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RESUMO

Albuquerque, MS. Caracterizacdo da memoria e de marcadores colinérgicos ao
longo do envelhecimento de ratos. [dissertacdo (Mestrado em Farmacologia)]. S&o
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2013.

O aumento da expectativa de vida, a diminuicdo das taxas de mortalidade e de
fecundidade e melhoras substanciais nos parametros de salde publica vém
contribuindo para o expressivo envelhecimento populacional. Compreender o
processo de envelhecimento é aceitar modificagbes organicas que ocorrem
naturalmente, dentre elas uma alteracdo nas capacidades cognitivas. Nesse
contexto, o sistema colinérgico possui papel importante na modulacdo dos
processos de aprendizagem e memoria. A maioria das eferéncias colinérgicas parte
do prosencéfalo basal e se projeta para o hipocampo, neocortex, partes do cortex
limbico e amigdala. Nesses locais, h& ativacdo de receptores colinérgicos, entre
eles, os receptores nicotinicos a7 e a4p2, os subtipos encontrados em maior
abundéancia no sistema nervoso central. Nesse trabalho, avaliamos a evocacéo da
memoéria de ratos de diferentes idades (3, 6, 12, 18 e 22 meses) em esquiva
inibitoria e, também, analisamos a densidade dos receptores colinérgicos nicotinicos
a7 (a7 AChRs) e da subunidade B2 no hipocampo, por meio de ensaio
radioautografico e western blotting, respectivamente, além de marcadores
colinérgicos enzimaticos, a colina acetiltransferase (ChAT), envolvida com sintese de
acetilcolina (ACh) e a acetilcolinesterase (AChE), responsavel pela degradacédo da
ACh. As analises de ChAT foram obtidas por meio de ensaios imunohistoquimicos e
de AChE por western blotting. Com relacdo aos resultados comportamentais, 0s
grupos com 18 e 22 meses apresentaram um déficit na evocagdo da memaria de
longa duracdo (MLD) comparado ao desempenho dos animais de 12 meses. Os a7
AChRs desses animais apresentaram-se aumentados nas células piramidais CA3 e
nas células polimorficas do giro denteado (PoDG) com relagdo ao grupo de 12
meses. Por outro lado, os demais marcadores colinérgicos estavam inalterados com
o envelhecimento no hipocampo. Diante desses resultados, podemos sugerir dois
possiveis mecanismos para explicar a reducéo na evocacao da MLD dos animais de
18 e 22 meses acompanhada do aumento na densidade de a 7 AChRs nas células
do PoDG e de CA 3 no hipocampo: 1) uma estratégia adaptativa do envelhecimento
(plasticidade colinérgica), a fim de minimizar as perdas morfofuncionais decorrentes
desse processo, uma vez que esses receptores modulariam o sistema excitatorio
glutamatérgico ou 2) uma modulagdo nos interneurdnios GABAérgicos
desencadeando, assim, uma inibicdo no processamento da informacéo e o declinio
observado da memoria.

Palavras-chave: Sistema Colinérgico. Memodria. Envelhecimento. Receptores
nicotinicos.



ABSTRACT

Albuquerque, MS. Characterization of memory and cholinergic markers during aging
of rats. [dissertation [(Masters thesis Pharmacology)]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2013.

The increase in life expectancy, decrease in mortality and fertility rates and also
substantial improvement in health conditions have been contributing to the significant
population aging phenomenon. Understanding the aging process is to accept natural
alterations that occurs in the biological systems, such as cognitive abilities. In this
regard, the cholinergic system plays an important role in modulating learning and
memory. The basal forebrain provides the major cholinergic efferents and projects to
the hippocampus, neocortex, limbic cortex and amigdala. In these structures there is
activation of cholinergic receptors, such as a7 e a4p2 nicotinic receptors, the most
abundant types of nicotinic receptors found in the central nervous system. In this
work, we evaluated memory recall during the aging of rats (3, 6, 12, 18 and 22
months old) with the passive avoidance apparatus. We also evaluated, in the
hippocampus, the density of a7 nicotinic receptors (a7 AChRs) and the nicotinic
receptor subunit B2, using autoradiography and western blotting, respectively. In
addition two cholinergic enzymes were analysed: choline acetiltransferase (ChAT),
that synthesizes acetilchone (ACh) and acetilcholinesterase (AChE), which
metabolizes ACh in the synapse. ChAT analyses were done by
immunohistochemistry and AChE by western blotting. In the behavioural regard, the
18 and 22 months old group showed a deficit in long-term memory recall (LTM)
compared to the 12 months group. Also, their a7 AChRs density were increased in
pyramidal cells of CA 3 (py CA 3) and polymorphic cells of dentate gyrus (PoDG)
compared to 12 months. On the other hand, the others cholinergic markers were
unchanged with aging in hippocampus. Thus, the deficit in LTM observed at 18 and
22 months combined with the increased a7 receptors in PoDG and py CA 3 in the
hippocampus could be explained: 1) as an adaptive strategy of aging (cholinergic
plasticity in glutamatergic neurons), in order to decrease morphofunctional losses or
2) as a modulation in GABA interneurons triggering inhibition in the memory
evocation.

Keywords: Cholinergic System. Memory. Aging. Nicotinic Receptors.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), consideram-se
idosas as pessoas que apresentam 60 anos ou mais. Em 1940, esses individuos
representavam 4% da populacdo o que, em numeros absolutos, correspondiam a
1,7 milhdes de pessoas. Em 2000, atingiram 8,6%, caracterizando 14,5 milhGes de
brasileiros (Camarano et al., 2004). O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) realizou, em 2010, o Xl Censo Demogréafico e constatou que a populagéo
idosa no Brasil j4 alcancou a marca de 20,6 milhdes de habitantes. Projecdes do
mesmo instituto sugerem que teremos 30,9 milhdes de idosos em 2020.

Esses numeros ressaltam a importancia de pesquisas destinadas a esse
segmento populacional, ainda pouco explorado, que cresce progressivamente. O
aumento da longevidade respalda-se, em parte, nos avancos cientificos e
tecnoldgicos, bem como em uma melhora substancial nos parametros de saude
publica ao longo do ultimo século.

Envelhecer é um processo carregado de muitos mitos e tabus. Compreender
esse processo é aceitar alteracdes organicas que ocorrem naturalmente, dentre elas
modificacBes das funcdes cognitivas, que corresponde a uma das inquietudes mais
presentes na vida das pessoas. O numero de casos de deméncia, em termos de
incidéncia e prevaléncia, apresenta-se diretamente proporcional ao aumento desse
segmento etario (Charchat-Fichman et al., 2005).

A possibilidade de evocar informagdes, lembrancas e imagens dos momentos
vividos confere as pessoas uma singularidade. Izquierdo (2002) parafraseia Norberto
Bobbio, filésofo italiano, quando nos apresenta a seguinte frase: “somos exatamente
aquilo que nos lembramos” e complementa “e aquilo que decidimos esquecer”. A
capacidade mnemonica apresenta-se como um elemento constituinte da identidade
do individuo.

Considerando esse cenario, buscamos contribuir com as discussdes a
respeito do envelhecimento e da formacdo das memodrias na perspectiva da

pesquisa basica.
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1.1 Estruturas neurais relacionadas a memoria

As memoérias ndo ficam armazenadas em uma localizacdo especifica do
cérebro e, sim, em véarias regides, sendo ligadas por circuitos de memorias
(Gazzaniga, Heatherton, 2005). As estruturas neurais implicadas nos processos de
memoria envolvem lobos temporais mediais (hipocampo, amigdala e cortex
entorrinal), coértex pré-frontal, cerebelo, septo medial, entre outras (Gazzaniga,
Heatherton, 2005; Izquierdo, 2002; Lent, 2004).

A consolidagdo da memoéria imediata em memoria de longa duragdo tem
participacéo ativa do hipocampo e do cortex entorrinal. E importante ressaltar que os
lobos temporais mediais ndo consistem no repositorio final das memorias, mas sao
responsaveis por coordenar o fortalecimento entre as ligagbes neurais. O
armazenamento, de fato, est4d relacionado com os locais especificos de
processamento durante a percepcdo da nova informacao sendo, portanto, atrelado
as areas sensoriais (Gazzaniga, Heatherton, 2005).

Os responsaveis pela comunicagcdo entre 0s neurdnios nos processos de
aquisicao, consolidacdo e evocacdo das informagdes s&0 0s neurotransmissores
como: glutamato, acido gama-aminobutirico (GABA), dopamina, serotonina e
acetilcolina (ACh) (Gazzaniga, Heatherton, 2005; Izquierdo, 2002).

Estudos comportamentais e celulares sugerem que 0s comportamentos de
aprendizagem e memoria podem ser modulados por uma forma de plasticidade
sinptica, na qual um aumento persistente da estimulacdo de neurdnios leva a um
aumento da eficacia da transmissdo sindptica, conhecido como potenciacdo de
longa duracao (LTP, do inglés long-term potentiation) (Squire, Kandel, 2003). A LTP
envolve a ativacao de neurdnios glutamatérgicos, com consequente aumento da
producdo de neurotrofinas e aumento da arborizagdo dendritica (Hotulaine,
Hoogenraad, 2010; Pang, Lu, 2004). Esse processo € modulado pelos

neurotransmissores citados anteriormente.

1.2 Classificacdo das memarias

As memorias podem ser classificadas de duas formas: relacionadas a

natureza das informacdes evocadas ou ao tempo de duracdo das mesmas. No que

BN

diz respeito a natureza das memoérias, ha as que registram fatos, eventos ou
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conhecimentos, sdo denominadas memorias declarativas e, outras que armazenam
capacidades ou habilidades motoras ou sensoriais, chamadas memorias de
procedimento (lzquierdo, 2002). Em animais, as memorias declarativas podem ser
avaliadas por meio de estudos com contextos, objetos e odores (Cammarota et al.,
2007).

O processo mnemobnico consiste em algumas etapas: aquisicao,
armazenamento, consolidacdo e evocacdo (reconsolidacdo) das informacdes
(Izquierdo, 2002, Squire, Kandel, 2003). Em relacdo ao tempo de duracdo das
memorias, as classificacbes consistem em: memoria imediata (ultra-rapida),
memoria de curta duracdo (MCD) e memoria de longa duracdo (MLD) (Izquierdo,
2002; Lent, 2004).

Existem memodrias que duram apenas alguns segundos, o tempo em que a
informacgédo leva para ser processada. Poucas altera¢cdes bioquimicas acontecem e
parece depender, fundamentalmente, da atividade elétrica dos neurbnios do cortex
pré-frontal. SGo denominadas memoria de trabalho ou meméria imediata. Exercem
papel gerenciador, ou seja, determinam se as novas informacdes devem ser ou nao
gravadas (Izquierdo, 2002).

O papel da MCD é, basicamente, o de manter o individuo em condi¢Ges de
responder através de uma “cépia” da memoria principal, enquanto esta ainda nao
tenha sido formada. lzquierdo et al. (2002) asseguram atraveés de experimentos
farmacoldgicos, que a MCD né&o inclui ativacédo de fatores de transcricdo, expressao
de genes ou sintese de proteinas.

A formacédo desse tipo de memaria € iniciada em CA 1, no hipocampo (Corno
de Amon 1), no cortex entorrinal e no cortex parietal posterior onde ocorre a ativacédo
de receptores glutamatérgicos ionotrépicos do tipo AMPA e, apenas em CA 1 ha
mobilizacdo o0s receptores glutamatérgicos ionotrépicos do tipo NMDA e
metabotropicos. Em todos os locais, a acdo desses receptores é modulada,
positivamente, por receptores colinérgicos, dopaminérgicos (D-1) e noradrenérgicos
(B) e, negativamente, por receptores GABAérgicos.

No hipocampo e no coértex entorrinal, durante os primeiros 60 minutos, é
necessaria a ativacao de proteinas cinases calcio-dependentes (PKC) e durante os
primeiros 90 minutos, o hipocampo requer a participacdo de PKA - proteina cinase
dependente de AMPc (segundo mensageiro intracelular). Embora haja participacéo

de PKA, ndo héa fosforilacgdo de CREB-1 (um fator de transcricdo denominado
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proteina ligante do elemento responsivo do AMPc-1), assim ndo h4 transcricdo de
proteinas (Izquierdo, 2002; Squire, Kandel, 2003).

Uma série de processos metabdlicos no hipocampo e em outras estruturas
cerebrais, que duram entre 3 e 8 horas, € responsavel pela formacdo da memoéria de
longa duracéo (lzquierdo, Medina, 1997). Squire e Kandel (2003) alertam que uma
caracteristica necessaria ao armazenamento da MLD é a alteracdo estrutural
coordenada em ambas as células, pré e pos-sinapticas.

O processo de consolidacdo das MLD corresponde a modificacdes
permanentes ou, pelo menos, muito duradouras da forma e fungéo das sinapses das
redes neurais de cada memoria. Nesse processo, ha repetida excitacdo das células
hipocampais por meio da estimulacdo de receptores glutamatérgicos ionotropicos
(AMPA e NMDA) e metabotrépicos. Ocorre a entrada de fons Ca®*, que estimula
direta ou indiretamente muitas enzimas chamadas proteinas cinases, responsaveis
pela regulacdo da transferéncia de ions fosfato. A PKG (proteina cinase dependente
do GMPc) ativa enzimas pos-sinapticas, por meio de mecanismos que promovem a
liberacéo de glutamato. A PKA e a MAP cinase determinam a fosforilagdo de CREB-
1, o qual ativa a transcricdo de genes necessarios para a formacdo da MLD e,
assim, a producdo de proteinas correspondentes indispensaveis a manutencédo da
informacédo por horas, dias e até anos (Cammarota, 2008; Izquierdo, 2002; Squire,
Kandel, 2003).

Fisiologicamente, as memdrias de curta e de longa duracdo assemelham-se
no que diz respeito ao conteudo das informagbes e compartiham as mesmas
informacdes aferentes e eferentes. Ja quanto as diferencas, caracterizam-se por nao
serem parte de um mesmo processo, mas, sim, de duas séries de processos
paralelos e independentes (Izquierdo, 2002). Em nivel celular, podemos nos referir a
MCD como uma memoéria baseada em processo, enquanto que a MLD como uma

memoria baseada em estrutura (Squire, Kandel, 2003).

1.3 Estratégia de aquisicao de memaria: Reflexo Pavloviano

A aquisicdo das memodrias, ou seja, a associagdo entre um estimulo e outro
ou entre um estimulo e uma resposta, consiste na maior parte das formacdes
mnemaonicas. Quem primeiro estabeleceu teorias a esse respeito foi o fisiologista e

médico russo: Ivan Pavlov (1849-1936).
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Pavlov recebera um prémio Nobel decorrente de seu trabalho sobre o sistema
digestorio. Estava interessado no reflexo salivar que os animais, famintos,
apresentavam quando recebiam alimentos. Sua grande contribuicdo adveio de sua
observacédo. Percebera que os animais iniciavam a salivagdo no momento em que o
técnico entrava na sala com uma tigela, a fim de alimenta-los. Concluiu que essa
resposta comportamental s6 podia resultar de experiéncia adquirida, visto que esse
estimulo visual ndo era intrinseco (Gazzaniga, Heatherton, 2005).

Assim, dedicou suas pesquisas posteriores aos principios basicos da
aprendizagem determinando, portanto, o condicionamento classico. Este consiste
em um processo de aprendizagem passivo, em que 0 sujeito é submetido ao
condicionamento.

Nele, um estimulo incondicionado remete a uma resposta incondicionada, por
exemplo, naturalmente quando um cachorro é exposto a um alimento h& salivacéo.
Insere-se um estimulo neutro, como uma campainha, assim toda vez que o alimento
for apresentado ao cao, este serd acompanhado do som. Apds este procedimento
ser repetido algumas vezes, apenas o0 soar da campainha sera capaz de produzir
salivacdo. Diz-se, entdo, que este estimulo esta condicionado, conduzindo, portanto,
a uma resposta condicionada.

Uma vez estabelecido um reflexo pavloviano (ligacdo entre um estimulo e
uma resposta), a apresentacao reiterada de estimulo condicionado sem o seu
reforco (0 estimulo incondicionado) provocara a extincdo da memoéria. Como a
aquisicdo ou extingcdo sdo passiveis de modulacdo e reversao, a reapresentacdo do
estimulo condicionado pode reverter a extin¢ao (Izquierdo, 2002).

Cammarota (2008) argumenta que essa é a forma de aprendizado mais
utilizada nos estudos biolégicos sobre memoaria, visto que € muito simples (pode ser
adquirida em apenas uma sessao), perdura por muito tempo e tem valor adaptativo
muito importante.

E importante ressaltar que esse tipo de tarefa requer a integridade funcional e
estrutural da amigdala e do hipocampo (Izquierdo, 2002; Squire, Kandel, 2003). As
relacdes entre essas estruturas estdo intimamente ligadas a sensacao de medo.
LeDoux (2003) elucida que proje¢Bes da amigdala para o cortex contribuem para o

reconhecimento do medo e outros aspectos cognitivos do processo emocional.
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1.4 O circuito neural do medo condicionado

O medo é considerado um mecanismo de defesa que garante a protecédo do
animal frente ao perigo, tendo assim uma importancia na evolugdo das espécies
(Kim, Jung, 2006). O circuito cerebral do medo condicionado, aqui proposto, em
esquiva inibitéria consiste de uma juncdo do circuito do aprendizado do medo
condicionado proposto por Bear et al. (2002) com o circuito de Papez (Esperididao-
Antonio et al., 2008; Machado, 2006; Squire, Kandel, 2003).

A informacdo sensorial (choque), por meio de sinais elétricos, chega ao
talamo, apds passar pelo cortex especifico. O tdlamo atua como uma estacdo de
retransmissdo de impulsos nervosos para o cortex (informacdo passa a ser
consciente) e para o complexo amigdalar (regido sub-cortical). A informacéo chega
até amigdala pelo complexo basolateral (BLA, que consiste em: amigdala lateral,
basolateral e basomedial), o qual promove a ativacdo do nucleo central, que se
projeta aos nucleos hipotalamicos, que emitem respostas comportamentais e
mudancas na fisiologia do organismo, caracteristicas da reacdo de medo
(hipertenséo, taquicardia, hiperventilacéo, etc.).

Para que ocorra essa reacdo e a formacdo da memoria dependente de
fatores emocionais, a regido BLA recebe aferéncias tanto do talamo quanto do
cortex, caracterizando duas vias: 1) A informacdo proveniente do talamo atua na
reacdo imediata (apés ativacdo do ramo simpético do Sistema Nervoso Autbnomo).
O processamento dessa via ocorre em 12 milissegundos e caracteriza a expressao
emocional (Figura 1, via a); 2) A informacdo proveniente do cortex, mais
especificamente do giro do cingulo e do giro para-hipocampal (processada em 19
milisegundos) agrega a memoria de situagfes similares ja aprendidas, consolidadas
e entdo evocadas por essas regides corticais. Essas informagdes provém do “circuito
de Papez” (sistema fechado com conexdes entre hipocampo — hipotalamo — talamo
— cortex, consolidando a informacdo correspondente a experiéncia emocional
(Figura 1, via b).

Na tarefa de esquiva inibitéria, esses conceitos emocionais denominados
expressdo e experiéncia sdo evocados no momento do teste, onde a exposi¢cao ao
contexto evoca a situagdo de medo, na qual, inicialmente, a expressao
comportamental prevalece (h4 aumento da frequéncia cardiaca, freezing, inibicdo da

digestao, entre outros efeitos periféricos). Se o animal permanece no lado claro
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acreditamos que houve uma evocacgao da resposta, sendo, portanto, um resgate da

experiéncia emocional.

Figura 1 — Representagéo esquematica do circuito do medo condicionado
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Representacao da via de expressdo emocional (via a, em azul) e da via de experiéncia emocional (via
b, em vermelho).

1.5 Sistema colinérgico

O sistema colinérgico possui papel importante na modulagdo dos processos
de aprendizagem e memdria. A maioria das eferéncias colinérgicas parte do
prosencéfalo basal, area formada por neurénios localizados nos nucleos: septal
medial, banda diagonal, substantia innominata e nucleo basal de Meynert
(McKinney, Jacksonville, 2005). Esses neurbnios projetam-se para o hipocampo,
neocortex, partes do cortex limbico e amigdala e modulam, assim, as funcdes
cognitivas.

Muitos trabalhos sugerem que as perdas mnemonicas relacionadas tanto com
o envelhecimento normal, quanto com deméncias progressivas, como a Doenca de
Alzheimer (DA), correspondem a perda/atrofia de neurbnios colinérgicos no
prosencéfalo basal, assim como uma reducéo significativa na atividade da enzima

colina acetiltransferase (ChAT, do ingés: choline acetyltransferase) (Gauthier, 2002;
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Seriniki, Vital, 2008). Esses achados subsidiam a “hipotese colinérgica” para a DA e
justificam a utilizacdo de farmacos anticolinesterasicos no tratamento dos seus
sintomas (Hake, Farlow, 2001; Hogan, Patterson, 2002).

A acetilcolina (ACh), neurotransmissor do sistema colinérgico, é sintetizada no
corpo celular dos neurbnios através da acgdo catalitica da ChAT, que transfere o
grupo acetil da molécula acetil-coenzima A a colina, que foi recaptada nos terminais
axonais. A ACh é armazenada em vesiculas e liberada em resposta ao influxo de
célcio extracelular. O célcio ativa proteinas de trafego que direcionam as vesiculas
para o terminal pré-sinaptico. Nesse local, as vesiculas se fundem a membrana,
liberando a ACh para a fenda sinaptica. Os farmacos mais utilizados atualmente
para o tratamento de doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer,
atuam na degradacéo da acetilcolinesterase (AChE, do inglés: acetylcholinesterase),
enzima que degrada a ACh na fenda sindptica (Katzung, 2010; Rang et al., 2008).

As vias colinérgicas no sistema nervoso central tém seus efeitos mediados
por duas classes de receptores: 0s receptores metabotrOpicos muscarinicos e 0s
receptores ionotropicos nicotinicos.

Os receptores nicotinicos (nAChRs) fazem parte da super-familia de
receptores associados a um canal iébnico e que inclui os receptores de glicina, acido
gama aminobutirico (GABAa), glutamato (AMPA e NMDA) e a maioria dos
receptores de serotonina. Os NAChRs sdo encontrados nos musculos esqueléticos
(receptores musculares), nos ganglios autondmicos e em muitas areas cerebrais
(receptores neuronais). A principal propriedade farmacoldgica desses receptores é a
capacidade de transformar um sinal quimico, produzido pela ligacdo da acetilcolina
(ACh) ao seu sitio de reconhecimento, em uma mudanca conformacional do
complexo receptor-canal ibnico, permitindo o fluxo de ions e desencadeando a
contracdo muscular e a transmissdo neuro-neural. S&o, portanto, proteinas
essenciais para a transmissao sinaptica (Arias, 1997; Clementi et al., 2000).

Atualmente, em vertebrados, foram identificadas 17 subunidades para os
receptores nicotinicos (a1-a10, B1-p4, y, & e €) (Boccia et al., 2010; Buckingham et
al.,, 2009). Fisiologicamente, essas subunidades se combinam para formar
receptores homo ou heteropentaméricos que possuem caracteristicas
eletrofisioldgicas e neuroquimicas singulares (Nashmi, Lester, 2006).

Os receptores formados pelas subunidades a4p2 e a7 sao 0os encontrados

com maior frequéncia no sistema nervoso central (Wevers, Schroder, 1999).
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Aparentemente, esses receptores possuem uma fungdo moduladora nas
transmissdes sinapticas, funcdo essa que se evidencia pela variada distribuicdo e
localizacdo dos mesmos. Os receptores localizados em regibes pré-sinapticas e
perisinapticas aumentam a liberacdo de neurotransmissores. Enquanto aqueles
localizados em regifes pos-sindpticas contribuem com transmissdes excitatérias
rapidas. Os outros que se localizam em regides nao-sinapticas modulam varios
sistemas de neurotransmissores, influenciando a excitabilidade neuronal, além de
terem papel na neuroprotecao e neuroinflamacao (Dani, Bertrand, 2007; McGehee,
Role, 1996; Role, Berg, 1996; Wonnacot et al., 2006).

1.6 Receptores nicotinicos e a formagcdo da memoria

No hipocampo, a participacdo desses receptores na formagdo das memdrias
foi largamente explorada em animais adultos jovens (Arthur, Levin, 2002; Barros et
al., 2004; Nott, Levin, 2006) e relacionada a inducdo da potenciacdo de longa
duracédo (LTP) (Fujii et al., 1999; Matsuyama, Matsumoto, 2003).

Chen et al. (2006) demonstraram que a ativagdo do receptor a7 resgatou
sinapses com déficit de LTP. Esse estudo foi realizado em animais previamente
infundidos com o peptideo beta amiloide (3-A) e os autores sugerem que a formacéo
de LTP no hipocampo seria dependente da ativagdo desses receptores e que, dessa
forma, eles poderiam ser alvos de futuras terapias para doencas
neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer.

Os a7 AChRs participam da aquisicdo e consolidacdo tanto da memoria de
curta duracdo (MCD) quanto da de longa duracdo (MLD) na regido CAl do
hipocampo, assim como na evoca¢do da MLD em avaliacdo de esquiva inibitéria
(Marti Barros et al., 2004; Niewiadomska et al., 2009; Nott, Levin, 2006). Além disso,
a participacdo especificamente dos receptores a7 foi evidenciada na reconsolidacao
da memdria (Boccia et al.,2010) e atencdo sustentada (Rezvani et al., 2009, Viel et
al., 2012; Young et al., 2007).



22

1.7 Envelhecimento, marcadores colinérgicos e memoaria

A queda progressiva do comportamento cognitivo de roedores e os déficits
colinérgicos relacionados a idade em animais normais ou transgénicos, que
desenvolvem neurodegeneracdo, vém sendo discutidos por diversos autores, porém
algumas controvérsias sdo observadas nos achados literarios.

Quirion et al. (1995) observaram baixos niveis de acetilcolina (ACh) e
aumento significativo de receptores inibitérios muscarinicos do subtipo M, em ratos
senis com déficit cognitivo. Em concordancia com essas observagdes, Vaucher et al.
(2001) mostraram que ratos senis tém niveis aumentados de AB1-40 no hipocampo
e isso reduziu a liberacdo de ACh hipocampal em ratos idosos com ou sem déficit
cognitivo. Utilizando camundongos transgénicos que superexpressam o peptideo
beta amiloide, Li e Shen (2000) mostraram perda neuronal no prosencéfalo basal
apenas em animais com mais de 9 meses de idade, embora ndo observaram
modificacbes no numero de neurdnios no cortex e hipocampo. Com esses
resultados, sugere-se uma perda seletiva de neurdnios colinérgicos nos animais
transgénicos.

Em contrapartida, ja foi demonstrado que o nivel de marcadores colinérgicos
bioguimicos aparentemente ndo se modifica ou esta, moderadamente, alterado no
cortex ou hipocampo de camundongos transgénicos que superexpressam o
peptideo B-amiloide. Além disso, ndo h& perda de neurbnios colinérgicos no
prosencéfalo basal em camundongos transgénicos para presenilina 1 e proteina
precursora amiloide (German et al.,, 2003; Hernandez et al., 2001). Segundo os
autores, 0s animais apresentaram neurodegeneracao cortical antes mesmo da
deposicao das placas senis.

Bellucci et al. (2006) mostraram uma significativa disfuncdo colinérgica
correlacionada com prejuizo cognitivo em camundongos transgénicos que
expressam uma dupla mutacdo da proteina precursora amiloide (TQCRND8), com 7
meses de idade. Os cérebros desses animais foram caracterizados com deposicéo
de placa B-amiloide em varias &reas, tais como: coértex, hipocampo, talamo e
prosencéfalo basal, sendo que microglias e astrocitos estavam ativados em areas
proximas aos depésitos de placa B-amiloide. Esses autores demostraram dano
neuronal e extensa desmielinizagdo em diversas areas do cérebro ricas em fibras

colinégicas, como Stratum Radiatum do hipocampo e corpo caloso nesse modelo
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transgénico. Observaram, também, uma reducdo do numero de neurbnios
colinérgicos no ndcleo basal de Meynert (NBM) em 7 meses, comparado a 2 meses
de idade.

Especificamente com relacdo a distribuicdo de receptores a7 no cérebro de
ratos, h& poucos trabalhos que retratem modificagdes relacionadas a idade. Tribollet
et al. (2004) mostraram que ndo ha reducéao significativa da densidade dos mesmos
em ratos de 20 meses comparativamente a ratos de 2 meses de idade. Esses
autores, entretanto, ndo analisaram cérebros de animais mais velhos, além disso,
restringiram-se apenas as fases inicias e finais do ciclo de vida, ndo atentando as
possiveis modificagcdes durante o processo de envelhecimento. Da mesma forma,
em estudo anterior, Zanardi et al. (2002) utilizando cérebros humanos, néo
observaram uma modificacédo clara na densidade desses receptores, relacionada a
idade.

Nesse contexto, considerando as discrepancias nos dados apresentados em
literatura, o0 nimero escasso de publicacbes e a importante relacdo entre o sistema
colinérgico e os processos de memoria, faz-se necessario um estudo a respeito dos
marcadores colinérgicos ao longo do processo de envelhecimento e de suas

possiveis implicagdes no processamento da memoria.
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2 OBJETIVOS

1. Avaliar e comparar a evocacao da memoéria de ratos aos 3, 6, 12, 18 e

22 meses de idade.

2. Avaliar a densidade dos receptores nicotinicos a7 e das subunidades

B2 no hipocampo nas diferentes idades.

3. Avaliar a densidade das enzimas colina acetiltransferase (ChAT) e

acetilcolinesterase (AChE) no hipocampo nas diferentes idades.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Os ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, albinos, machos, com 10
semanas de idade foram fornecidos pelo biotério do Instituto Nacional de
Farmacologia e Biologia Molecular (INFAR) da UNIFESP. Os animais envelheceram
no biotério do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Santa Casa de S&o Paulo e foram submetidos aos testes de memoria
aos 3 meses de idade e completarem 6, 12, 18 ou 22 meses.

Todos os procedimentos experimentais e manuseio geral dos animais foram
realizados de acordo com o “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”
(National Institute of Health publication n.° 86-23) e “Lineas Directrices Relativas al
Alojamento y a los Cuidados de los Animales” (European Community Council,
86/609/CEE). Além disso, essa pesquisa foi autorizada pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de S&o Paulo
(protocolo n.° 175) e do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o
Paulo (CEUA — ICB/ USP, protocolo n.° 102, folha 107, livro 02).

3.2 Avaliacédo da evocacao da memoaria

Utilizamos o equipamento de esquiva inibitoria (modelo Ugo Basile, Italia),
que consiste de uma caixa dividida em dois compartimentos iguais, sendo um
iluminado e, o outro, escuro, separados por uma porta-guilhotina. E importante
ressaltar que os roedores tem uma preferéncia inata pelo compartimento escuro
(Ogren, Stiedl, 2010). Os animais foram colocados individualmente na parte
iluminada da caixa e a laténcia, em segundos, referente a entrada no compartimento
escuro foi registrada. Estando no lado escuro, o animal recebeu um choque de 0,5
mA por 2 s, deflagrado pelas barras metélicas localizadas no chéo desse
compartimento.

A laténcia maxima permitida para cada animal foi de 180 s. Em cada grupo
etario, metade dos animais foi submetida a uma sessdo de aquisicdo (SA) e a uma
sessdo de teste (ST) 90 minutos apos a primeira exposi¢cdo, consistindo assim na

avaliacdo da memodria de curta duragdo (MCD). J4, a outra metade, foi submetida a
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uma SA e a um ST 24 horas ap6s o treino, avaliando-se, assim, a memoéria de longa
duracdo (MLD). Quanto maior o tempo de permanéncia no lado claro na ST, maior a
lembranca do animal com relacdo aquele contexto. Os testes foram realizados nas
mesmas condi¢des dos treinos, porém o0s animais ndo receberam o estimulo elétrico

apoés entrarem na camara escura.
3.3 Avaliacédo da atividade motora

A fim de assegurarmos que as respostas observadas no teste de esquiva
inibitéria ndo decorreriam de alteracdes na atividade motora, todos os animais foram
submetidos a uma avaliacdo antes do teste de memodria. O equipamento (modelo
Ugo Basile, Italy) consiste de uma caixa de acrilico transparente (35 cm x 23 cm x 20
cm) contendo um conjunto de sensores infravermelhos horizontais que registram a
atividade locomotora, e outro conjunto de sensores verticais que registram a
exploracéo vertical. Cada animal foi colocado individualmente na caixa e a atividade

motora foi registrada por cinco minutos.
3.4 Radioautografia para receptores nicotinicos alfa 7

Os animais foram anestesiados com halotano e decapitados para extracao
dos cérebros. Os cérebros de 4 animais, por grupo etario, foram cortados em fatias
com espessura de 20 um a uma temperatura de — 20 °C, utilizando-se um criostato
(Microm). As amostras foram montadas em laminas previamente gelatinadas, secas
por cinco min em dessecador, a vacuo, e mantidas a — 80 °C até o uso.

Para a radioautografia dos receptores nicotinicos o7 foi utilizado 5 nM [*?°I]-a-
bungarotoxina em tampao fosfato 50 mM contendo acido etilenodiaminotetraacético
(EDTA, 1 mM) e fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF, 0,1 mM), pH 7,4. As
incubacdes foram feitas a temperatura ambiente, por 90 min e as ligacdes néo
especificas foram determinadas na presenca de 2 uM da toxina ndo marcada.

Ao final dos periodos de incubacdo, as laminas foram lavadas
sequencialmente por 4 minutos, 4 vezes cada, em tampao fosfato gelado e
rapidamente foram mergulhadas em agua destilada para remover 0 excesso de sais.

As laminas foram secas em corrente de ar por uma hora e justapostas contra uma
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folha de filme radioautografico (Hyperfiim) por 7 dias, a temperatura ambiente,
juntamente com uma micro-escala radioativa ([**I]). Apés a sensibilizacéo dos filmes
com a radiacdo contida nas laminas, os filmes foram revelados em solugdo D-19

(revelador Kodak) e fixados em solugcdo Ektaflo Kodak.

3.5 Quantificacdo da densidade de receptores nicotinicos alfa 7

Os radioautogramas foram quantificados usando um sistema MCID de anélise
densitométrica digital (InterFocus Imaging Ltd., Linton, England). A ligacao
especifica dos radioligantes aos receptores foi determinada subtraindo-se a ligacéo
ndo especifica da ligacdo total de secBes adjacentes. As estruturas anatdbmicas
foram comparadas aquelas descritas por Paxinos e Watson (2007).

3.6 Imunohistoquimica para a enzima colina acetiltransferase

A avaliagdo da densidade da enzima colina acetiltransferase (ChAT) foi
realizada por imunohistoquimica, utilizando-se anticorpo primario contra a ChAT
(abcam ab70219) feito em coelho. Nesse protocolo, os cortes de 4 animais por
grupo foram aquecidos a temperatura ambiente e mantidos dessa forma até que a
condensacao que se forma nessa temperatura, desaparecesse (aproximadamente
10 min). Apés secarem, os cortes foram fixados por imersdo em acetona gelada (-20
°C) por 5 minutos, em temperatura ambiente. Apos a fixagdo, os cortes foram
lavados em tampéao fosfato-salina (PBS), por 3 vezes de 5 min. Em seguida, os
cortes foram incubados em PBS + 0.2% Triton X-100 por 90 min em temperatura
ambiente. Os cortes foram incubados por 10 minutos em solucdo peroxido de
hidrogénio a 3%. Em seguida, foram lavados em PBS por 3 vezes de 5 minutos. O
excesso de tampao foi retirado e os cortes incubados por 1 hora com soro de cabra
para bloquear ligacdes inespecificas do anticorpo primario utilizado na sequéncia. O
excesso de soro bloqueador foi retirado e os cortes foram incubados por 16 horas
com o anticorpo primario anti-ChAT (1:750), a 4 °C. Ao término do periodo de
incubacdo com o primario, os cortes foram processados pelo método do complexo
amplificador avidina-biotina-peroxidase (Vectastain elite ABC kit — Vector
laboratories, USA). Resumidamente, os cortes foram imersos 3 vezes por 5 minutos

em PBS e incubados, por 1 hora, em solu¢do contendo o anticorpo secundario anti-
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coelho produzido em cabra, em temperatura ambiente. Apds a incubacdo com o
secundario, os cortes foram lavados por 3 vezes de 5 min em PBS e, depois,
incubados por 30 min com complexo amplificador. Em seguida, foram realizadas 3
lavagens de 5 min em PBS. Apl6s as lavagens, os cortes foram mergulhados em
solucdo de diaminobenzidina (DAB)! por 4,5 minutos, nesse processo o DAB reage
com a peroxidase do complexo avidina-biotina-peroxidase, revelando os cortes. Em
seguida, 2 lavagens de 5 min cada, em agua destilada foram realizadas para
remover 0 excesso de DAB. Posteriormente, foi feita a desidratacdo sequencial em
alcool 75%, 95% e 100%, 5 minutos cada. A seguir, as laminas foram imersas em
xilol por 10 minutos (2 vezes de 5 min). O protocolo foi finalizado com a cobertura

dos cortes com laminula.

3.7 Quantificagdo da densidade da enzima colina acetiltransferase

As imagens dos cortes histolégicos foram capturadas por um microscépio de
luz Nikon Eclipse E600 (Kanagawa, Japédo), utilizando-se uma objetiva de 4x
aumento, o qual estava acoplado a um sistema MCID de analise densitométrica
digital (InterFocus Imaging Ltd., Linton, England). Todas as imagens foram
adquiridas sob as mesmas condicdes de intensidade luminosa.

Os experimentos foram processados em lotes, sendo que esses possuiam
laminas provenientes de cada grupo etario com as marcacfes totais e, também,
laminas “nao especificas”, ou seja, auséncia do anticorpo primario, representando as
ligacBes inespecificas e o background. As analises visuais das laminas “nao
especificas” mostraram a auséncia de ligagdes inespecificas representando,
portanto, apenas o background.

A fim de corrigirmos as diferencas de background dos diferentes lotes,
subtraimos uma imagem nao especifica das imagens totais, resultando nas imagens
contendo apenas marcacdes especificas (figura 2).

Os cortes histolégicos foram quantificados por densidade Optica relativa,

considerando a area proporcional de marcacdo, ou seja, a razao entre a area

! E importante ressaltar que o DAB é uma substancia cancerigena com alto poder mutagénico, assim
procedimentos especiais devem ser realizados para sua inativacdo e, consequente, descarte. Anexo
contém o protocolo utilizado para descontaminagéo da solu¢éo de DAB.
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selecionada e a marcagdo positiva para ChAT, assim o valor maximo possivel obtido

nas leituras seria 1.

Figura 2 — Tratamento das imagens

Tratamento das fotomicrografias de hipocampo de ratos obtidas dos experimentos de
imunohistoquimica. Figuras representam as etapas no processamento das imagens: a. Marcacdes
totais; b. Marcag8es nao especificas; c. Marcagdes especificas: imagem proveniente da subtragcdo da
figura a - figura b.

Foi realizada uma avaliagdo inicial dos lotes e verificamos as faixas de
intensidade, saturacdo e tonalidade que se aplicavam as marcacdes positivas (figura
3). Considerando essas faixas e 0 padrdo simétrico e arredondado das
imunomarcacoes positivas para ChAT, foi estabelecido que as marcagcbes menos
arredondadas, que ndo estivessem entre 0,7 e 1,0, seriam excluidas, sendo 1
perfeitamente redondo (figura 4). Para cada animal, foram analisados, no minimo, 9

cortes com hipocampo e foram obtidas, pelo menos, 5 leituras.



Figura 3 — Critérios de tonalidade, intensidade e saturacdo das cores.
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Adequacédo dos critérios para todos os lotes de experimentos. a. ferramentas disponiveis no sistema
utilizado. b. imagem com as marcacdes positivas para ChAT destacadas na cor azul.

Figura 4 — Critérios para exclusdo de marcacdes

a. Fotomicrografias com destaque para as marcacdes positivas em azul escuro e as marcacdes
excluidas em azul claro, considerando a forma arredondada das marca¢bes positivas. b. em
vermelho, a marcagéo especifica da regido onde localizam-se as células piramidais de CA 3.
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3.8 Western Blotting para a enzima acetilcolinesterase e para a subunidade
B2 do receptor nicotinico

As areas cerebrais relacionadas a memoéria foram separadas e
homogeneizadas em tampéao de lise contendo 50 mM de Tris-HCI (pH 7,4), 0,1%
Triton X-100, 4 mM EGTA, 10 mM EDTA e um tablete de coquetel de inibidores de
proteases (volume final do tampao: 10 mL; proporgéo tecido (mg): tampao (uL) =
1:3). Os homogenatos foram centrifugados a 12.000 rpm, por 15 min, a 4 °C. A partir
do sobrenadante foi feita a dosagem da concentracédo de proteinas, em cada fracao,
em leitora de placas, utilizando-se o método de Bradford (1976). Quantidades
equivalentes de proteinas foram separadas por gel de poliacrilamida (SDS-PAGE a
10%), utilizando-se tampéao de corrida contendo Tris 25 mM, Glicina 192 mM e 0,1%
de SDS, a 100 V por aproximadamente 2 h.

Apés a corrida eletroforética, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose em tampé&o Tris 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM e metanol
20%, a 400 mA por 1 h a 4 °C. Terminada a transferéncia das proteinas, a
membrana foi incubada com tampé&o Tris 100 mM contendo NaCl 0,9%, Tween-20
0,1% e leite desnatado 5% (tampédo de bloqueio) por 2 h a temperatura ambiente,
sob agitacdo constante, para o blogueio das reacdes ndo especificas do anticorpo
primario. Para o blogueio das membranas que foram incubadas com anticorpo anti-
subunidade B2 do receptor nicotinico foi utilizado soro de cabra a 5% ao invés de
leite desnatado. ApOs lavagem, o material foi incubado com o anticorpo primario
anti-acetilcolinesterase (Abcam, ab77959, diluido 1:1000), anti- subunidade 2 do
receptor nicotinico (Abcam, ab41174, 1:2000), B-tubulina (Abcam, ab134185, diluido
1:2000) por 17 h a 4 °C, sob agitagdo. Em seguida, as membranas foram lavadas
conforme descrito anteriormente e incubadas com o anticorpo secundario anti-IgG
conjugado com peroxidase de raiz forte (HRP, de Horseradish Peroxidase) e diluido
1:4000 em tampéo de bloqueio por 2 h a temperatura ambiente, com agitacdo. As
marcacOes foram detectadas por quimioluminescéncia e a aquisicdo digital das
imagens foi feita utilizando-se o equipamento ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare,

Life Science).
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3.9 Quantificagdo da enzima acetilcolinesterase e da subunidade B2 do
receptor nicotinico

As imagens provenientes da revelacao digital foram analisadas no programa
ImageJ 1.46r (National Institute of Health). Inicialmente, a imagem foi convertida
para 32-bits e depois invertida. As bandas foram analisadas separadamente,
considerando como referéncia o tamanho da maior banda. Uma leitura referente ao
background da membrana foi feita. Apds essas analises, as leituras foram subtraidas
do valor do background. Em sequéncia, a razdo entre a proteina de interesse e o

seu controle interno foi feita.

3.10 Analise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism
(GraphPad Software, San Diego, CA, versao, 5.0) e as diferencas entre oS grupos
foram consideradas significativas quando P < 0,05. O grupo etério de 12 meses foi
estabelecido como referéncia de comparacéo.

Os dados obtidos em equipamento de esquiva inibitéria foram expressos
como medianas e intervalos interquartis e analisados com o teste de Kruskal-Wallis
para dados ndo-paramétricos, seguidos pelo teste de Dunn. As diferencas
comportamentais intragrupos foram verificadas utilizando o teste pareado para
dados nao-paramétricos Wilcoxon.

Os dados obtidos nas avaliacbes da atividade locomotora, densidade dos
receptores nicotinicos a7, da subunidade B2, das enzimas ChAT e AChE foram
expressos como médias + erro-padrdo e analisados por analise de variancia seguida

pelo teste de Dunnett, tendo a idade de 12 meses como referéncia.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliagéo da atividade motora

Antes dos testes de memoria serem iniciados, a atividade motora dos animais
foi avaliada. Na figura 5, observamos diferenca significativa entre as médias de
locomogéao dos grupos (Fus3) = 8,01, P = 0,0286). Os grupos com 3 e 6 meses
apresentaram aumento significativo na locomog¢do em comparacao aos animais com
12 meses (3 meses: 769,9 + 24,1; 6 meses: 839,2 £ 55,5 e 12 meses: 573,7 + 38,6).
Todavia, a locomocédo dos grupos 18 e 22 meses nao foi significativamente diferente
dos valores apresentados pelo grupo de 12 meses.

Figura 5 - Avaliacdo da locomocédo dos animais de diferentes idades.
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Analise da locomogéo dos ratos de diferentes idades. Os histogramas e barras verticais representam
as médias e erros-padrao da locomocgao total (em unidades). 3 meses: n=14; 6 meses: n=12; 12
meses: n=6; 18 meses: n=6 e 22 meses: n=8 *: P < 0,05; **: P < 0,01.

4.2 Avaliagdo da memoria de curta duragéo

Os animais foram submetidos a avaliagdo da memoria de curta duragéo, com
intervalo de 90 minutos entre a sessédo de aquisicdo (SA) e a sessao de teste (ST)
no equipamento. Os grupos de animais com 3, 6 e 12 meses apresentaram

diferenca significativa entre as medianas (e intervalos interquartis) das laténcias
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entre SA e ST (3 meses — SA: 15,80 s [7,18 s/ 22,95 s] e ST: 86,9 s [33,60 s/ 100,80
s]; 6 meses — SA: 18,05 s [7,13 s/ 23,88 s] e ST: 111,40 s [34,45 s/180 s] e 12
meses — SA: 24,25 s [14,65 s/ 48,05 s] e ST: 126,60 s [22,75 s/180 s]) (Figura 6 a, b,
C).

Por outro lado, os grupos de animais com 18 e 22 meses ndo apresentaram
diferenca significativa entre as medianas das laténcias de SA e ST (18 meses — SA:
9,50 s [7,38 s/ 27,90 s] e ST: 78,10 s [29,40 s/ 122,80 s] e 22 meses — SA: 33,40 s
[14,60 s/ 48,90 s] e ST: 33,90 s [19,60 s/ 106,20 s]) (Figura 6 d,e).

A laténcia dos treinos entre os grupos experimentais foi comparada e nao

observamos diferenca estatistica significativa entre as medianas (P = 0,0520).

Figura 6 — Avaliacdo da memodria de curta duracdo em esquiva inibitoria.
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Os animais foram submetidos a sessao de aquisicao (SA) e, 90 min apds, a sesséo de teste (ST). As
linhas horizontais e verticais representam as medianas e 0s intervalos interquartis, respectivamente. 3
meses: n=14; 6 meses: n=12; 12 meses: n=10; 18 meses: n=6 e 22 meses: n= 8. **: P < 0,01 vs SA,
*** P < 0,001 vs SA.
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A fim de avaliarmos a evocagdo da memodria de curta duracdo entre as
diferentes idades, comparamos as laténcias da ST (Figura 7). Nao observamos
diferenca estatistica entre as medianas dos grupos etarios (3 meses: 86,90 s; 6
meses: 111,40 s; 12 meses: 126,60 s; 18 meses: 78,10 s e 22 meses: 33,90 s; P =
0,56) .

Figura 7 - Avaliacdo da memoria de curta duracao ao longo do envelhecimento.
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Comparacéo entre as laténcias das evocacdes de memdria de curta duracéo de cada grupo etario. As
linhas horizontais e verticais representam as medianas e os intervalos interquartis, respectivamente. 3
meses: n=14; 6 meses: n=12; 12 meses: n=10; 18 meses: n=6 e 22 meses: n= 8.

4.3 Avaliacdo da memoéria de longa duracgao

Os animais foram submetidos a avaliacdo da memoéria de longa duragcdo, com
intervalo de 24 horas entre SA e ST. Os grupos de animais com 3, 6 e 12 meses de
idade apresentaram diferencas significativas entre as medianas das laténcias de
respostas entre treino e teste, (3 meses — SA: 14,60 s [11,30 s/ 34,40 s] e ST:
121,20 s [85,50 s/ 180 s]; 6 meses — SA: 23 s [13,15 s/ 48,35 s] e ST: 180 s [25,25 s/
180 s] e 12 meses — SA: 16,30 s [10,35 s/ 23,53 s] e ST: 70,40 s [39,45 s/ 180 s])
(Figura 8 a,b,c).

Em contrapartida, ndo foi observada diferenca estatistica entre as medianas

das laténcias dos treinos e testes dos grupos de animais com 18 e 22 meses (18
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meses — SA: 11,15 s [7,13 s/ 16,15 s] e ST: 18,60 s [10,45 s/ 35,90 s] e 22 meses —
SA: 20,45 s [13,03 s/ 46,35 s] e ST: 12,20 s [9,08 s/ 31,98 s]) (Figura 8 d, e).

Figura 8 — Avaliacdo da memoaria de longa duragdo em esquiva inibitoria.
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Os animais foram submetidos a sessao de aquisicdo (SA) e, 24 h apés, a sessdo de teste (ST). As
linhas horizontais e verticais representam as medianas e o0s intervalos interquartis, respectivamente. 3
meses: N=7; 6 meses: n=13; 12 meses: n=10; 18 meses: n=8 e 22 meses: n=8 *: P < 0,05 vs SA e **:
P < 0,01 vs SA.

Quando as laténcias dos treinos referentes aos grupos experimentais foram
comparadas, ndo observamos diferenca estatistica entre as medianas (P = 0,1014).
Entretanto, observamos reducao estatisticamente significativa entre as laténcias de
ST referentes aos grupos de 12 e 18 meses e 12 e 22 meses (12 meses: 70,4 s; 18

meses: 18,6 s e 22 meses: 12,2 s, Figura 9).
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Figura 9 - Avaliacdo da memoria de longa duracdo durante o envelhecimento.
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Comparacéo entre as laténcias das evocacdes de memoria de longa duracdo de cada grupo etario.
As linhas horizontais e verticais representam as medianas e o0s intervalos interquartis,
respectivamente. 3 meses: n=7; 6 meses: n=13; 12 meses: n=10; 18 meses: n=8 e 22 meses: n= 8 *:
P < 0.05 vs 12 meses.

4.4 Quantificacdo da densidade de receptores nicotinicos a7

A fim de avaliarmos a densidade de receptores nicotinicos a7 cerebrais (a7
AChRs) e, também, identificarmos as areas cerebrais nas quais esses receptores
estao distribuidos, processamos o experimento de radioautografia. Foi observado a7
AChRs em diversas areas cerebrais, porém, para o presente trabalho, apenas area
do hipocampo foi analisada.

Os a7 AChRs foram observados na camada polimorfica do Giro Denteado
(PoDG) e no Corno de Amon 3 (CA3). Em PoDG, houve diferenca significativa entre
os grupos (F@a0n= 15,91, P < 0,0001, Figura 10). Foi verificado um aumento
significativo da densidade de a7 AChRs dos animais com 22 meses (10 + 0,27
fmols/mg) quando comparada a densidade dos animais de 12 meses (7,14 + 0,21
fmols/mg). Observamos, na figura 11 as imagens, em pseudocores, provenientes

das radioautografias.
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Figura 10 - Quantificacdo da ligacdo especifica para o radioligante [**I]-a-
bungarotoxina ([**°1]-BUTX) em sitios de ligacdo nas células granulares do giro
denteado (PoDG) nas diferentes idades.
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Os histogramas e barras verticais representam as médias e erros-padrdo. O nimero de animal
utilizado por grupo foi 4. ***: P < 0,001.

Figura 11 — Fotomicrografias da regido PoDG dos animais em diferentes idades.

Fotomicrografias pseudocoloridas de radioautogramas representando a distribuicdo anatémica da
ligagdo total para a [**’I]-a -bungarotoxina nas células da camada polimérfica do giro denteado
(PoDG) do hipocampo de animais de 3 meses (a), 6 meses (b), 12 meses (c), 18 meses (d), 22
meses (e). A maior marcagao para o antagonista de a7 € mostrado em amarelo/vermelho, de acordo
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com a escala. Ligacdes nao especificas estdo representadas em f. A identificacdo das estruturas esta
representada em g (adaptado de Paxinos e Watson, 2007).

Nas células piramidais de CA3, também, observamos diferenca significativa
entre os grupos (Fui60) = 6,71, P < 0,0001). Foi observado, na figura 12, um
aumento significativo das densidades de a7 AChRs dos grupos com 6 meses (27,93
+ 1,35 fmols/mg), 18 meses (24,89 = 0,83 fmols/mg) e 22 meses (25,24 + 0,55
fmols/mg), quando comparados ao grupo com 12 meses (21,25 = 0,90 fmols/mg).

Observamos, na figura 13 as imagens provenientes das radioautografias.

Figura 12 - Quantificacdo da ligacdo especifica para o radioligante [**I]-a-
bungarotoxina ([**°I]-BUTX) em sitios de ligac&o nas células piramidais de CA3 nas
diferentes idades.
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Os histogramas e barras verticais representam as médias e erros-padrdo. O numero de animal
utilizado por grupo foi 4. *: P < 0,05; **: P < 0,01 e ***: P <0,001.
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Figura 13 — Fotomicrografia da regido CA3 dos animais em diferentes idades.

Fotomicrografias pseudocoloridas de radioautogramas representando a distribuicdo anatdbmica da
ligacao total para a [*I]-a -bungarotoxina nas células piramidais de CA3 do hipocampo de animais de
3 meses (a), 6 meses (b), 12 meses (c), 18 meses (d), 22 meses (e). A maior marcacdo para o
antagonista de a7 é mostrado em amarelo/vermelho, de acordo com a escala. Ligagdes néo
especificas estdo representadas em f. A identificacdo das estruturas esta representada em g
(adaptado de Paxinos e Watson, 2007).

4.5 Quantificagdo da densidade da enzima colina acetiltranferase (ChAT)

A fim de avaliarmos a densidade da enzima ChAT ao longo do
envelhecimento e, também, identificarmos as areas cerebrais nas quais essa enzima
esta presente, processamos o0 experimento de imunohistoquimica. As
imunomarcacdes foram observadas em diversas areas cerebrais, embora apenas o
hipocampo tenha sido analisado.

As marcacao para ChAT foram observadas nas células piramidais em CA1-2
e em CA3 e, também, no giro denteado na camada granular (GrDG) e na camada
polimérfica (PoDG). Nao observamos diferencas entre as idades em nenhuma das
areas analisadas (CA 1-2: Figura 14 Fug9 = 0,71; P = 0,61, CA3: Figura 15 F9) =
1,15; P = 0,39, GrDG: Figura 16 Fug = 0,05; P= 0,99 e PoDG: Figura 17 Fu.g)

0,84; P = 0,53). Observamos, na figura 18 as imagens provenientes dos ensaios

imunohistoquimicos.



41

Figura 14 — Densidade da enzima ChAT nas células piramidais CA 1-2 nas
diferentes idades.
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Andlise de densidade Optica relativa dos corte de hipocampo de ratos de diferentes idades. Os
histogramas e barras verticais representam as médias e erros-padrao. O namero de animal utilizado
por grupo foi 4.

Figura 15 - Densidade da enzima ChAT nas células piramidais CA 3 nas diferentes
idades.
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Analise de densidade o6ptica relativa dos corte de hipocampo de ratos de diferentes idades. Os
histogramas e barras verticais representam as médias e erros-padrdao. O nimero de animal utilizado
por grupo foi 4.
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Figura 16 - Densidade da enzima ChAT nas células granulares do giro denteado
(GrDG) nas diferentes idades.
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Analise de densidade o6ptica relativa dos corte de hipocampo de ratos de diferentes idades. Os
histogramas e barras verticais representam as médias e erros-padrdao. O nimero de animal utilizado
por grupo foi 4.

Figura 17 - Densidade da enzima ChAT nas células polimérficas do giro denteado
(PoDG) nas diferentes idades.
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Andlise de densidade Optica relativa dos corte de hipocampo de ratos de diferentes idades. Os
histogramas e barras verticais representam as médias e erros-padrao. O namero de animal utilizado
por grupo foi 4.
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Figura 18 — Fotomicrografias de hipocampos com marcagdes positivas para a
enzima ChAT dos animais de diferentes idades.

Fotomicrografias de imunomarcacdes para ChAT do hipocampo de ratos de diferentes idades: a.3
meses; b. 6 meses; ¢. 12 meses; d. 18 meses; e. 22 meses; f'. Liga¢des ndo especificas; f'. Ligacdes
ndo especificas com ajuste no brilho e contraste da imagem, para melhor visualizacdo; setas em f' e
f* sinalizando a localizacdo do corte histoldgico; g. destaque para as marcacdes positivas nha regido
CA 3; h. identificagdo das estruturas adaptado de Paxinos e Watson (2007).

4.6 Quantificacdo da densidade da enzima acetilcolinesterase (AChE) e da
subunidade 32 do receptor nicotinico

A fim de determinar a quantidade 6tima de proteinas a ser utilizada nos
experimentos de western-blotting para detecgcéo de acetilcolinesterase (AChE) e da
subunidade B2 do receptor nicotinico, foram realizadas corridas de eletroforese com
diferentes quantidades de proteina total de hipocampo dos animais do grupo de 12
meses.

Cada membrana desse ensaio foi incubada com um anticorpo diferente:
anticorpo contra acetilcolinesterase (diluicdo 1:1000) e anticorpo contra a
subunidade B2 (diluicdo 1:2000). A partir dessa determinacdo, foi escolhida a
guantidade de 25 ug de proteinas totais para os experimentos subsequentes com as

amostras de cada grupo etario.
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Com relagdo a densidade relativa de AChE, n&do observamos diferenca
estatistica entre os grupos (Fu4,1s = 3,56; P = 0,08, Figura 19). Da mesma maneira,
0S grupos etarios ndo apresentaram diferenca na densidade relativa da subunidade
B2 (F(,18 = 0,33; P = 0,85, Figura 20).

Figura 19 - Avaliagdo da densidade da enzima acetilcolinesterase (AChE) no
hipocampo de ratos.
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Andlise densitométrica, em unidades arbitrarias, da ChAT usando a B tubulina como controle
enddgeno. (a) As colunas e barras representam as médias * erro padrdo. (b) Imagem representativa
obtida em ensaio de western blotting. 3 meses: n=5; 6 meses: n=5; 12 meses: n=5; 18 meses: n=5 e
22 meses: n=3.

Figura 20 - Avaliacdo da densidade da subunidade 32 do receptor nicotinico no
hipocampo de ratos.

a b.
meses

o 2.0+
Eg‘ 3 6 12 18 22
28 15-

-
=% 2 .
& 101 T
g8 T
ol
23 05 s
St B tubulina 50 KDa
22
3
@ 0'0- 2 l T

3 6 12 18 22

idade (meses)

Analise densitométrica, em unidades arbitrarias, da subunidade 32 usando a  tubulina como controle
enddgeno. (a) As colunas e barras representam as médias + erro padrao. (b) Imagem representativa
obtida em ensaio de western blotting. 3 meses: n=5; 6 meses: n=5; 12 meses: n=5; 18 meses: n=5 e
22 meses: n=3.
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5 DISCUSSAO

Essa pesquisa intitulada “Caracterizacdo da memoria e de marcadores
colinérgicos ao longo do envelhecimento de ratos” visa contribuir para a discussao
dos possiveis mecanismos comportamentais e moleculares que circundam as
tematicas envolvendo memoria e envelhecimento. Trata-se de uma pesquisa
experimental, com analises sob a 6tica quantitativa.

Durante a Gltima década, estudos relacionados aos mecanismos moleculares
gue se alteram e se adaptam ao longo do envelhecimento tém sido objeto de
interesse dos cientistas. O fato do interesse nesse campo ser recente contribui para
a falta de consenso a respeito das faixas etarias e as correspondentes fases do ciclo
de vida dos ratos, por exemplo. Além disso, o termo “animal senil” vem sendo
utilizado de forma generalizada, referindo-se tanto ao animal velho, com boa saude,
guanto aquele que apresenta alguma doenca.

Arslan et al. (2010) consideram animais a partir de 12 meses como senis;
para Freddi et al. (2008) os mesmos sao compreendidos numa faixa entre 15 e 21
meses; Mallikarjuna et al. (2009) e Conboy et al. (2008) classificam como senis ratos
com 18 meses; para Petcu et al. (2008), ratos com 20 meses; para Djeridane et al.
(2005) animais com 22 meses; para Marmol et al. (2009) e Darmopil et al. (2009) sao
senis a partir de 24 meses, para Wu et al. (2009) os animais devem ter entre 27 e 28
meses e, finalmente, para Caspary et al. (2013) os animais devem apresentar entre
30 e 32 meses para receber tal denominacéo. Todos os animais “senis” descritos
sdo animais sem nenhuma doenca. Uma vez que nao consideramos esse termo
adequado, nessa pesquisa, os animais foram denominados “velhos”.

Acreditamos que a melhor forma de se estudar as modificagbes de um
fendbmeno ao longo do envelhecimento é avaliando o mesmo em diferentes faixas
etarias. Corroborando com essa ideia, Coleman et al. (2004) publicaram, em um
editorial da revista Neurobiology of Aging, explicacdes a respeito da importancia e
necessidade de desenhos experimentais sobre o envelhecimento com mais de duas
idades, uma vez que o fenbmeno precisa ser avaliado na sua integralidade. Dessa
forma, estudar o processo em apenas duas idades, geralmente, pontos extremos,
agregam poucas informacdes.

Como nao existe um consenso em relacéo a faixa etaria considerada “velha”,

estudamos o comportamento e alteracdes moleculares de animais com até 22
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meses de idade. Inicialmente, as faixas etarias experimentais propostas eram: 3, 6,
12, 18 e 24 meses. Todavia, devido a expressiva mortalidade dos ratos mais velhos,
resolvemos adiantar os experimentos comportamentais dos animais que comporiam
o grupo de 24 meses. Sendo assim, as faixas etérias utilizadas nessa pesquisa
foram: 3, 6, 12, 18 e 22 meses de idade.

Nesse estudo, consideramos a idade de 12 meses como referéncia quando
comparamos os dados de evocacdo de memoria tanto de curta quanto de longa
duracdo, assim como, as densidades de receptores nicotinicos e das enzimas
estudadas. O envelhecimento deve ser considerado como um processo pelo qual o
organismo se adapta as alteracdes morfofisiologicas que ocorrem. Reconhecemos
gue estabelecer uma idade como referéncia € considerar uma faixa etaria como
padrao fisiolégico, situacao inexistente no desenvolvimento de roedores ou de seres
humanos. Nesse estudo, a idade 12 meses foi tida como referéncia, uma vez que
as multiplas comparacdes inviabilizariam as analises. Assim, reconhecemos que
estabelecer 12 meses é uma limitacdo deste estudo e optamos por essa idade, visto
gue a grande maioria dos sistemas fisiologicos, nesta espécie, ja se desenvolveu
(Coleman et al., 2004).

O estudo comportamental da memdria em roedores pode ser realizado
utilizando-se diversos métodos, de acordo com o tipo de memdria que se quer
avaliar. Nessa pesquisa, avaliamos um comportamento relacionado a memoria
aversiva, a esquiva inibitéria, devido a complexidade de eventos -cerebrais
envolvidos na sua aquisicdo e consolidacao. Essa tarefa mobiliza, principalmente,
hipocampo, amigdala, cortex entorrinal e coértex frontal (Tinsley et al.,, 2004).
Segundo LeDoux (2003), projecOes da amigdala para o coértex contribuem para a
vivéncia do medo e outros aspectos cognitivos do processo emocional.

A tarefa de esquiva inibitéria combina os pressupostos comportamentais
atrelados ao condicionamento de medo Pavloviano (associagdo do choque ao
compartimento escuro do equipamento) e as teorias “behavioristas” propostas por
Skinner, no final do século XX, sendo, também, denominada de condicionamento
instrumental ou operante (Ogren, Stiedl, 2010). Trata-se de uma forma de
aprendizagem que é modulada por uma série de comportamentos inatos. O
comportamento proveniente do estimulo inicial gera uma consequéncia, a qual afeta
a probabilidade do comportamento ocorrer novamente (Gazzaniga, Heatherton,
2005).
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Tinsley et al. (2004) elencam quatro razbes para considerar o
condicionamento aversivo como um modelo efetivo para o estudo dos efeitos
colinérgicos nos processos de aprendizagem e memoria. Os autores aludem aos
déficits na memoria produzidos por lesbes em estruturas importantes para o
desempenho na esquiva inibitéria, como amigdala e hipocampo. Abordam, como
segundo aspecto, o fato de o condicionamento de medo ser aprendido rapidamente.
Consideram, também, que a memoria de medo, gerada por procedimentos de
condicionamento aversivo, tende a ser muito estavel durante um longo periodo de
tempo. Finalmente, pontuam que o0 medo trata-se de um comportamento
motivacional, o qual esta envolvido na protecdo do animal contra o perigo.

Em consonancia com os autores acima, Orsini e Maren (2012) referem-se ao
medo como o centro das organizagdes de comportamento de defesa e, ainda, como
um mecanismo essencial & sobrevivéncia.

Ao submeter os animais a essa tarefa de memdria, esperadvamos que eles
tivessem o comportamento de memoria semelhante aos estudos com seres
humanos, os quais aludem a um declinio gradual da memoria em funcdo do
envelhecimento saudavel (Yassuda et al., 2011).

Os animais foram expostos ao equipamento de avaliagdo de meméria em dois
momentos: sessao de aquisicdo (SA) e sessado de teste (ST) da memoria de curta ou
de longa duracdo (MCD e MLD, respectivamente). O protocolo para avaliacdo da
MCD consistiu na repeticao da tarefa de esquiva inibitéria 90 minutos apés a SA,
enquanto a avaliacdo da evocacdo de MLD foi realizada 24 horas ap6s a primeira
exposicdo do animal ao equipamento. E importante ressaltar que os animais
submetidos aos testes de MCD e MLD néo foram os mesmos. Segundo experiéncia
prévia do nosso grupo, repetidas exposicdes dos ratos a um mesmo protocolo
comportamental pode influenciar observagbes posteriores, como, por exemplo,
comportamentos de extingdo e de refor¢o a tarefa da esquiva inibitéria.

Na primeira exposicdo ao equipamento (SA) ndo observamos diferenca
significativa das laténcias entre as idades, tanto para os animais submetidos as
tarefas de evocacdo de MCD, quanto para os de MLD. Esses dados nos permitem
inferir que o padrédo de resposta esperado ao equipamento de esquiva (avidez ao
ambiente escuro), nesse momento, foi mantido entre as diferentes idades.

Com relacédo a MCD, observamos diferencas significativas entre as laténcias

da SA e de ST nos grupos de 3, 6 e 12 meses. Isso nos mostra que as habilidades
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mnemaonicas estavam preservadas mesmo no grupo de 12 meses, considerado
velho por alguns autores, como Arslan et al., 2010. Por outro lado, os grupos com 18
e 22 meses nao apresentaram diferenca estatistica entre suas SA e ST, mostrando
gue esses animais mais velhos ja apresentam um comprometimento cognitivo.

Quando as evocacoes de MCD (ST) foram analisadas conjuntamente,
caracterizando uma comparacdo ao longo do envelhecimento, ndo observamos
diferencas estatisticas entre 0s grupos; isso nos permite concluir que ndo ha
diferenca na evocacdo da MCD com a idade. Squire e Kandel (2003) postulam trés
caracteristicas que ajudam a esclarecer os mecanismos basicos de armazenamento
de curta duracdo: 1) é transitorio; 2) ndo necessita de alteracdes anatbmicas para
ser mantido; 3) ndo necessita de nova sintese proteica.

Essas caracteristicas confirmam os achados de lzquierdo et al (2002), os
guais asseguraram através de experimentos farmacolégicos, que a MCD né&o inclui
ativacao de fatores de transcricdo, expressao de genes ou sintese de proteinas, mas
requer ativacdo de cascatas enzimaticas existentes. Sendo assim, esse tipo de
memoria ndo requer mudancas tdo complexas nos substratos neurais das vias
envolvidas, o que corrobora a similaridade nas laténcias de evocagao nas diferentes
faixas etarias.

Ao compararmos as medianas do tempo de permanéncia no lado claro, entre
SA e ST de MLD, observamos que os grupos de 3, 6 e 12 meses de idade
apresentaram diferenca estatistica significativa, ou seja, houve evocacdo dessa
memoaria. O mesmo néo foi observado nos grupo de 18 e 22 meses.

Esse achado comportamental alude ao que foi verificado na MCD, visto que
0S grupos até 12 meses mantém o0s substratos necessarios a formacao,
consolidacdo e evocacdo de memodria. Em idades mais avancadas, entretanto,
esses processos nNao estao preservados.

Com relagdo a comparacdo das laténcias de MLD nos cinco grupos
experimentais, observamos diferenca significativa nos desempenhos dos animais de
18 e 22 meses quando comparados aos animais de 12 meses, 0 que nos possibilita
constatar que ha um declinio na evocacédo da MLD com relacdo a idade dos ratos.
Assim, esse “esquecimento” pode ser atribuido ao enfraquecimento na estimulagcao
feita pelos ativadores de transcricdo génica e a incapacidade de reduzir a

desativacdo dos mesmos (Squire, Kandel, 2003).
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A fim de excluirmos a possibilidade dos resultados mnemonicos serem
influenciados por déficits motores, os animais foram submetidos a uma avaliacao da
atividade locomotora. Observamos que os animais de 3 e 6 meses apresentaram
uma deambulagdo maior que os animais de 12 meses. N&o houve diferenga entre as
deambulagbes dos animais de 12, 18 e 22 meses. Os nossos resultados estdo em
conformidade com os dados da literatura, uma vez que ha um declinio da atividade
exploratéria com o envelhecimento em espécies de roedores (Ingram, 2000% apud
Anver, Haines, 2004). Esse declinio é, em parte, explicado por alteracdes no sistema
dopaminérgico, tanto em termos de neurotransmissor quanto de receptores.

Os animais de 3 e 6 meses mostraram uma locomoc¢&o maior comparada aos
animais mais velhos. Esses grupos apresentaram, também, uma maior permanéncia
no lado claro do equipamento de esquiva tanto nas avaliacbes de MCD quanto de
MLD. Assim, podemos concluir que esses grupos néo passaram para o lado escuro
porque se lembraram do choque que haviam recebido nas patas na sessdo de
aquisicdo. O mesmo nao ocorreu com 0S animais mais velhos, que mesmo
locomovendo-se menos que 0s animais mais jovens, passaram para o lado escuro
com um tempo significativamente menor. Dessa forma, o fato de terem passado
rapidamente e apresentarem um perfil locomotor menor reforga, ainda mais, o déficit
de MLD com o envelhecimento.

Muitos trabalhos sugerem que as perdas mnemonicas relacionadas tanto com
o envelhecimento normal, quanto com deméncias progressivas, como a Doenca de
Alzheimer (DA), correspondem a hipofuncdo do sistema colinérgico. Os neurbnios
do complexo colinérgico no prosencéfalo basal, principais projecdes colinérgicas
para 0 coOrtex e para o0 hipocampo, sofrem mudancas funcionais durante o
envelhecimento, resultando assim, em déficits progressivos da memoria (Hake,
Farlow, 2001; Sclierbs, Arendt, 2006, 2011).

No presente trabalho, analisamos a distribuicio e a densidade das
subunidades a7 e 2 no hipocampo. Os a7 nAChRs foram encontrados nas células
piramidais (py) de CA3 e células polimérficas do giro denteado (PoDG). Ja as
subunidades 32 nao foram separadas com relacdo as camadas ou tipo celulares do

hipocampo, pois realizamos um ensaio com o homogenato do hipocampo como um

’Ingram DK. Age-related decline in physical activity: generalization to nonhumans. Med Sci
Sports Exerc. 2000;32:1623-9.
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todo. Também avaliamos as duas principais enzimas desse sistema, a responsavel
pela sintese e pela degradacéo da acetilcolina, ChAT e AChE respectivamente.

Os receptores colinérgicos nicotinicos a7 modulam as fungdes cognitivas,
visto que sao proteinas essenciais para a transmissdo sinaptica (Arias, 1997,
Clementi et al., 2000). Devido as evidéncias de participacdo desses receptores nos
processos de memoria, resolvemos investigar a densidade dos mesmos ao longo do
envelhecimento e estabelecer possiveis relacbes com o0s resultados
comportamentais observados.

Tribollet et al. (2004) compararam a distribuicdo de subtipos de receptores
nicotinicos no envelhecimento, embora tenham restringido suas analises as fases
extremas do ciclo de vida dos ratos, como: fase embrionaria, adulta (2 meses de
idade) e “meia-idade” (20 meses, segundo os autores) utilizando a técnica de
radioautografia. Uma das conclusdes desse estudo foi: “A expresséo de receptores
nicotinicos neuronais esta inalterada em animais de meia idade, sugerindo que, em
ratos, esses receptores ndo desempenham um papel importante no processo do
envelhecimento” (tradugdo nossa, p.405).

Os autores propuseram analises ao longo do envelhecimento, embora para
iIsso tenham apenas considerado idades praticamente extremas no ciclo de vida da
espécie em estudo, no caso 2 e 20 meses. Nessas idades ha intenso anabolismo e
catabolismo celular, respectivamente, o que pode ter contribuido para essa
conclusdo. Além disso, ndo foram feitas analises em idades intermediérias as
descritas, 0 que seria necessario para caracterizar um estudo ao longo do
envelhecimento (Coleman et al., 2004).

No presente estudo, também, n&o houve diferenca na densidade dos
receptores nicotinicos nos extremos etarios estudados, porém em idades
intermediarias a distribuicdo foi significativamente diferente. Houve um aumento
significativo de a7 AChRs em py CA3 nos animais de 18 e 22 meses comparado aos
de 12 meses, assim como o aumento da densidade de receptores em PoDG no
grupo com 22 meses.

Essas areas, onde observamos marcacdo para esses receptores, sdo areas
importantes para o aprendizado de novas associacdes e, também, para a formacéo
e a evocacdo da memoria. Marcacdes positivas para a7 AChRs nas mesmas areas
cerebrais também foram apresentadas por Tribollet et al. (2004). O giro denteado é

uma estrutura fundamental nesses processos mnemaonicos, uma vez que o cortex
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entorrinal e o septo medial destinam, quase, integralmente, suas proje¢cdes para as
camadas molecular (MoDG) e polimérfica (PoDG) do giro denteado, respectivamente
(Amaral et al., 2007).

Essas proje¢cfes excitatorias, em MoDG, atingem, principalmente, dendritos
das células granulares e, também, interneurdnios. O circuito continua até as células
piramidais de CA 3, via conexdes das células musgosas, principais tipos celulares
de PoDG. Os neurdnios de CA 3 fazem conexdes com células de CA 1, as quais
projetam-se através do subiculum para camadas mais profundas do cértex entorrinal
(Amaral et al., 2007; Kesner, 2007; Martinez-Cabanal, 2013). Essas células
musgosas, juntamente com os interneurbnios GABAEérgicos, exercem um controle
local da excitabilidade das células granulares (Frazier et al., 2003). Estudos com
microscopia eletrdnica mostraram que projecdes colinérgicas formam sinapses
convencionais tanto com as células musgosas quanto com os interneurdnios (Deller
et al., 2003).

A funcdo modulatéria desses receptores a7 pode estar atrelada a estimulacéo
dos interneurdnios GABAérgicos, sendo que a ativacao desses receptores permite o
influxo de calcio ap6s a membrana ser despolarizada (Alkondon et al., 1997;
Freedman et al., 1993; Wanaverbercq et al., 2007; Zago et al., 2006). Dessa forma,
um aumento na densidade desses receptores poderia estar relacionado a
estimulacdo GABAEérgica, provocando, assim, o déficit observado nos animais mais
velhos.

Por outro lado, esse aumento dos a7 nAChRs mencionado acima nos animais
com 18 e 22 meses poderia ser uma estratégia de plasticidade do sistema
colinérgico, uma vez que uma superexpressao de receptores poderia manter o
comportamento de memadria ou minimizar seus déficits, por meio da manutencéo e
melhora do LTP nas células glutamatérgicas excitatérias (Baraldi et al., 2013; Marchi
et al., 2002; Viel et al., 2012). No envelhecimento, ha modificacbes estruturais e
essas podem estar relacionadas a diminuicdo de neurdnios glutamatérgicos, ou
mesmo de corpos celulares colinérgicos cerebrais e outros marcadores colinérgicos,
0S quais sdo essenciais para a MLD.

Analisamos, também, a subunidade de receptores nicotinicos 2. Ao longo do
envelhecimento n&o observamos aumento ou diminuicdo dessa subunidade. Esse
resultado vai ao encontro dos dados disponiveis em literatura, uma vez que essas

subunidades, presentes nos dendritos dos interneurdénios hipocampais, atingem seu
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maior nivel durante as primeiras duas semanas de vida e depois hd uma
estabilizacdo durante a vida adulta (Zhang et al.,, 1998). Nao foram localizados
estudos que abordassem essa subunidade no hipocampo de ratos mais velhos,
embora a perda especifica dos receptores nicotinicos a4f32 tenha sido observada no
cortex temporal de pacientes com doenga de Alzheimer (Warpman, Nordberg, 1995°
apud Marchi et al., 2002).

Com relacdo as enzimas, nao observamos diferenca estatistica na
densidade de ChAT nas células de py CA 1-2, py CA 3, GrDG e PoDG. Assim,
concluimos que, no hipocampo, a sintese de acetilcolina ndo se apresenta alterada
com o envelhecimento dos ratos. Na literatura, encontramos trabalhos mostrando
gue a atividade da ChAT diminui com o envelhecimento nas regides do estriado e do
cortex (Zambrzycka et al., 2002). Estudo de suplementacdo de ChAT em ratos de
15-16 meses mostraram que houve uma melhora na evocagdo da memoria, assim
um aumento na sintese de acetilcolina pode ser efetivo na modulacédo dos processos
de memodria (Fu et al., 2005).

O papel da AChE como uma enzima catalitica € bem conhecido (Taylor,
Radic, 1994), mas, além disso, a AChE est& envolvida na proliferacéo, diferenciacéo
e funcionamento de diversas células. Varios estudos compararam os niveis de AChE
e de ChAT em diversas estruturas cerebrais e 0s autores constataram que em
regides sem projecdes colinérgicas e baixos niveis de ChAT havia um alto nivel de
AChE, sinalizando que a participacdo da AChE né&o se restringe a degradacédo da
ACh na fenda sinaptica. Fazem mencéo, também, a estudos que correlacionaram a
deposicao de placas beta amiloides com niveis aumentados da AChE, essas placas
estdo associadas a doenca de Alzheimer em seres humanos (Grisaru et al., 1999).

A densidade da AChE n&o se apresentou alterada com o envelhecimento,
embora ao observarmos o grafico percebemos uma curva em U e, provavelmente,
se aumentarmos 0 numero de amostras uma diferenca estatistica possa ser
observada. O aumento de AChE nas idades mais avancada daria subsidios para
explicar o déficit de MLD, pois uma menor disponibilidade de ACh nas fendas
sinpticas estimularia menos a transmissao das informac¢des e, consequentemente,

a evocacao da memoria. Além das possiveis relacdes da AChE com a deposicéo de

® Warpman U, Nordberg A. Epibatidine and ABT 418 reveal selective losses of alpha4beta2
nicotinic receptors in Alzheimer brains. Neuroreport. 1995;6:2419-23.
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beta amiloide nos animais mais velhos. O mesmo aumento nas idades mais jovens

poderia ser relacionado ao intenso anabolismo observado nessas idades.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A manutencdo da memodria para o individuo e para as sociedades é
indispensavel para construgdo da histéria e da identidade, além de ser uma
estratégia que possibilita a evolucdo das espécies, garantindo assim, a
sobrevivéncia.

As modificagBes cognitivas fisiologicas sé@o inerentes ao processo do
envelhecimento. Nessa pesquisa, observamos, em animais com 18 e 22 meses de
idade, um déficit na MLD e aumento significativo da densidade de a7 AChRs no
hipocampo, nas células piramidais de CA 3 e nas células polimorficas do giro
denteado (PoDG) em comparagdo aos animais de 12 meses. Ndo observamos
diferenga significativa nos outros marcadores colinérgicos avaliados: subunidade (2
dos receptores nicotinicos; colina acetiltransferase (ChAT) e acetilcolinesterase
(AChE).

Diante desses resultados, podemos sugerir dois possiveis mecanismos para
explicar a redugdo na evocagdo da MLD dos animais de 18 e 22 meses
acompanhada do aumento na densidade de a 7 AChRs no hipocampo: 1) uma
estratégia adaptativa do envelhecimento (plasticidade colinérgica), a fim de
minimizar as perdas morfofuncionais decorrentes desse processo, uma vez que
esses receptores modulariam o sistema excitatério glutamatérgico ou 2) uma
modulacdo nos interneurénios GABAérgicos desencadeando, assim, uma inibicdo
no processamento da informagé&o e o declinio observado da memodria.

Isto posto, essas analises contribuem para o entendimento da participacéo do
sistema colinérgico nos processos de memoéria de medo, além de fornecer dados
gue abordam diferentes fases do ciclo de vida dos ratos, privilegiando assim, o
processo de envelhecimento na sua integralidade.

Outros estudos podem contribuir para essa caracterizacdo colinérgica, como
a ampliacdo das éareas cerebrais estudadas: amigdala (importante area para a
formacdo da memodria de medo) e cértex pré-frontal (area associativa e mobilizada
na evocacao da memodria). Avaliacdes de marcadores de vesiculas de acetilcolina
(VAChT) e, também, marcadores do transportador de acetilcolina dependente de
sédio (ChT) podem ser interessantes como possiveis alvos farmacéuticos. Além
disso, colocalizagbes entre receptores nicotinicos e marcadores do sistema

GABAEérgico e/ou glutamatérgico contribuiriam para o entendimento da modulagéo



55

colinérgica ao longo do envelhecimento, especificamente, nas células polimoérficas

do giro denteado.
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ANEXO - Protocolo de neutralizaco e inativagdo do DAB®

Embora o hipoclorito seja comumente usado em muitos laboratérios como um
procedimento de neutralizacdo, ele ndo € efetivo na remocdo das propriedades
mutagénicas do DAB. No entanto, o procedimento utilizando permanganato de

potassio e acido sulfurico € um efetivo neutralizador do componente téxico.

1) Misture quantidades da solugdo de DAB tetrahidrocloreto desidratado em
agua e quantidades de DAB base livre em 0,1 M de acido cloridrico, de modo que a
concentracdo de DAB ndo exceda 0,9 mg/mL. Dilua as solu¢gdes com o mesmo
tampao se necessario, mas a concentracdo da solucdo ndo deve exceder 0,9
mg/mL.

2) Para cada 10 mL da solucédo, adicione 5 mL de 0,2 M de solucédo de
permanganato de potassio (31,6 g de KMnO, por litro de solucdo com agua) e 5 mL
de 2 M de solucéo de acido sulfarico (112 mL H,SO,4 concentrado por litro solucao
com agua).

3) Deixe essa mistura em repouso por, no minimo, 10 horas.

4) Para confirmar se a solucéo foi neutralizada, confira o pH. Esse deve estar

entre 6 e 9. Descarte a solugcédo na pia com grande quantidade de agua.

®> Protocols Online. Current and new protocols for life science research. [Internet]. Available
from: http://protocolsonline.com/recipes/stock-solutions/neutralization-of-dab/ (traducéo e
adaptacdo nossa)



