade
sinaptica e da formacdo da memoria, e esta envolvida em processos de crescimento
e regeneracdo de neurdnios, além de participacdo em vias de apoptose e
sobrevivéncia celular (ALLEN; DAWBARN, 2006).

A BDNF modula a funcdo e a estrutura da sinapse influenciando a
despolarizacdo da célula, ativando a transducédo do sinal e promovendo a intensa
estimulacdo dos circuitos excitatérios (MASSEY, 2006).

Nesse trabalho, ndo houve diferenca na densidade de BDNF no cértex dos

diferentes grupos,

Sabe-se no entanto, que no hipocampo, o0 processo biolégico aceito para
explicar a formacdo de longa duracdo, o LTP (potenciacdo de longa duracado) é
mantida pela acdo da BDNF no receptor TrkB, promovendo sintese de proteinas

responsaveis por mudancas estruturais e aumento da resposta sinaptica a uma
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estimulacao fraca (YOSHII, 2007). Além disso, o sistema colinérgico esta envolvido

na amplificacdo da inducdo da LTP (FUJII et al., 1999; FUJII; SUMIKAWA, 2000,
MATSUYAMA; MATSUMOTO, 2003), e consequentemente vem sendo ligado a
consolidacéo do aprendizado e memoria (BARROS et al., 2004; LEVIN; NOTT, 2006;
NIEWIADOMSKA et al., 2009).

J& foi demonstrado, também, que o sistema colinérgico regula a producéo de

BDNF e NGF no hipocampo, via ativacao de receptores muscarinicos (BERZAGHI et
al., 1993). Nas amostras de hipocampo do presente trabalho observamos que o
bloqueio do receptor nicotinico a7 aumentou significativamente a densidade de
BDNF. A hipé6tese levantada é a de uma possivel ativagdo de via compensatéria pelo
sistema colinérgico, aumentando BDNF e ativando toda sua via de sinalizacdo, pois
foi descrito que os receptores TrkB também estdo presentes em alguns neurdnios
colinérgicos e oferecem suporte a fungdo colinérgica (ALLEN et al., 2011). A
contrapartida também € existente, pois a acdo de BDNF foi relacionada ao aumento
da expresséo e do agrupamento de a7 em interneuronios no hipocampo (KAWAI et
al., 2007; MASSEY et al., 2006) e a acdo de BDNF influenciou a sobrevivéncia de
neurdnios colinérgicos, aumentando a sintese da enzima que sintetiza a acetilcolina
(SCHWAB, 1992).

Por outro lado, a infusdo de BA ndo promoveu alteracdo da densidade de
BDNF no hipocampo, cortex ou no soro de animais infundidos com BA. Varios
trabalhos apontam a reducdo de BDNF no soro ou plasma como um biomarcador
para esquizofrenia (TOYOKA et al.,, 2002), depressdo e doenca de Alzheimer
(POLYAKOVA et al., 2014; PLATENIIK et al., 2014). Além disso, ja foram descritas
mudancas em 47% do tecido post-mortem dos neurdnios que expressam TrkB
(SALEHI et al., 1996), diminuicdo do nivel de mRNA para BDNF no hipocampo
(PHILLIPS, 1991) e diminuicdo do nivel de BDNF maduro total em areas
relacionadas a memoria em pacientes de DA (NARISAWA-SAITO, 1996). A auséncia
de alteracdo de BDNF nos tecidos cerebrais e no soro de animais infundidos com
BA, no presente trabalho, pode ser devido ao curto tempo de instalacdo da
neurodegeneracdo e/ou a estimulacdo em treino semanal, uma vez que, como
demonstrado nos experimentos comportamentais, esses animais tiveram
recuperacdo da memoria. Concordando com essas observacdes, ha trabalhos que
demonstram que a expressdo de BDNF e dependente da atividade neuronal
(revisado por GREENBERG et al., 2009).
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Por outro lado, o bloqueio do receptor a7 causou reducdo de BDNF no soro

de todos os grupos. Essa reducdo demonstra, mais uma vez, que a auséncia do
receptor, mesmo nesse curto espaco de tempo, foi determinante para o prejuizo da
memoria.

Com relacdo a enzima acetilcolinesterase (AChE), segundo a hipotese mais
aceita para explicar a etiologia da doenca de Alzheimer, a atividade da AChE
aumenta nesses pacientes (SERINIKI; VITAL, 2008). De fato, alguns trabalhos
sugerem que a avaliagdo de alteragGes na atividade ou densidade da enzima no
plasma e em tecidos poderia servir como um marcador para se acompanhar a
progressdo da doenca (GARCIA-AYLLON et al., 2010; RAO et al., 2007). Em
concordancia com o0 que sugere a literatura, no presente trabalho foi verificado
aumento significativo da atividade da enzima no cértex e no hipocampo dos animais
infundidos com o peptideo BA. E conhecido que neurdnios colinérgicos sio mais
sensiveis a degeneracao causada pela presenca do peptideo. Com a progressao da
neurodegeneracdo, o peptideo BA se acumula em neurbnios que expressam
receptores nicotinicos a7 e a internalizacao do peptideo parece ser facilitada por sua
ligacdo ao receptor nicotinico a7 em superficies de células neuronais. Essa interagéo
causa danos nesses neurdnios, com consequente perda de terminais sinapticos
(D’ANDREA; NAGELE, 2006). Aparentemente, a auséncia de terminais colinérgicos,
promove aumento compensatério da densidade e da atividade da AChE (GARCIA-
AYLLON et al., 2010).

Da mesma forma, os animais infundidos com o antagonista nicotinico MLA
apresentaram um aumento da atividade da enzima, o que poderia ser explicado de
duas maneiras: 1) a reducao da funcao dos receptores a7 neuronais poderia levar ao
aumento compensatério da atividade da enzima e 2) a reducdo da funcdo desses
receptores em células da glia, poderia levar a reducdo da degradacédo do peptideo

BA, com aumento da formacdo de placas e destruicdo de neurdnios colinérgicos.
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Dessa forma, como no caso anterior, também ocorreria 0 aumento compensatério da

enzima.

Corroborando a ideia de que o bloqueio de receptores nicotinicos é tao
prejudicial para a memoria quanto a infusdo do peptideo BA, no presente trabalho foi
verificado que a infusdo conjunta de BA e MLA também aumentou a atividade da
AChE.

N&o foi verificado aumento da atividade da enzima no soro dos animais,
diferente do observado na literatura (GARCIA-AYLLON et al., 2010; RAO et al.,
2007). Provavelmente esse fato se deveu, também, ao curto tempo de
desenvolvimento da neurodegeneracao, nesse modelo experimental (5 semanas), o
que nado foi suficiente para promover uma alteracdo periférica da atividade da

enzima.
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6 CONCLUSOES
Com relacéo as observacfes comportamentais, é possivel concluir que:

v'Animais infundidos com BA apresentaram perda de memoéria, que foi
recuperada apos treino de atencéo semanal,

v'O bloqueio de receptores a7 por infusédo crénica do antagonista MLA também
promoveu perda da memaria, porém a recuperagdo com o treino de atengéo
foi parcial.

v'A infusdo conjunta de BA e MLA também promoveu perda da memoéria. Essa

perda nao foi revertida com o treino semanal.

Com relacéo a neurotrofina BDNF, é possivel concluir que:

v'Animais infundidos com BA ndo apresentaram alteracdo da densidade da
neurotrofina em tecidos cerebrais ou no soro, muito provavelmente por causa
do curto tempo de inducédo da neurodegeneracdo, nesse modelo experimental
e/ou pelo préprio estimulo produzido pelo treino de atencéao.

v'Animais infundidos com MLA apresentaram aumento da densidade de BDNF
no hipocampo, aparentemente como um mecanismo compensatorio
promovido pelo sistema colinérgico (talvez via receptores muscarinicos).

v'A infusdo conjunta de BA e MLA promoveu uma queda significativa dessa
neurotrofina  no hipocampo, denotando que sem 0S mecanismos
neuroprotetores promovidos pela presenca de a7, a via da plasticidade

neuronal é reduzida.

Com relacédo a enzima acetilcolinesterase, € possivel concluir que:
v'Houve aumento significativo da atividade da enzima no cértex e hipocampo de
animais infundidos com BA, como 0 que ocorre em pacientes da doenca de
Alzheimer.
v'O bloqueio crénico dos receptores a7 promoveu aumento da atividade da AChE
nos mesmos tecidos, provavelmente por mecanismo compensatério pela
reducdo da fungdo de neurdnios colinérgicos ou pela reducdo da degradagéo

do peptideo BA, aumentando a formacéo de placas senis.
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v'O tratamento conjunto de BA e MLA também promoveu aumento da atividade

de AChE.

v'Diferente do descrito na literatura, ndo houve alteracdo da atividade da AChE

no soro dos animais devido, possivelmente, ao curto tempo de instalacdo da

neurodegeneracdo, nesse modelo experimental.

Com esses dados pode-se sugerir que o receptor nicotinico a7 possui papel
determinante para a recuperacdo da memoria frente a um processo de
neurodegeneracdo. Nesse sentido, a auséncia de sua funcao é tao prejudicial para a
memoria quanto a neurodegeneracao e leva ao aumento da atividade da AChE nos
tecidos e recrutamento de mecanismos de resiliéncia tecidual a injurias (aumento de
BDNF). Porém, na presenca de neurodegeneracédo, a auséncia desses mecanismos
de neuroprotecdo promovidos pelo receptor a7 reduzem a resiliéncia do tecido
cerebral (aumento da atividade da AChE e reducdo da densidade de BDNF) e

impedem a recuperacdo da memoaria dos animais.
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