JULIEN BRAGA CALAIS CORREIA PINTO

A expresséao de genes relacionados a
plasticidade sinaptica durante o sono REM
apos exposicdo a um ambiente enriquecido

Dissertacéo apresentada ao Instituto de
Psicologia da Universidade de Séo
Paulo para a obtencdo de titulo de
Mestre em Neurociéncias e
Comportamento

Orientador: Prof. Dr. Koichi Sameshima
Co-orientadora: Dr®. Elida Paula
Benquique Ojopi

Sao Paulo
2009



AUTORIZO A REPRODUGCAO E DIVULGACAO TOTAL OU PARCIAL DESTE
TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA FINS
DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.

Catalogacéo na publicacdo
Biblioteca Dante Moreira Leite
Instituto de Psicologia da Universidade de S&o Paulo

Pinto, Julien Braga Calais Correia.

A expressdo de genes relacionados a plasticidade sinaptica
durante 0 sono REM apds exposicdo a um ambiente enriquecido /
Julien Braga Calais Correia Pinto; orientador Koichi Sameshima. --
Sdo Paulo, 2009.

102 p.

Dissertacdo (Mestrado — Programa de Pds-Graduacdo em
Psicologia. Area de Concentracio: Neurociéncias e Comportamento) —
Instituto de Psicologia da Universidade de S&o Paulo.

1. Memoria 2. Aprendizagem 3. Sono 4. Expressao génica 5.
Plasticidade neuronal I. Titulo.

BF371




FOLHA DE APROVACAO

Julien Braga Calais Correia Pinto

A expressdo de genes relacionados a plasticidade sinaptica durante o sono REM
apos exposicao a um ambiente enriquecido

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Psicologia da Universidade
de S&o Paulo para a obtencéo de titulo de Mestre em Neurociéncias e
Comportamento

Aprovada em:
Banca Examinadora

Prof. Dr. Instituicéo
Julgamento Assinatura
Prof. Dr. Instituicéo
Julgamento Assinatura
Prof. Dr. Instituicao
Julgamento Assinatura




DEDICATORIA

Dedico este trabalho

A minha noiva Elizabeth com amor e gratiddo por sua compreenséo, carinho, presenca e ajuda

indispensavel durante a elaboracéo deste trabalho.

Ao meu pai Luiz André e a minha mae Nelia Cristina pelo carinho e amor nutrido a mim, pelos
ensinamentos e pelo incentivo emocional (e financeiro) que fizeram com que eu alcangasse 0s meus

objetivos.

Aos meus avos Constantino (in memoriam) e Francisco (in memoriam) e as minhas avos Nadir e
Maria (Minininha) por sempre terem me incentivado e pela sabedoria e alegria que me passaram

ao longo de todos esses anos.

Aos meus irmdos Lander, Wyller e André Luiz pela amizade, carinho e apoio em todos 0s

momentos.
A0s meus tios e tias pelos conselhos e licBes que ajudaram a moldar a minha personalidade.

Ao0s meus primos e primas pela amizade e companheirismo desde a infancia que induziram algumas

de minhas melhores memorias.

Ao meu sogro Chen e @ minha sogra Margarida por terem me aceitado em sua familia e pelo apoio

durante a confeccao desse trabalho.
Ao Luiz Fernando pela sua alegria e carinho.

Aos amigos do CEB e da Bio 37 pela companhia agradabilissima.



AGRADECIMENTOS

Agradeco

Ao prof. Dr. Koichi Sameshima pelo incentivo, apoio, confianga e ensinamentos que foram
fundamentais para o desenvolvimento do meu raciocinio cientifico e constru¢do de habilidades

profissionais essenciais para 0 meu crescimento académico.

A Dr? Elida Paula Benquique Ojopi pelo apoio, atengdo, estimulo e orientagdo valorosos que
certamente foram cruciais para que eu ganhasse maturidade pessoal e profissional e tornaram os

momentos dedicados a esse trabalho muito mais agradaveis.

Ao prof. Dr. Sidarta Ribeiro pelo ensino, superviséo e, principalmente, incentivo em momentos

decisivos para 0 sucesso dessa empreitada.
Ao Sérgio Arthuro Rolim pela ajuda nos experimentos durante e apds o horéario comercial.

Ao grupo de eletrofisiologia do Laboratorio “Cesar Timo-laria” Dr. Edgard Morya, Eduardo
Schenberg, Luiz Lana, Dr. Daniel Takahashi, Ana Carolina Bione Kunicki, Rafael Proenca,
Carlos Stein, Taisa Miranda, Marina Faveri e Birajara Machado pelas discussdes instigantes,
pela ajuda no desenvolvimento do trabalho (e no preenchimento dos milhares de formularios da
FINEP) e por terem tornado o tempo que passei no laboratorio muito mais agradavel.

Ao grupo de genética do Laboratdrio de Neurociéncias (LIM 27) Maria Carolina Athié, Giselle
Izzo, Carolina do Prado, Dr. Fabio Mury, Barbara Nogueira, Dra. Camila Teixeira, Heloisa
Madller e Carolina Almeida pela excelente convivéncia, companheirismo e pelo auxilio (e ensino)

das técnicas empregadas nesse projeto.

A prof®. Dr?, Sara Joyce Shammah Lagnado e a Carolina Jaqueta pela ajuda na definigo das

regides a serem analisadas e pelo ensino das técnicas de dissecacao.

A Dr? Angela Cristina do Valle e sua aluna Gabriela Matos pela ajuda no aperfeicoamento dos

eletrodos e da cirurgia de implante.
Ao Bruno Brito e a Gabriela Fujisaka pela ajuda no processamento dos encéfalos para histologia.

Ao Hindiael Belchior e ao Hao Zhang pela ajuda no estagiamento do sono.



Ao prof. Dr. Luiz Roberto Britto e a prof®. Dr®. Débora Hipdlide pelas valorosas discussoes que

melhoram o trabalho.

A todos os membros das bancas de qualificacdo e defesa.

A todos os membros da AASDAP e do laboratorio “Cesar Timo-Iaria”.
A todos 0os membros do Laboratério de Neurociéncias (Lim-27).

Ao Instituto de Psicologia da Universidade de S&o Paulo pela oportunidade de realizacdo do

curso de mestrado.

Ao Instituto de Psiquiatria da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo ao pela

disponibilizacdo da infra-estrutura necesséria ao desenvolvimento desse trabalho.

Ao Instituto de Ensino e Pesquisa do Hospital Sirio Libanés pela disponibilizacdo da infra-

estrutura necessaria ao desenvolvimento desse projeto.

A Associacio Alberto Santos Dummont para Apoio a Pesquisa (AASDAP) pela

disponibilizagéo da infra-estrutura necessaria ao desenvolvimento desse projeto.

A Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP), pela concessio da bolsa
de estudos (processo 2006/05436-8) e auxilio financeiro (processo 2007/07366-0) para o

desenvolvimento desse projeto

A Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP), pela concessio de auxilio financeiro (convénio
referéncia FINEP n°. 2629/06, contrato n°. 01.06.1092.00) que possibilitou o desenvolvimento desse
trabalho.

A todos aqueles que contribuiram direta ou indiretamente para o desenvolvimento desse trabalho.



To doubt everything or to believe everything are two
equally convenient truths; both dispense with the necessity
of reflection.

Henri Poincaré



RESUMO

Pinto, J.B.C.C. A expressdo de genes relacionados a plasticidade sinaptica
durante o sono REM apds exposicdo a um ambiente enriquecido. 2009. 103 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de Psicologia — Neurociéncias e Comportamento,

Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2009.

Diversas evidéncias demonstram que as diferentes fases do sono agem de maneira complementar e
diferencial na consolidacdo de memorias. No entanto os mecanismos celulares e moleculares dessa
relacdo néo estdo estabelecidos. Foi postulado que a melhor maneira para se entender como 0 sono
facilita o aprendizado é contrastando evidéncias experimentais obtidas em presenca ou auséncia de
informacdo adquirida recentemente; e que a plasticidade sindptica dependente de atividade é o
melhor correlato celular para o aprendizado e memoria. Portanto, analisamos a expressao dos genes
relacionados a plasticidade sinéptica Arc, Bdnf, Camk4, Crebl, Egrl, Egr2, Fos, Nrdal, Ppp2ca e
Ppp2r2d durante o sono de ratos adultos expostos ou ndo a um ambiente enriquecido. Nove dos 10
genes avaliados (Arc, Bdnf, Crebl, Egrl, Egr2, Fos, Nrdal, Ppp2ca e Ppp2r2d) mostraram
aumento da expressao apos a exposicdo. A expressdo de Bdnf no hipocampo estava aumentada
durante os estagios marcados pela dessincronizagdo da atividade elétrica do cérebro (vigilia e sono
REM) sugerindo que Bdnf poderia ser um marcador da homeostase do sono. Pela primeira vez
demonstramos que exposicdo ao ambiente enriquecido promoveu aumento na expressdo de genes
(Ppp2r2d, Ppp2r2ca) que codificam para a proteina fosfatase 2A (PP2A). Dado o papel dessa
proteina na plasticidade sindptica dependente de atividade sugerimos que esse evento seja
importante para as modificagdes na morfologia e atividade neuronal observados apds a exposicao a
um ambiente enriquecido. Por fim, o nosso trabalho mostra que ocorre a reinducdo de genes
relacionados a potencializacdo sinaptica durante SREM (Egrl, Fos). E, pela primeira vez,
demonstrou-se que um gene que codifica para uma proteina relacionada a depressao da atividade
sinaptica também esta reinduzido (Ppp2r2d) no hipocampo. Esses resultados reforcam a
necessidade de uma reativacdo na atividade cerebral durante o sono e, pela primeira vez, mostram-
se evidéncias experimentais que a potencializacdo e depressdo da plasticidade sinaptica ocorrem

concomitantemente durante o sono.

Palavras-chave: MEMORIA; APRENDIZAGEM; SONO; EXPRESSAO GENICA;
PLASTICIDADE NEURONAL.



ABSTRACT

Pinto, J.B.C.C. Expression of synaptic plasticity-related genes during REM sleep
following novelty exposure. 2009. 103 f. Dissertation (Master’s degree) — Instituto de
Psicologia — Neurociéncias e Comportamento, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo,
2009.

Independent lines of evidence show differential and complementary roles of slow wave sleep and
REM sleep in memory consolidation. However molecular and cellular mechanisms governing this
relation are not known. It was suggested that comparison of experimental evidences obtained in
presence or absence of recently acquired information is necessary to investigate sleep-dependent
memory consolidation. It is well known that the activity-dependent synaptic plasticity is the best
cellular and molecular correlate of learning and memory. Therefore we carried out experiments
analyzing expression of synaptic plasticity-related genes (Arc, Bdnf, Camk4, Crebl, Egrl, Egr2,
Fos, Nrdal, Ppp2ca e Ppp2r2d) during sleep in adult rats exposed or not to a novel experience.
Expression of nine out of 10 analyzed genes (Arc, Bdnf, Crebl, Egrl, Egr2, Fos, Nrdal, Ppp2ca e
Ppp2r2d) was increased following novelty exposure. Bdnf expression was increased in
hippocampus during vigilance states marked by desynchronized brain electrical activity (waking
and REM sleep). Hence, suggesting that Bdnf has a role as a homeostatic marker of sleep need.
Here, we showed for the first time that exposure to novelty induces expression of protein
phosphatase 2A (PP2A) coding genes (Ppp2r2d, Ppp2r2ca) in the hippocampus. Given PP2A role
in activity dependant synaptic activity and its association to cytoskeleton proteins this could account
for changes in neural activity and morphology observed after exposure to novelty. Finally, we found
reinduction of synaptic potentiation related genes during REM sleep (Egrl, Fos). Furthermore, we
also found reinduction of Ppp2r2d, which is related to synaptic depression. These results suggest the
need for neural circuit reactivation during sleep and, for the first time, we provide experimental

evidences that the synaptic potentiation and depression occur concurrently during sleep.

Keywords: MEMORY; LEARNING; SLEEP, GENE EXPRESSION; NEURONAL
PLASTICITY.
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1. Introducéo

1.1. Sono

Atualmente, acredita-se que todos os vertebrados terrestres exibam algum comportamento
semelhante ao sono, como diminuicdo ou cessacdo dos movimentos, postura caracteristica,
diminuicdo da reatividade a estimulos externos, organizacao circadiana, facil e imediata reversao ao
estado de vigilia (VG) e capacidade auto-regulatoria (TOBLER, 1995; LESKU et al., 2006; ROTH
et al., 2006; VASSALLLI; DIJK, 2009). Similarmente, comportamentos semelhantes ao sono foram
descritos em cetaceos e invertebrados (RAMON et al., 2004; GANGULY-FITZGERALD;
DONLEA; SHAW, 2006; SIEGEL, 2008; VASSALLI; DUK, 2009). Além disso, existem
evidéncias de que alguns protistas, dinoflagelados, cianobactérias e euglenozoa apresentem ciclo
circadiano (SIEGEL, 2008). Por fim, de uma maneira ainda controversa, Rector et al.(2009)
sugerem que comportamentos semelhantes ao sono emergem de qualquer rede neural viavel. Essas
evidéncias indicam que o sono e o ciclo circadiano devem ter um componente ancestral conservado.
Como a necessidade de sono varia de maneira espécie-especifica, € possivel que alteracdes na
fisiologia dos animais ao longo do curso evolutivo tenham adicionado fung¢des ao sono (SIEGEL,
2008; VASSALLI; DK, 2009).

Além da presenca ubiqua de estados semelhantes ao sono ao longo da escala evolutiva (TOBLER,
1995; SIEGEL et al., 1999; SIEGEL, 2005; LESKU et al., 2006; ROTH et al., 2006), sua
importancia também é demonstrada pelo rebote de sono ocorrido apos a privagéo total de sono, ou o
rebote de sono de ondas lentas (SOL) ou sono REM (SREM) ap6s a privacdo seletiva desses
estagios. Sabe-se que ratos morrem apos 2-3 semanas de privacdo completa de sono e que ratos
privados somente de SREM sobrevivem duas a trés vezes mais que aqueles com privagéo total
(RECHTSCHAFFEN, 1998). A contribuicdo do sono para a saide mental humana também foi
estabelecida em estudos epidemioldgicos de grande escala a respeito do sono normal e estudos
clinicos documentando os efeitos adversos das doencas relacionadas ao sono (VASSALLI; DK,
2009). Por outro lado, a privagdo de sono foi utilizada com sucesso como tratamento para a
Depressdo Maior e Transtorno Bipolar (BUNNEY; POTKIN, 2008).
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1.2. Sono: estagios e regulacéo

Até meados do século XX, pensava-se que 0 sono fosse um processo passivo no qual atividade
cerebral estava muito reduzida ou ausente e que ocorria devido a diminuicdo das informaces
provenientes dos diversos sistemas sensoriais (HOBSON, 2005). Esta hip6tese a respeito do sono
CoOmo um evento passivo, comegou a ser alterado pelos trabalhos de von Ecomono em pacientes
com encefalite letargica. Von Ecomono (1930) evidenciou que regies do mesencéfalo e diencéfalo
eram responsaveis pela regulacdo do sono e da vigilia. Esses dados foram confirmados
posteriormente por Moruzzi e Magun (1949) ao demonstrarem que a dessincronizacao cortical em
gatos era mediada por uma via ascendente que se iniciava na ponte e ia até a formacéo reticular

mesencefalica’.

A caracterizacdo dos diferentes estagios de sono sO0 foi possivel com o advento da
eletroencefalografia. Berger (1929) registrou pela primeira vez a presencga do ritmo delta e de fusos
durante o estado caracterizado posteriormente como SOL. No entanto, foi o trabalho de Loomis,
Harvey e Hobart (1937) que pioneiramente descreveu os padrdes eletroencefalograficos durante o
sono em humanos. Em 1953, a dessincronizacéo cortical foi relatada como um fenémeno natural e
ciclico durante o sono, sendo estabelecida como uma fase especifica em que era tambeém comum a
ocorréncia de movimentos oculares rdpidos caracterizando assim o SREM (ASERINSKY;
KLEITMAN, 1953).

1.2.1. O sono do rato

Apesar de 0s estagios do sono estarem bem descritos para diversos animais, nos ateremos ao rato, 0
nosso modelo de experimentacdo. Os ratos apresentam um sono polifasico predominantemente
diurno, ou seja, com Varios ciclos distribuidos entre o dia e a noite. O ciclo sono-vigilia do rato pode
ser divido em sete estdgios: exploracdo ativa (EA), vigilia passiva (VP), movimentacao
estereotipada das vibrissas (MV), fusos (F), sono de ondas lentas (SOL), sono intermediério (SI) e
sono REM (SREM) (TIMO-IARIA et al., 1970; GOTTESMANN, 1996; FANSELOW,;
NICOLELIS, 1999; RIBEIRO et al., 2002).

No estado EA, o animal apresenta um comportamento exploratério, por meio de locomogdo e/ou

farejamento, com um potencial de campo local (PCL) cortical de baixa amplitude e ondas teta (5-9

Z Para revisdo, veja SAPER, SCAMMELL e LU (2005).
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Hz) e gama (30-55 Hz) proeminentes (TIMO-IARIA et al., 1970), além da presenga de ondas teta
no PCL hipocampal (RIBEIRO et al., 2002). Em VP, o animal fica imével ou engajado em
comportamentos automaticos e estereotipados (alimentagdo, ingestdo hidrica e movimentos de
limpeza corporal). Apresenta PCL cortical e hipocampal de baixa amplitude e atividades gama e teta
relativamente altas, porém menores do que durante EA (TIMO-IARIA et al., 1970; RIBEIRO et al.,
2002). No estado de MV, o animal fica desperto e imdvel, com os olhos semi-abertos e as vibrissas
apresentam movimentos ritmicos e estereotipados nas mesmas frequéncias das oscilagdes cortico-
talamicas (7-12 Hz) (FANSELOW; NICOLELIS, 1999). As oscilagdes hipocampais se tornam
varidveis sem a presenga de ritmo teta (RIBEIRO et al., 2002).

Em F e SOL, o animal permanece imdvel, com os olhos fechados, e com movimentos respiratorios
lentos e regulares. O estagio F se caracteriza pela presenca de fusos do sono (10-14 Hz) com
auséncia ou baixa presenca de ondas delta (1-4 Hz) no PCL cortical. Com o passar do tempo as
ondas deltas tornam-se predominantes no cortex, apesar de fusos isolados ainda serem observados,
sendo esse estado caracterizado como SOL (TIMO-IARIA et al., 1970). Nesses estagios, verifica-se
um aumento na amplitude do PCL hipocampal e aumento progressivo das ondas lentas a medida
que se aproxima do SOL (RIBEIRO et al., 2002). O sono intermediario (SI) é caracterizado pela
presenca concomitante de fusos corticais e ondas teta hipocampais e usualmente tem duragdo ente
1-55 (GOTTESMANN, 1996).

No estdgio SREM, o rato apresenta atonia axial, mas podem ser observados movimentos
intermitentes das orelhas, vibrissas e membros, com PCL cortical e hipocampal de baixa amplitude
e ondas gama e teta intensas. O PCL observado no SREM € mais sincronizado e apresenta maior
amplitude que durante a VG (TIMO-IARIA et al., 1970; FANSELOW,; NICOLELIS, 1999;
RIBEIRO et al., 2002).

Neste trabalho agruparemos os estagios descritos acima em trés fases: vigilia (VG) correspondente
aos estados EA, VP e MV; sono de ondas lentas (SOL) correspondente aos estados F, SOL e SI; e
sono REM (SREM).

1.2.2. Aregulacéo do ciclo sono-vigilia

Os modelos de regulagdo do sono sugerem a presenca de dois mecanismos: um circadiano e outro

de controle homeostatico (BORBELY, 1982). Dessa maneira, a distribui¢do do sono ao longo de 24
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horas seria fortemente regulada pelo ritmo circadiano enquanto o processo homeostéatico controlaria

a necessidade de sono.

Acredita-se que a regulacdo homeostatica se dé por alguma substancia ou estrutura que acumule a
“necessidade de sono” durante a VG prolongada e que descarregue essa necessidade durante o sono
(SAPER; SCAMMELL; LU, 2005). Foi proposto que a adenosina fosse o acumulador da
necessidade de sono. Essa hipGtese é sustentada pela observacdo de que a injecdo de adenosina ou
agonistas dos receptores A; no prosencéfalo basal de gatos promove a necessidade de sono e 0s
niveis de adenosina aumentam em algumas regides do encéfalo, incluindo o prosencéfalo basal,
durante VG prolongada (BARRIGA-IBARS et al., 2005). Entretanto, existem evidéncias que 0s
niveis de adenosina também sejam regulados pelo ciclo circadiano (BEERSMA; GORDIIN, 2007).
O ritmo circadiano tem como ‘reldgio principal’ 0 nlcleo supraquiasmético (NSQ) (SAPER et al.,
2005). Os neurbnios no NSQ disparam em um ciclo de 24 horas governado por uma alca
trancricional-traducional, que persiste mesmo que 0s neurdnios estejam dissociados em cultura
(REPPERT; WEAVER, 2002). A perda do NSQ resulta na perda dos ritmos circadianos de um
grande numero de comportamentos e processos fisioldgicos, caso 0s animais nao tenham acesso a
outros estimulos de temporizacdo (SAPER et al., 2005). A luz é o principal zeitgeber para a
sincronizagdo do oscilador circadiano principal. No entanto, sabe-se hoje que existem outros
processos que sdo autonomamente ritmicos. Esses osciladores periféricos ndo apenas respondem ao
NSQ, mas também a outros zeitgeibers, especificos para a funcdo do 6rgdo em consideragao
(BEERSMA; GORDIJN, 2007).

Os dois processos sdo gerados independentemente, porém sua interacdo determina o tempo, duracéo
e a qualidade tanto do sono quanto da VG (FRANKEN; DIJK, 2009). Contudo, foi demonstrado
que proteinas como Period 1 (Perl) e Period 2 (Per2)*, que estdo no niicleo da regulacéo circadiana,
tém papel na regulacdo homeostatica do sono, sugerindo que esses processos estdo relacionados
(FRANKEN; DIJK, 2009).

1.3. Funcdbes do sono

A funcdo primordial do sono nos seres vivos ainda ndo esta estabelecida. Porém, suas fungdes

putativas tém sido extensivamente pesquisadas e muitas das definicGes sobre o sono estdo

® As nomenclaturas e abreviacdes de genes e proteinas nesse trabalho seguem o proposto pelos International
Committee on Standardized Genetic Nomenclature for Mice e Rat Genome and Nomenclature Committee
(2009).
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relacionadas a fungdes atribuidas a ele (VASSALLI; DIJK, 2009). Dentre as fungdes que ja foram
atribuidas ao sono, encontram-se a modulacdo do sistema imune (BARRIGA-IBARS et al., 2005;
LESKU et al., 2006), conservacdo da energia metabdlica e termorregulacdo (BEUCKMANN,;
YANAGISAWA, 2002), maturacdo neural, saide mental (GREENE; SIEGEL, 2004) e,
principalmente, atuacdo em processos cognitivos e plasticidade sindptica (CARTWRIGHT, 2004,
RIBEIRO; NICOLELIS, 2004; BORN; RASCH; GAIS, 2006; TONONI; CIRELLI, 2006).

1.4. Sono, aprendizado e plasticidade sinaptica

1.4.1. Plasticidade sinaptica dependente de atividade

O mecanismo celular mais aceito para 0 armazenamento de memorias é a plasticidade sinaptica
dependente de atividade. Essa conjectura foi postulada por Hebb (1949) ao afirmar que a rede neural
teria propriedades relacionadas ao aprendizado apenas se as entradas que contribuissem mais
significativamente para o aumento da ativacdo dos neurnios pos-sindpticos fossem “refor¢adas”,
enquanto as outras “enfraquecidas”. Em prepara¢des experimentais, as sinapses podem ser tanto
potencializadas quanto deprimidas, dependendo do padréo de estimulagdo da atividade neuronal ou
de tratamentos quimicos (BENINGTON; FRANK, 2003).

Em um modelo prototipico, a potencializacéo de longa duracéo (LTP) é induzida no hipocampo por
protocolos de estimulacdo tetanica de alta frequéncia (até 100 Hz) ou por um protocolo de
pareamento (uma estimulacdo de baixa frequéncia aferente € pareada com despolarizacdo pos-
sinaptica) (BENINGTON; FRANK, 2003; LYNCH, 2004; MALENKA; BEAR, 2004). A inducéao
da LTP (Figura 1A) ocorre pela liberagdo de glutamato pelo neurdnio pré-sindptico e,
simultaneamente, despolarizacdo do neurbnio pds-sindptico ativando o receptor N-metil D-aspartato
(NMDA), que acarreta em influxo de Ca”*. O aumento de Ca" intracelular ativa a proteina quinase
Il dependente de Ca®*/Calmodulina (CAMK2, também conhecida como CaMKII) por
autofosforilacdo. A ativagdo da CAMK?2 fosforila o receptor a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol-
propionato (AMPA) de glutamato e, via alteracBes no citoesqueleto, leva a um aumento na
reciclagem do receptor. Conjuntamente, esses eventos promovem a expressao da LTP por um
aumento da condutancia dos receptores AMPA (LYNCH, 2004; MALENKA; BEAR, 2004).
Outras proteinas quinases também foram implicadas nas cascatas de fosforilagdo associadas a LTP,
incluindo a proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK), fosfatidil inositol 3 quinase (PI3

quinase), tirosinas quinases, proteina quinase C (PKC), proteina quinase A (PKA) e proteina
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quinase IV dependente de Ca®*/calmodulina (CAMK4, também conhecida como CaMKIV)
(DAVIS, S. et al., 2000; BENINGTON; FRANK, 2003; LYNCH, 2004; MALENKA; BEAR,
2004). A manutencdo da LTP (LYNCH, 2004) depende de sintese protéica e de transcricdo génica
(MALENKA; BEAR, 2004). O aumento na transcricdo se da pela fosforilacdo de fatores de
transcricdo como a proteina ligante ao elemento responsivo ao cAMP (CREB) que ativam a
maquinaria de transcricdo. O RNA mensageiro (mRNA) é traduzido gerando novos fatores de
transcricdo (p. ex. FOS*, EGR1°, NR4A1°) ou proteinas efetoras (p. ex. subunidades de receptores
AMPA, proteinas ligadas ao citoesqueleto). Isso torna possivel a promogdo de mudancas de longa
duracdo no tamanho, forma e nimero de sinapses (BENINGTON; FRANK, 2003; MALENKA,;
BEAR, 2004).

A depressao de longa duracdo (LTD) é comumente induzida experimentalmente por protocolos de
estimulacdo por baixa frequéncia (0,5-5 Hz) com maior nimero de estimulos (p. ex. 900). A
condicdo necessaria para induzir LTD é a ativacdo de uma dada sinapse sem a geracdo de potenciais
de acdo (BENINGTON; FRANK, 2003). Duas classes principais de LTD foram identificadas, uma
dependente da ativacdo de receptores NMDA (Figura 1) e outra dependente de receptores
metabotropicos de glutamato (mGLU) (WINDER; SWEATT, 2001). Ambas as formas sdo
dependentes de aumento de Ca®* intracelular; entretanto a magnitude desse aumento é menor que o
necessério para a geracéo da LTP (PI; LISMAN, 2008). Niveis menores de Ca?* intracelular ativam
as proteinas fosfatases 1 (PP1) e 2A (PP2A) ao invés de proteinas quinases (WINDER; SWEATT,
2001; PI; LISMAN, 2008). Como resultado, ocorre uma inibicdo de proteinas quinases (PKA,
PKC) (THIELS et al., 2000), produzindo uma resposta molecular equivalentemente complexa a
LTP, porém na diregdo oposta. As alteracdes incluem a diminui¢do da conduténcia dos receptores
AMPA por desfosforilagio e internalizagdo do receptor (BENINGTON; FRANK, 2003). E
CONsenso que é necessaria a sintese protéica para a manutencdo da LTD. Por outro lado, o papel da
transcricdo nesse processo ainda é controverso (MALENKA; BEAR, 2004; LINDECKE et al.,
2006). Os mecanismos de plasticidade sinaptica estdo descritos mais detalhadamente em
sinapses glutamatérgicas no hipocampo (MALENKA; BEAR, 2004). Contudo, esses processos
podem ser encontrados em outras regides, como neocortex e cerebelo, e mediados por outros tipos
de receptores como receptor de canabinoide 1 (CBL1), receptor de serotonina 3C (5-HTsc), receptor
opidide Mu (MOPr) e receptor muscarinico M; (LYNCH, 2004; MALENKA; BEAR, 2004).

* Veja a sesséo 1.4.3.7.
> Veja a sesséo 1.4.3.5.
® Veja a sessdo 1.4.3.8.
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Figura 1 - Mecanismos gerais para a inducdo e manutencdo da (A) Potencializacdo de Longa
Duracgéo (LTP) e (B) Depresséo de Longa Duracéo (LTD). (A) O mecanismo prototipico para indugéo
da LTP ocorre via ativacdo de receptores NMDA, que promovem um aumento nos niveis de ions
célcio (Ca®") mtracelular O aumento nos niveis de Ca®* leva a ativacdo da proteina quinase
dependente de Ca”/calmodulina I (CAMK2). A CAMK?2 fosforila os receptores AMPA e recruta novos
receptores para sinapse via alteragbes no citoesqueleto. Essas altera¢cdes geram um aumento na
condutancia dos receptores AMPA e, consequentemente, um aumento nos potenciais excitatorios
pos-sinapticos (EPSPs). A ativacdo de CAMK2 também promove a ativacdo de outras quinases e
sistemas de segundos mensageiros. Estes, por sua vez, ativam fatores de transcricdo que elevam o
nivel da transcricdo e traducdo de novas proteinas efetoras e fatores de transcricdo. A inducdo da
transcrigéo e traducdo de novas proteinas causa altera¢gfes de longa duracgdo na atividade neuronal e
é responsavel pela manutencéo da LTP. (B) A LTD também é induzida por um aumento nos niveis de
ca® mtracelular entretanto esses niveis sdo menores que 0s observados na LTP. Os niveis menores
de Ca®* causam a ativagdo de proteinas fosfatases, em especial, da proteina fosfatase 2A (PP2A). A
ativacao da fosfatase promove a internalizacéo e desfosforilacdo dos receptores AMPA diminuindo a
condutancia da membrana e os EPSPs. E consenso que a manutencdo da LTD necessita de
traducdo de novas proteinas; no entanto ainda existem divergéncias sobre o papel da transcricao
nova nesse processo.

1.4.2. Aprendizado, memoéria e sono

A primeira evidéncia cientifica de que o sono exercia influéncia sobre o aprendizado foi observada
em 1924, quando se verificou o efeito positivo do sono na retencdo de informacdo verbal em
comparacdo ao igual tempo de VG (JENKINS; DALLENBACH, 1924). No entanto, apenas na
década de 70, a ciéncia comecou a reconhecer o papel do sono na consolidacédo das memorias. Os
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efeitos deletérios da privacdo de sono no aprendizado tanto antes (YOO et al., 2007) quanto apds a
tarefa (KARNI et al., 1994; SMITH; ROSE, 1996; STICKGOLD et al., 2000b; WALKER et al.,
2002) estao entre as principais observagdes que sustentam essa visdo. A diminuicdo do desempenho
cognitivo ndo é observada apenas ap6s a restricdo total de sono, mas em situagdes nas quais 0s
individuos limitam o total de sono diario para até 4 horas por duas semanas (VAN DONGEN et al.,
2003).

Os efeitos deletérios de um periodo prolongado de VG na cogni¢do sdo cumulativos e diretamente
proporcionais ao periodo de privagdo. Esses efeitos diminuem durante um periodo de sono, mas ndo
durante 0 mesmo periodo de descanso acordado. Portanto, a fadiga muscular causada por exercicio
extenuante, assim como a sensacao subjetiva de sonoléncia podem ser revertidos apds um descanso
de poucas horas; entretanto, o desempenho cognitivo retorna para o nivel basal apenas apds um
cochilo ou uma noite completa de sono (ROGERS; DORRIAN; DINGES, 2003; CIRELLI, 2005).
Os efeitos cognitivos do sono sao encontrados nos diversos dominios modais, incluindo os sistemas
visual (KARNI et al., 1994; SMITH; ROSE, 1996; STICKGOLD et al., 2001; YOO et al., 2007),
auditivo (GAAB et al., 2004) e motor (KURIYAMA,; STICKGOLD; WALKER, 2004).

A privacéo seletiva de um dos estagios de sono, ou até especifica a uma janela temporal dentro de
um estagio, pode inibir a consolidacdo de memérias (SMITH; BUTLER, 1982; SMITH; ROSE,
1996), indicando que exista mais de uma Unica fase para a consolidacdo de memérias durante o
sono (STICKGOLD et al., 2000b; FOGEL; SMITH; COTE, 2007). Nessa dire¢éo, o SOL tem sido
relatado como importante para a consolidacéo de tarefas motoras (WALKER et al., 2002; HUBER
et al., 2004; NISHIDA; WALKER, 2007), verbais e dependentes do hipocampo (MARSHALL et
al., 2006); o SREM ¢ implicado em tarefas de procedimento que envolvam regras e estratégia
(FOGEL et al., 2007), episddicas de contetdo emocional (HU; STYLOS-ALLAN; WALKER,
2006) e independentes do hipocampo (FU et al., 2007); e tanto 0 SOL quanto o0 SREM tém sido
associados com a consolidacéo de tarefas visuais (KARNI et al., 1994; STICKGOLD; JAMES;
HOBSON, 2000a; WAGNER et al., 2007). Em linha com essa visao, a inducdo de ondas lentas via
aplicagdo de potenciais oscilatorios transcranianos durante o SOL na primeira parte da noite
seletivamente melhora a desempenho em uma tarefa declarativa verbal dependente do hipocampo,
mas ndo em uma tarefa de procedimento ou tarefa declarativa ndo-verbal (MARSHALL et al.,
2006). No entanto, existem evidéncias indicando que essa divisdo € muito simplificada
(SCHABUS, 2009). Fogel et al. (2007) observaram que uma tarefa de reconhecimento de palavras
(declarativa verbal) promove aumento da poténcia na banda teta durante SREM, sugerindo o papel

do SREM na aquisicdo dessa tarefa. Uma teoria paralela sugere que a complexidade da tarefa
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motora define se SOL ou SREM seriam necessarios para a consolidacdo de memorias (SCHABUS,
20009).

Foi demonstrado que mediante a apresentacdo de um odor durante o aprendizado de uma tarefa
dependente do hipocampo ocorre um aumento na retencdo da tarefa apds re-exposicdo ao odor
durante 0 SOL (RASCH et al., 2007). Conjuntamente, a re-exposi¢ao ao odor promove um aumento
na atividade hipocampal durante o SOL (RASCH et al., 2007). Esse fenbmeno sugere que

informacao nova pode ser associada durante o SOL, auxiliando no processamento de informacdes.

Outro aspecto que sugere o efeito do sono na plasticidade é a predominancia do SOL e, em
particular, do SREM observada logo apds o nascimento e nos primeiros anos de vida. Assim, 0
tempo de sono é maximo, a0 mesmo tempo em que a plasticidade € maxima no sistema nervoso
(VASSALLLI; DIJK, 2009). Nesse sentido, a plasticidade na dominéncia ocular durante o periodo
critico em gatos € aumentada pelo sono e esse efeito depende da potencializacdo sinaptica (FRANK;
ISSA; STRYKER, 2001; ATON et al., 2009).

Hennevin et al. (1995) investigaram a capacidade de o cérebro codificar e consolidar
memorias durante 0 SREM, por meio de estimulagdo direta. Seus resultados indicam que tanto a
consolidacdo do aprendizado quanto a formacdo de novas associagdes podem ser mediadas pela
formacéo reticular pontina (FRP) durante o sono. Além disso, uma correlagdo positiva significativa
entre 0 aumento na densidade de ondas ponto-geniculo-occipitais (PGO) geradas pela FRP durante
0 SREM pos-treino e a melhora subsequente no desempenho da tarefa foi demonstrada (DATTA,
2000).

Uma hipotese central no trabalho de diversos pesquisadores € que a consolidacdo de memorias
durante o sono se baseia na reativacdo de redes neuronais implicadas na codificacdo de informacéo
durante a VG (BORN et al., 2006). Nessa linha, Pavlides e Wilson (1989) mostraram que atividade
de place cells no hipocampo durante a VG pode influenciar a atividade durante o sono subsequente.
Sendo assim, um aumento na atividade de uma célula apos a exposi¢do do animal ao place field
correspondente aquela célula aumenta a sua atividade durante o SOL e 0 SREM, mas ndo durante as
VG subsequentes. Posteriormente, foi demonstrado que essa reativagdo ndo se restringia a redes
neuronais no hipocampo, mas também ocorria na circuitaria do cortex cerebral, estriado, putamen e
talamo (PAVLIDES; WINSON, 1989; MCNAUGHTON et al., 1994; QIN et al., 1997,
RIBEIRO et al., 1999; MAQUET et al., 2000; LOUIE; WILSON, 2001; RIBEIRO et al.,

2004b). Similarmente, experiéncias relevantes durante o periodo de VG resultam em ativacdo
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cerebral em humanos durante o sono subsequente, tanto durante o SOL (RASCH et al., 2007)
quanto SREM (MAQUET et al., 2000). Acredita-se que essa reativacdo que ocorre entre regiGes
corticais e hipocampais poderia proporcionar um meio de transferéncia das representacGes de
memoria das redes hipocampais para as redes corticais, 0 que eventualmente levaria ao

armazenamento permanente no cortex (BORN et al., 2006).

1.4.3. Alteragdes na transcricao e traducao durante o sono

Estudos em coelhos mostraram uma correlacdo positiva entre a sintese de RNA em fracdes
nucleares purificadas de neur6nios neocorticais e a sincronizacao do eletroencefalograma (EEG)
durante 0 sono (GIUDITTA; RUTIGLIANO; VITALE-NEUGEBAUER, 1980). De maneira
semelhante, a sintese de DNA estava negativamente correlacionada a quantidade de SREM em
ratos que ndo aprenderam uma tarefa de esquiva (GIUDITTA et al., 1985). No entanto, esse
resultado ndo foi replicado em trabalhos posteriores do mesmo grupo, apesar da associacéo entre
alguns parametros de sono e o metabolismo do DNA ter sido demonstrada (AMBROSINI et al.,
1988).

Um aumento na taxa de sintese protéica foi observado em cérebros de ratos, correlacionado a
ocorréncia de SOL, mas ndo ao estado desperto ou SREM. Essa correlagdo ocorria no cérebro como
um todo e em algumas regides discretas (RAMM; SMITH, 1990). Esses dados também foram
demonstrados na maioria das regides cerebrais de macacos Rhesus (NAKANISHI et al., 1997). Em
relacdo ao SREM, Bobillier et al. (1971) relataram que a privacdo de SREM n&o provocou alteracdo
na sintese de proteinas in vitro. Por outro lado, Shapiro e Girdwood (SHAPIRO; GIRDWOOD,

1981) mostraram uma pequena queda na sintese de proteinas in vivo, principalmente no cerebelo.

Trabalhos mais recentes utilizaram técnicas modernas de biologia molecular para descrever o papel
do sono na sintese de substancias envolvidas com a plasticidade sinaptica. A seguir, as informacdes
referentes a expressdo de alguns genes e proteinas relacionados a plasticidade e a sua regulacdo ao

longo do sono serdo detalhadas.

1.4.3.1. ARC

A proteina associada ao citoesqueleto regulada por atividade (ARC) é expressa em neurdnios que
passaram por modificacbes na estrutura e fungdo (STEWARD et al., 1998; TZINGOUNIS;

NICOLL, 2006). ARC tem um papel importante na modificacdo das sinapses ativadas, por meio de
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interagOes com receptores AMPA, com a CAMK2 e com a actina (TZINGOUNIS; NICOLL, 2006;
BRAMHAM et al., 2008). O mRNA de Arc acumula-se seletivamente proximo as sinapses
ativadas, onde é traduzido localmente (STEWARD et al., 1998; TZINGOUNIS; NICOLL, 2006;
BRAMHAM et al., 2008). Além disso, ARC se localiza na camada molecular do giro denteado
(STEWARD et al., 1998; TZINGOUNIS; NICOLL, 2006; BRAMHAM et al., 2008) e sua
expressdo € modulada por exposicdo a um ambiente enriquecido (RIBEIRO et al., 2007), tarefa
comportamental (DATTA,; LI; AUERBACH, 2008) e por inducdo de LTP na via perforante do giro
denteado in vivo (RIBEIRO et al., 2002). Por isso, 0 gene Arc é utilizado como marcador de
atividade neuronal (GUZOWSKI, 2002).

Trabalhos utilizando privacdo de sono sugerem que a expressdo de mRNA e proteina ARC é maior
durante a VG em rela¢do ao mesmo periodo de sono (CIRELLI; TONONI, 2000a; b; TAISHI et al.,
2001; CIRELLI; GUTIERREZ; TONONI, 2004; TERAO et al., 2006; TERAO et al., 2008). Estes
trabalhos também sugerem um efeito circadiano na expressdo de Arc, pois os niveis do gene séo
maiores quando a privacdo de sono € realizada a noite (HUBER; TONONI; CIRELLI, 2007). Na
mesma direcdo, a expressdo de Arc esta reduzida ap6s indugdo de SOL e SREM pelo tratamento
com prostaglandina D, (PGD;) ou CGS21680, um agonista do receptor de adenosina Az, (TERAO
etal., 2008).

Por outro lado, evidéncias indicam que a expressdo de Arc durante o sono depende das experiéncias
vividas pelo animal durante a VG precedente. Datta et al. (ULLOOR; DATTA, 2005; DATTA et
al., 2008) demonstraram gue o treinamento em esquiva ativa de duas vias durante a VG aumenta a
expressdao de ARC (mRNA e proteina) no hipocampo e amigdala durante o SREM. Esse efeito é
mediado pelo centro gerador de ondas PGO (DATTA et al., 2008). Na mesma diregdo, a expressao
de Arc é reinduzida no cortex durante 0 SREM apds a exposi¢cdo a um ambiente enriquecido
(RIBEIRO et al., 2004a; RIBEIRO et al., 2007), e ap6s a inducao de LTP na via perforante medial
do hipocampo de ratos (RIBEIRO et al., 2002).

1.4.3.2. BDNF

O fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) € amplamente expresso no cérebro, em particular
abundancia no hipocampo, amigdala e cerebelo, sendo expresso primariamente em neurdnios
glutamatérgicos (KUCZEWSKI et al., 2009). A secrecdo de BDNF é dependente do aumento na
concentracéo intracelular de Ca?" via canais NMDA, canais de Ca** dependentes de voltagem ou
depésitos intracelulares de Ca?* (KUCZEWSKI et al., 2009). O papel do BDNF na plasticidade

Introducao



Julien Braga Calais Correia Pinto Pagina | 32

sinaptica dependente de atividade ja foi amplamente descrito (KUCZEWSKI et al., 2009). Nessa
direcdo, padrdes de estimulacdo elétrica que geram LTP em sinapses glutamatérgicas induzem a
expressdao de BDNF (AICARDI et al., 2004). Neurdnios com aumento na expressdo de Bdnf
apresentam maior complexidade na &rvore dendritica em slices de hipocampo de ratos (WIRTH et
al., 2003).

Diversos grupos estudaram os efeitos da privagdo de sono na expressdo de Bdnf. A expressao de
Bdnf estd aumentada no hipocampo e cortex de ratos neonatos (HAIRSTON et al., 2004) e adultos
(CIRELLI; TONONI, 2000a; b; TAISHI et al., 2001; FUJIHARA et al., 2003; CIRELLI et al.,
2004; TERAO et al., 2006; HUBER et al., 2007) apds a privacdo de sono. O aumento de Bdnf
também foi observado durante o sono rebote no hipocampo de ratos neonatos (HAIRSTON et al.,
2004). No entanto, existem registros de reducdo de BDNF (proteina e mMRNA) ap0s privacdo de
sono de 8h e 48h (GUZMAN-MARIN et al., 2006).

O BDNF foi implicado na regulagdo da homeostase do sono (FARAGUNA et al., 2008). A favor
dessa hipotese, a administracdo intraventricular de BDNF aumenta a duracdo de SOL em ratos e
coelhos (KUSHIKATA,; FANG; KRUEGER, 1999) e poténcia na banda delta (DP — delta power)
durante o SOL. Além disso, a injecdo de anticorpos anti-BDNF acarreta no efeito oposto
(FARAGUNA et al., 2008). Por outro lado, um avango de 8h no ciclo claro-escuro aumenta
agudamente a expressdo da proteina BDNF no hipocampo (SEI et al., 2003), indicando que

expressao desse gene pode ser regulada também por um mecanismo circadiano.

Os efeitos do SREM na expressdéo de BDNF (mMRNA e proteina) sdo menos consistentes. A
administracdo intraventricular de BDNF aumenta a duracdo de SREM em coelhos, mas ndo em
ratos (KUSHIKATA et al., 1999). Por outro lado, a expressdo de Bdnf foi correlacionada a
expressdo de ondas PGO no SREM de ratos (ULLOOR; DATTA, 2005; DATTA et al., 2008) e a
expressao de BDNF foi positivamente correlacionada a duracdo do SREM no hipocampo, mas nao
no cortex de ratos (GUZMAN-MARIN et al., 2006).

1.4.3.3. CAMK4

A CAMKA4 ¢ expressa tanto no nucleo quanto no citoplasma de neurdnios de diversas regides
cerebrais, incluindo cortex, cerebelo e hipocampo (HO et al., 2000; FUKUSHIMA et al., 2008; LEE
et al., 2009). A CAMK4 ativa diversos fatores de transcricdo, incluindo CREB (BITO;
DEISSEROTH; TSIEN, 1996; FUKUSHIMA et al., 2008), o fator de transcri¢éo ativador 1 (ATF-
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1), os membros fator de resposta ao soro (SRF) e fator de crescimento do midcito 2D (MEF2D) da
familia MADS-box e a proteina ligada ao CREB (CBP) (HO et al., 2000). A CAMK4 também
fosforila e regula a funcdo de proteinas sinapticas, como a sinapsina 1 (SYN1) (OHMSTEDE;
JENSEN; SAHYOUN, 1989) e statmina 1 (STMN1) (MELANDER GRADIN et al., 1997). Essa
proteina foi implicada em varios aspectos da sinalizacio neuronal por Ca®, entre eles na
fosforilacdo de CREB em resposta a neurotransmissdo excitatoria (BITO et al., 1996), na producao
de resposta a fatores neurotroficos (FINKBEINER et al., 1997), e na plasticidade sinaptica (HO et
al., 2000). Ratos nocaute para Camk4 apresentaram déficits na manutencéo da LTP no hipocampo
(HO et al., 2000; KANG et al., 2001), assim como da LTD no cerebelo (HO et al., 2000). Além
disso, os animais também apresentavam déficits em memorias dependentes do hipocampo (KANG
et al., 2001). Similarmente, 0 aumento na Camk4 promove a formacdo de memdrias de longa
duracao dependentes do hipocampo e a LTP (FUKUSHIMA et al., 2008).

Em relacdo a possivel modulacdo durante o sono, Cirelli et al. (2004; 2005) observaram um

aumento na expressao de Camk4 durante o sono em comparacéo a VG.
1.4.3.4. CREB

As proteinas da familia CREB s&o fatores criticos em muitas fungdes no sistema nervoso, incluindo
neurogénese, sobrevida, desenvolvimento, diferenciacdo neuronal, assim como neuroprotecao,
crescimento e regeneragdo axonais, ritmos circadianos, plasticidade sindptica e formacdo de
memorias (ALBERINI, 2009).

CREB ¢, geralmente, expresso de maneira constitutiva e ativado via modificagdes pos-traducionais,
como fosforilagdo. A fosforilagdo de CREB pode ser causada por uma grande variedade de
processos de sinalizagdo, incluindo aumento de Ca®*, via ativac&o de canais dependentes de ligantes
ou voltagem (p. ex. receptores NMDA), por aumento de adenosina monofosfato ciclica (CAMP) via
ativacdo de receptores acoplados a proteinas G, ou ativacdo do receptor de tirosina quinase (RTK)
por fatores de crescimento (ALBERINI, 2009). O camundongo nocaute para as isoformas o ¢ A
apresentaram déficits na formacdo de memarias dependentes do hipocampo e amigdala e da LTP
(BOURTCHULADZE et al., 1994). A expressao do repressor transcricional de CREB (dCREB2b)
ou da forma dominante negativa de CREB bloqueia a formacdo de memorias de longa duragdo em
drostfilas (X1A et al., 2009).
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Alguns trabalhos demonstraram que o sono pode influenciar a expressdao de CREB. No entanto,
alguns trabalhos relataram aumento da expressao desse gene e/ou proteina durante o sono enguanto
outros relataram a diminuicdo. De um lado, foi observado que (1) a imunomarcacao para a forma
fosforilada de CREB (pCREB) se apresentava elevada no cértex cerebral de ratos privados de sono
(CIRELLI; TONONI, 2000a); (2) Crebl estava reduzido no hipotalamo e no cdrtex cerebral apos a
inducéo de SREM e SOL via tratamento com agonista do receptor Ay, (TERAO et al., 2008); e (3)
camundongos nocaute para as isoformas a ¢ A de CREB diminuiam o tempo em VG durante 0
inicio da fase ativa do animal (escuro) em comparacdo a camundongos selvagens (GRAVES et al.,
2003).

Por outro lado, (1) a expressdo de Crebl estava reduzida no hipocampo apds privagdo de sono
(GUZMAN-MARIN et al., 2006); (2) a expressao pCREB estava aumentada no hipocampo e na
amigdala, e correlacionada ao aumento na atividade das ondas PGO durante 0 SREM (ULLOOR;
DATTA, 2005; DATTA et al., 2008); e (3) a presenca da forma dominante negativa de CREB em
drosofila impedia 0 aumento no tempo de sono por estimulagdo durante a VG (GANGULY -
FITZGERALD et al., 2006).

1.4.3.5. EGR1

Duas espécies de proteinas de pesos moleculares de 82 e 88 kDa sdo codificadas pelo gene resposta
de crescimento inicial 1 (Egrl). Essas proteinas contém um dominio de ligacdo ao DNA altamente
conservado composto de trés motivos em dedos de zinco que reconhece o segmento de DNA
5’-GCGC/GGGGCG-30’ nos promotores dos genes alvo (KNAPSKA; KACZMAREK, 2004,
ALBERINI, 2009).

A elevacdo de Ca?" citosdlico via receptores glutamatérgicos (kainato, AMPA, NMDA) medeia a
inducdo de Egrl (CONDORELLI et al., 1994; GHOSH et al., 1994). Sgambato et al. (1998)
observaram que a ativacdo transiente da MAPK e da quinase regulada por sinal extracelular
(ERK) era responsavel pela inducdo de Egrl. Ademais, os fatores de transcricdo ELK1 e CREB
estavam fosforilados simultaneamente com a inducéo de Egrl (DAVIS, S. et al., 2000). A inducédo
de Egrl também depende da ativacdo da PKA e PKC (SIMPSON; MORRIS, 1995).

Egrl foi o primeiro gene descrito cuja expressdo estava consistentemente aumentada ap6s a inducdo
de LTP em ratos acordados (COLE et al., 1989). Camundongos nocautes para Egrl apresentam

déficits na formacdo de memorias de longa duracéo (JONES et al., 2001) e na manutencdo da LTP

Introducao



Julien Braga Calais Correia Pinto Pagina | 35

(BAUMGARTEL et al., 2008). Entretanto, camundongos com expressao elevada de Egrl no
prosencefalo apresentavam aumento na forca sinaptica (BAUMGARTEL et al., 2008). A expressdo
de Egrl esta aumentada durante a consolidacéo de diversas tarefas comportamentais, como esquiva
ativa de duas vias (DATTA et al., 2008), condicionamento de medo ao contexto (MALKANI;
ROSEN, 2000b), aversdo condicionada ao sabor (JONES et al., 2001), tarefas de discriminagdo
visual (TOKUYAMA et al., 2002) e exposi¢cdo a um ambiente enriquecido (PINAUD, 2004).

A expressao de Egrl é modulada pelo ritmo circadiano. Especificamente, a expresséo é aumentada
no hipocampo durante a fase clara e reduzida durante a fase escura em ratos (RONNBACK et al.,
2005). Alem disso, 0 aumento da expressdo de Egrl por exposicdo a um ambiente enriquecido é
mais intenso durante a fase escura (RONNBACK et al., 2005; HUBER et al., 2007).

Apos a privacdo de sono, foi observado um aumento na expressdo de Egrl no cortex, talamo,
hipotalamo e cerebelo de ratos e camundongos (O'HARA et al., 1993; CIRELLI; TONONI, 2000a;
b; CIRELLI et al., 2004; TERAO et al., 2006). No entanto, assim como sugerido para Arc, a
expressao de Egrl durante o sono € modulada pelas experiéncias prévias do animal durante a VG.
Corroborando essa afirmacgdo, Ribeiro et al. (1999; 2002; 2004a; 2007) demonstraram que a
expressao de Egrl € reinduzida durante o SREM apds a exposi¢do a um ambiente enriquecido no
hipocampo e cortex e apds a inducdo de LTP gerada por estimulacdo de alta freqiiéncia na via
perforante medial do hipocampo de ratos. Na mesma direcéo, foi demonstrado que a atividade das
ondas PGO durante 0 SREM sdo diretamente correlacionadas ao nivel de expressdo de Egrl no
hipocampo e amigdala (ULLOOR; DATTA, 2005; DATTA etal., 2008).

1.4.3.6. EGR2

A proteina resposta de crescimento inicial 2 (EGR2) murina apresenta 445 aminoacidos com trés
dominios em dedo de zinco e um peso molecular de 48 kDa. O sitio de ligacdo ao DNA especifico
para 0 EGR2 é o motivo 5’-GCGGGGGCGG-3’. A expressao de Egr2 é induzida pelo agonista
muscarinico pilocarpina no cortex, nucleo accumbens e hipocampo (HUGHES; DRAGUNOW,
1994), pelo antagonista gabaérgico bicuculina no cortex e amigdala, pela inibicdo de calcinerina
(PP2B) (LAM et al., 2009) e pela inativacdo do receptor Ay, no estriado (YU et al., 2005). Em
contraste, antagonistas mGIURS5 reduzem a expressao de Egr2 no cortex de ratos (GASS; OLIVE,
2008)
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Protocolos de estimulagdo que promovem aumento da expressdo de Egr2 no hipocampo também
melhoram a memoria espacial e induzem a LTP. Essa inducédo de Egr2 é inibida por antagonistas do
receptor NMDA (WORLEY et al., 1993). Sendo assim, Egr2 € considerado importante para a
manutencdo da LTP. Recentemente, DeSteno e Schmauss (2008) mostraram que a indugéo de Egr2
ocorre em areas do cortex pré-frontal medial de camundongos expostos a uma tarefa de mudanca de
atencdo (attention-set-shifting task), porém ndo em tarefa de memoria espacial. No entanto, a
inducdo de Egr2 ndo foi claramente observada em uma tarefa de condicionamento de medo ao
contexto (MALKANI; ROSEN, 2000b). Similarmente, camundongos nocaute para Egr2 em
neurdnios do prosencéfalo apresentavam melhora na aprendizagem de habilidades motoras no
rotarod e melhora no reconhecimento de objetos (POIRIER et al., 2007; POIRIER et al., 2008).

A expressdo de Egr2 é controlada pelo ritmo circadiano sendo, especificamente, reduzida durante a
fase escura e aumentada durante a fase clara no hipocampo em ratos (RONNBACK et al., 2005).
Cirelli et al. (2004) observaram que a expressao de Egr2 estava aumentada apds 8h de privacao de

sono por gentle handling.
1.4.3.7. FOS

FOS (oncogene osteosarcoma FBJ) é uma fosfoproteina nuclear, que se liga, principalmente, com
membros da familia de fatores de transcricdo JUN formando um heterodimero denominado proteina
ativadora 1 (AP-1). Esta, por sua vez, estimula a expressao de genes contendo a sequéncia consenso
para a AP-1 (5’-TGAG/CTCA-3’) e com menor afinidade a CRE. A proteina FOS contém 380
aminodcidos e pesa entre 55 e 62 kDa (HERDEGEN; LEAH, 1998; ALBERINI, 2009).

A expressao de Fos encontra-se aumentada no hipocampo de ratos e camundongos ap0s tarefas de
condicionamento apetitivo © em camundongos (HEURTEAUX et al., 1993; BERTAINA;
DESTRADE, 1995), esquiva ativa de duas vias (NIKOLAEV et al., 1992), discriminacao de odores
(HESS; LYNCH; GALL, 1995), labirinto radial (AMIN et al., 2006), labirinto aquético
(GUZOWSKI et al., 2001) e apos exposicdo a um ambiente enriquecido (HERDEGEN; LEAH,
1998). Ratos colocados em um campo aberto apresentam niveis elevados de Fos no cortex,
hipocampo e nucleos talamicos (HANDA; NUNLEY; BOLLNOW, 1993). Além disso, a repeticdo
de estimulos visuais ou auditivos ndo é efetiva para nova indugéo de FOS (HERDEGEN; LEAH,
1998).

" Food-reward conditioning.
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Protocolos de estimulagdo que promovem aumento da expressdo de Fos no hipocampo também
melhoram a memoria espacial e induzem a LTP (WORLEY et al., 1993). Nesse sentido, o
camundongo nocaute para Fos no sistema nervoso central apresenta déficits seletivos para
aprendizado dependente do hipocampo (espacial e medo ao contexto) e reducdo da magnitude da
LTP no hipocampo. Estudos farmacoldgicos nesse animal apontaram o envolvimento de Fos na via
do receptor NMDA (FLEISCHMANN et al., 2003). A injecdo de NMDA aumenta a expressao de
Fos no hipocampo e cortex in vivo e em neurbnios hipocampais e corticais em cultura (LEREA,;
MCNAMARA, 1993), e evoca a atividade de ligacdo ao DNA de AP-1 em extratos nucleares
(OGITA; YONEDA, 1994). A inducéo de Fos também é mediada por receptores AMPA, kainato e
mGLU de glutamato, receptores adrenérgicos alfa e beta, dopaminérgicos D1 e colinérgicos
nicotinicos e muscarinicos (HERDEGEN; LEAH, 1998).

A privacao de sono aumenta a expressao de Fos no hipocampo e cortex de camundongos neonatos e
também ¢é aumentada durante o sono rebote (HAIRSTON et al., 2004). Similarmente, a privacéo de
sono induz a expressao de Fos no cortex e hipocampo de ratos e camundongos adultos (O'HARA et
al., 1993; CIRELLI et al., 2004; TERAO et al., 2006). Em contrapartida, o0 camundongo nocaute
para Fos apresenta um aumento no tempo de VG e reducédo no tempo de SOL durante a fase clara
do dia. Paradoxalmente, foi observado um aumento da amplitude de baixas frequéncias (0,3-4Hz)
no EEG desse animal (SHIROMANI et al., 2000).

1.4.3.8. NR4Al

NR4AL (receptor nuclear subfamilia 4, grupo A, membro 1) é membro da subfamilia Nrda de
receptores nucleares e consiste de um dominio N-terminal de funcdo ativadora 1 (AF-1), dois
dominios centrais ligantes de DNA em dedos de zinco e um dominio de ligacdo a ligante na porcéo
C-terminal. A proteina se liga a0 DNA como um monémero ao motivo NBRE
(5’-AAAGGTCA-3") e funciona como ativador transcricional (POLS; BONTA; DE VRIES, 2007).

A expressdo de Nrdal ¢ induzida pelo aumento de Ca®* no soma (PINATO et al., 2009) e, em
cultura de neurbnios hipocampais, € dependente do receptor NMDA, mas ndo dos receptores
AMPA e kainato (BADING et al., 1995), da autofosforilacdo de CAMK?2 (PI; LISMAN, 2008) e da
ativacdo da calcineurina (PP2B) e de CREB (LAM et al., 2009). A expressdo de Nrdal e mediada
pelo fator complexo ternario (TCF) e por SRF ap6s a indugdo de LTP por meio de agonista
MGLUR (LINDECKE et al., 2006). A inibicdo de histona deacetilases promove um aumento na

expressao de Nr4al no hipocampo, melhora na LTP e na memdria de medo ao contexto (VECSEY
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et al., 2007). Estimulacéo de alta frequéncia promove aumento na expresséo de Nr4al, melhora na
memoéria espacial e inducdo de LTP (WORLEY et al., 1993). Pistas de contexto associadas a
comida palatavel elicitavam uma ativacdo motora condicionada e estavam associadas ao aumento
de expresséo de Nrdal em &reas corticolimbicas, talamicas e hipotalamicas (SCHILTZ et al., 2007).
Durante a consolidacéo e evocacdo de uma tarefa de condicionamento aversivo ao contexto, foi
relatado um aumento na expressdo de Nrd4al no hipocampo, amigdala e cortex (MALKANI;
ROSEN, 2000a; VON HERTZEN; GIESE, 2005). Apos a exposi¢do a um ambiente enriquecido
por 31h é observado um aumento na expressdo de Nr4al no hipocampo (RONNBACK et al.,
2005).

No NSQ de hamsters, foi observado que Nrdal é expresso de maneira circadiana, com maior
intensidade durante a noite subjetiva (LIN et al., 1997), sendo sua expressao induzida pela luz
apenas durante a noite subjetiva (LIN et al., 1997; MORRIS et al., 1998). Nrdal é expresso na
glandula pineal de ratos em uma base circadiana, com expresséo elevada a noite (HUMPHRIES et
al., 2004). Por outro lado, a privacéo de sono por exposi¢do a um ambiente enriquecido e/ou gentle
handling aumenta a expressdo de Nr4al no cortex e hipocampo de ratos e camundongos (O'HARA
etal., 1993; CIRELLI; TONONI, 2000b; CIRELLI et al., 2004; TERAO et al., 2006).

1.4.3.9. PP2A

A PP2A existe como um complexo constituido pela subunidade catalitica (subunidade C) de 36
kDa, subunidade estrutural (subunidade A) de 65 kDa e a possibilidade de presenca de subunidades
reguladoras (subunidades B). As subunidades A e C s&o expressas por uma ampla gama de tecidos e
tipos celulares, no entanto as subunidades B estdo expressas primariamente no encéfalo. Nesse
sentido, foi mostrada a presenga das subunidades Ba e B3 nas células piramidais da camada CA1 do

hipocampo (WINDER; SWEATT, 2001; NICHOLLS et al., 2008).

Apos aplicagdo de inibidores das PP1/PP2A, como caliculina ou microssistina, hd um rapido
aumento da transmissao sinaptica em slices de hipocampo (FIGUROV; BODDEKE; MULLER,
1993). A inibicdo de PP2A é detectada imediatamente apds a inducdo da LTP, persistindo por 60
minutos apds a inducao. Essa inibicdo é dependente do receptor NMDA e blogueada pela inibi¢do
da calmodulina (FUKUNAGA et al., 2000). Blogueio do receptor NMDA e inibicdo de PP2A
impedem a despotencializacdo e inibicdo da LTP causada por estimulacdo de baixa frequéncia no
hipocampo de porcos-da-india (O'DELL; KANDEL, 1994) e ratos (KLANN, 2002; WOO,;

NGUYEN, 2002). Em conjunto, esses resultados sugerem que a supressdo da atividade da PP2A
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pode ter um papel chave nos processos necessarios para a manutencdo de LTP. Essas observacdes
apontam para uma inibicao da fosfatase, como mecanismo de melhora da forca sinaptica, e levam a
hipétese de que uma inibicdo persistente da PP2A pode contribuir para a facilitacdo e manutencédo
da LTP (BELMEGUENAI; HANSEL, 2005).

Em contraste, diversos estudos demonstraram que PP2A esta envolvida na regulacdo da LTD
(BELMEGUENAI; HANSEL, 2005). A pré-incubacdo com inibidores de PP1/PP2A impede a
inducéo da LTD dependente de receptores NMDA em CA1 (THIELS et al., 2000; KANG-PARK et
al., 2003). Similarmente, a inducdo de LTD aumenta a atividade enzimatica de PP2A. Por fim, o
bloqueio da LTD ap06s estimulacdo impede o aumento na atividade da PP2A (THIELS et al., 1998).
O camundongo transgénico com inibicdo de PP2A apresenta déficits na formacao de LTD, mas ndo
na transmissao sinaptica basal e na LTP (NICHOLLS et al., 2008). Esses camundongos apresentam
déficits na adaptacdo a novas situagdes (NICHOLLS et al., 2008) e piora a formacdo de memoria
espacial (CHAO; MA; LEE, 2007). Sumarizando os dados acima, Pi e Lisman (2008) propuseram
um modelo no qual a PP2A, em conjunto com a CAMK?2, forma uma switch triestavel, que

determina a inducéo de LTP ou LTD, em resposta a um estimulo de Ca®* variavel.

Genes que codificam para a subunidade regulatéria de PP2A em drosofilas (twins - tws e widerborst
-wdb) apresentam atividade circadiana e estabilizam o complexo Period-Time em células S2. Alem
disso, manipulagdes nos niveis de expressdo de tws e wdb promovem alteracGes na expressao e
fosforilacdo de Per em neurdnios clock e nos ritmos bioldgicos (SATHYANARAYANAN et al.,
2004). Similarmente, RNAs de interferéncia para twins e wdb diminuem a expressédo de clock (CIk)
em células S2 de drosofila (KIM; EDERY, 2006). Por fim, Ganguly-Fitzgerald et al. (2006)
mostraram que drosoéfilas com mutaces em subunidades regulatérias da PP2A ndo apresentavam o

aumento de sono induzido por experiéncia prévia durante a VG observada em moscas selvagens.
1.4.3.10. Outros genes alterados

A expressao de outros genes relacionados a plasticidade sinaptica dependente de atividade também
€ modulada pelo sono. Nessa dire¢do, a privacdo de sono modifica a expressdo dos genes
relacionados a LTP Synl e da Camk2 no hipocampo (GUZMAN-MARIN et al., 2006). Existem
relatos de alteracbes na expressdo do gene homologo ao Homerl da drosofila (Homerl),
dependendo do periodo do dia no qual o animal foi privado de sono (NELSON et al., 2004;
MARET et al., 2007). A privagao de sono reduz numero de receptores NMDA (CHEN et al., 2006;
MCDERMOTT et al., 2006), o nivel da forma fosforilada da quinase regulada por sinal extracelular
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(PERK2) (GUAN; PENG; FANG, 2004) e a expressdo de cortactina (Cttn) induzida por
experiéncia nova no hipocampo (DAVIS, C. J. et al., 2006). Por fim, Cirelli, Gutierrez e Tononi
(2004) demonstraram que durante 0 SOno ocorre um aumento na expressao de genes que codificam
para a calcineurina (Ppp3rl), proteina de ligacdo ao FK506 12 (Frapl), receptor de inositol 1,4,5-
trifosfato tipo | (Itprl) e anfifisina 1l (Amphl), cujas proteinas estdo relacionadas a depressdo e

despotencializacéo sinéptica.
1.5. Duas teorias para a plasticidade sinaptica durante o sono

Atualmente, duas teorias estdo sendo discutidas em relacdo a como o0 sono promove a consolidagdo
de memodrias dependentes do hipocampo. Um assume que a consolidacdo de memorias envolve a
reativacdo das memorias recém-codificadas durante o SOL, promovendo um dialogo entre as
circuitarias talamica, cortical e hipocampal que eventualmente levaria a uma transferéncia das
representacdes para a circuitaria neocortical. Seguido por alteracdes estruturais durante 0 SREM
levando a um aumento na conectividade nas sinapses ativas e reduzindo a conectividade nas
sinapses inativas para que ocorra 0 armazenamento de memdrias de longa duracdo (RIBEIRO;
NICOLELIS, 2004; BORN et al., 2006).

Em favor dessa teoria, esta a observacdo da repeticdo de padrdes de ativacdo durante o sono de
circuitos que foram implicados na codificacdo das memorias durante a VG (PAVLIDES;
WINSON, 1989; RIBEIRO et al., 1999; MAQUET et al., 2000; RIBEIRO et al., 2004b; BORN et
al., 2006; RASCH et al., 2007). Nessa direcdo, a reativacao foi encontrada tanto em registros de um
Unico neurdnio quanto em registros de diversas unidades neuronais (BORN et al., 2006) assim
como na atividade de regides cerebrais em humanos por ressondncia magnética funcional
(MAQUET et al., 2000; RASCH et al., 2007). A hip6tese também é sustentada por experimentos
que associam a expressao de Egrl, Arc, Bdnf e pCREB ao SREM ap06s a exposicdo a um ambiente
enriquecido, treinamento em tarefa comportamental ou inducdo de LTP no hipocampo (RIBEIRO
et al., 1999; RIBEIRO et al., 2002; RIBEIRO et al., 2004a; SAHA; DATTA, 2005; ULLOOR,;
DATTA, 2005; RIBEIRO et al., 2007; DATTA et al., 2008).

A outra teoria assume que a melhora na memaria é uma consequéncia indireta de uma reducao
global na conectividade sinaptica induzida pela atividade oscilatoria lenta durante o SOL e um
aumento seletivo na forca das sinapses mais ativas durante a VG. Essas duas condi¢fes ocorreriam
em ciclo aumentando a razéo sinal ruido para informacédo recém-codificada (TONONI; CIRELLI,
2003; 2006).
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Essa teoria foi derivada das observagdes que genes relacionados a LTP como Arc, Egrl e Bdnf e a
forma fosforilada da proteina CREB estdo aumentados apds a privacdo de sono (CIRELLI;
TONONI, 2000a); que o aumento na densidade sinaptica induzido por aprendizado € evidente por
apenas algumas horas e, em seguida, retorna aos niveis basais (EYRE et al., 2003); e que as
atividades cognitivas, motoras e sensorias estdo frequentemente associadas a um aumento na taxa de
disparo neuronais (SJOSTROM; TURRIGIANO; NELSON, 2001). Por outro lado, eles
observaram que moléculas relacionadas a depressdo e despotencializacdo sinapticas estdo mais
expressas durante o sono (CIRELLI et al., 2004). Similarmente, foi observada a reducéo nos niveis
de neurotransmissores (acetilcolina, noradrenalina, serotonina e histamina) (TONONI; CIRELLI,
2006) e que o sono favorece a desfosforilacdo no encéfalo (CIRELLI; TONONI, 1998). No entanto,
deve ser salientado que a expressdo de genes relacionados a plasticidade ndo € totalmente perdida
durante 0 sono (NEUNER-JEHLE; RHYNER; BORBELY, 1995) e que a diferentes fases do sono
agem de maneira complementar e diferencial na consolidacdo de memorias (STICKGOLD et al.,
2000b; FOGEL et al., 2007; SCHABUS, 2009). Por fim, a melhor abordagem experimental para a
avaliacdo dos mecanismos pelos quais o sono facilita o aprendizado se da pela comparacéo de
variaveis neurais (p. ex. expressdo génica ou padrao de disparos neuronal) obtidas na presencga ou
auséncia de informac&o adquirida recentemente (GIUDITTA et al., 1995; RIBEIRO; NICOLELIS,
2004).
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2. Justificativa

A relacdo entre sono e aprendizado é comprovada por experimentos usando eletrofisiologia,
observacdo do comportamento e técnicas de imageamento cerebral (PAVLIDES; WINSON, 1989;
SMITH; ROSE, 1996; RASCH et al., 2007). Similarmente, a plasticidade sinaptica dependente de
atividade é o melhor correlato celular e molecular para o aprendizado e meméria (BENINGTON;
FRANK, 2003). A fim de elucidar os mecanismos pelos quais 0 sono interfere na consolidagdo de
memorias alguns grupos analisaram a expressao de genes relacionados a plasticidade sinaptica. No
entanto, a maioria desses trabalhos ndo distinguiu as fases do sono e/ou ndo comparou situagoes
ricas em informacéo a outras empobrecidas (CIRELLI; TONONI, 2000b; a; TAISHI et al., 2001;
CIRELLI et al., 2004; TERAO et al., 2006; TERAO et al., 2008). Esses experimentos acabaram por
levar a teorias contraditorias a respeito da funcdo do sono na meméria (TONONI; CIRELLLI, 2006),
e até mesmo a ressurreicdo de teorias sugerindo que sono e memoria ndo estdo relacionados
(VERTES; EASTMAN, 2000; SIEGEL, 2001). Portanto, € de grande importancia estudar a
alteracdo na expressdo de genes relacionados a plasticidade sindptica ao longo dos diferentes

estagios de sono e em condi¢des que favorecam a aquisicao de informacéo.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo principal analisar a expressdo de genes relacionados a
plasticidade sindptica ao longo do ciclo sono-vigilia de ratos expostos ou ndo a um ambiente

enriquecido.
3.2. Objetivos especificos

Mensurar a expressdao dos genes Arc, Bdnf, Camk4, Crebl, Egrl, Egr2, Fos, Nrdal, Ppp2ca,
Ppp2r2d em regides circunscritas do cortex somestésico e hipocampo de ratos durante a vigilia,

sono de ondas lentas e sono REM.

Analisar os efeitos da exposi¢do ao ambiente enriquecido, do estagio de sono e a intera¢do entre 0s

dois fatores na expressao dos genes medidos.

Avaliar a implicacédo dos achados no contexto das duas teorias sobre o eixo de formagdo de

memoria hipocampo-cortical
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4. Métodos

4.1. Determinacao dos controles endodgenos

4.1.1. Anélise do comportamento e coleta das regides encefalicas
4.1.1.1. Animais

Em um primeiro momento 14 ratos Wistar (Rattus norvegicus) adultos machos pesando entre 180 e
260 g, foram alocados em gaiolas individuais sob um ciclo de luz de 12/12 h - luzes acesas as
7h00min Comida e agua foram fornecidas ad libitum. Os animais foram divididos igualmente entre

0 grupo experimental e controle.
4.1.1.2. Aparato de experimenta¢cdo comportamental

A gaiola de experimentacdo é uma caixa de madeira revestida internamente com formica preta
medindo 40 cm de largura, 40 cm de comprimento e 50 cm de altura com teto aberto. O piso € feito
com uma grade metélica e, abaixo do piso existe um compartimento contendo maravalha para
facilitar a higienizacdo. Em uma das paredes ha uma abertura para o suprimento de agua. A racdo

foi colocada sobre a grade durante o procedimento de habituacdo (Figura 2A, B)

O enriquecimento do ambiente é feito pela introducdo de quatro objetos na gaiola de
experimentacdo (Figura 2C). O primeiro objeto é uma bola de plastico afixada a uma mola; o
segundo objeto é uma escova torcida para que os pelos tenham maior contato com o animal; o
terceiro objeto € um cano recoberto de tachinhas para gerar uma superficie pontiaguda; o ultimo
objeto é um cano de PVC com uma abertura do tamanho do focinho do animal e que possui cereais
acucarados no interior, que servem de recompensa ao animal. Todos 0s objetos sdo novos para 0s
sujeitos experimentais e desenhados de maneira a maximizar as diferencas de forma, textura e
significado comportamental. A Figura 2D mostra a disposicdo dos objetos que compdem o

ambiente enriquecido dentro da gaiola de experimenta¢do no momento da exposicao.
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Figura 2 - Aparato para experimentacdo comportamental. (A) Vista lateral e (B) vista superior da
gaiola de experimentacdo. (C) Quatro objetos que compdem o ambiente enriquecido. (D) Desenho
esquematico demonstrando a disposi¢do dos objetos dentro da gaiola de experimentacdo durante a
exposicdo ao ambiente enriquecido.

4.1.1.3. Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos igualmente entre os grupos controle e exposto. Os animais foram
habituados a caixa de atividade (3 h), seguido por uma exposicdo ao ambiente enriquecido por
20 min, e finalizado por 30 min sem interferéncia no ambiente experimental (grupo exposto). O
grupo controle foi mantido no ambiente experimental durante 3h50min sem interferéncia. Todos o0s
experimentos se realizaram entre 19h30min e OhOOMin em ambiente com auséncia de estimulos
luminosos e atenuacdo dos estimulos auditivos. Finda a sessdo experimental os animais foram

anestesiados com halotano e sacrificados por decapitagdo em guilhotina.
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4.1.1.4. Processamento do material

Os encéfalos foram retirados rapidamente do crénio e colocados em uma placa de Petri resfriada e
coberta com papel filtro umedecido com salina gelada. Areas circunscritas aos cortices somestésico
primario, visual primario e frontal foram coletadas (Figura 3A). Posteriormente, o restante do cortex
foi retirado e o hipocampo foi exposto (Figura 3B). O hipocampo dorsal foi dissecado e coletado,
deixando exposto o tdlamo que foi coletado em seguida. Por fim, as porcoes laterais do cerebelo
foram coletadas. As porgOes coletadas foram armazenadas em tubos cdnicos e congeladas

imediatamente em uma mistura de gelo seco pulverizado e etanol absoluto, e estocados a -80 °C.

Figura 3 - Regibes do encéfalo do rato dissecadas para andlise de expressédo génica por PCR em
tempo real. (A) Visado superior do encéfalo; as setas indicam as regides corticais dissecadas: branca —
coértex visual; azul — cortex somestésico; preta — cértex frontal. (B) Visdo superior do encéfalo apos a
retirada do cortex cerebral; as cabecas de seta evidenciam o hipocampo.

4.1.2. Expresséo génica
4.1.2.1. Extracdo do RNA e RT-PCR

Amostras de tecido pesando entre 8,4 e 24,2 g foram utilizadas para extracdo de RNA pelo método

do TRIzol® (Invitrogen), segundo as instrucdes do fabricante.

A solucéo contendo 1 pg de RNA, 0,5 pg de oligo(dT)15 (Invitrogen) em volume final de 5 uL foi
aquecida a 70 °C por 5 min, resfriada a 4 °C por 5 min e mantida em gelo. Na etapa subsequente,
foram adicionados 3 mM de MgCl,; 0,0625 mM de dNTP Mix; 1 x do ImProm-II reaction buffer
(Promega); 1 U ImProm Reverse Transcriptase (Promega) em volume final de 20 pL. Em seguida,
0 oligo(dT) anelou-se ao RNA a 25°C por 5 min. Posteriormente, a primeira fita foi estendida a
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42 °C por 60 min. Apds incubacdo a 70 °C por 15 min, a transcriptase reversa foi inativada pelo

calor. Finalmente o produto foi armazenado congelado a -20 °C.

4.1.2.2. Controle de qualidade

A pureza do RNA foi medida usando o Nanodrop Spectrophotometer (Thermo Scientific). A
integridade do RNA foi observada em gel de agarose 1% com 0,02 M de tiocianato de guanidina,
corado com brometo de etidio. Para excluir a possibilidade de contaminacdo por DNA gendmico
(gDNA) foi realizada uma PCR, utilizando oligonucleotideos (Integrated DNA Tecnologies) que
flanqueavam o intron 2 do gene da B-actina (Actb). Dessa maneira, o produto amplificado teria
194pb em caso de gDNA e de 107pb no caso de DNA complementar (cDNA). Os
oligonucleotideos utilizados foram senso 5-GTCTTCCCCTCCATCGTG-3’ e antissenso
5-AGGATGCCTCTCTTGCTCTG-3'. Para a reacdo, foram aplicados 1 x de tampéo para PCR;
0,125 mM de dNTP (Invitrogen), 1,25 mM de MgCl,, 0,25 uM de cada oligonucleotideo, 1 U de
Tag DNA polimerase (LGC Biotecnologia) e 0,5 uL de cDNA diluido 1:10. O volume final da
reacdo foi de 10 pL. As condiges de termociclagem consistiram de um passo a 94 °C por 3 min
seguido de 35 ciclos a 94 °C por 30 s, 56 °C por 20 s e 72 °C por 30 s e finalizados por um passo de
extensdo a 72 °C por 5min. A PCR foi verificada em um gel de poliacrilamida 8% corado com
nitrato de prata (amostras de cdrtex somestésico) e/ou agarose 1% corado com brometo de etidio

(amostras de cortex somestésico e hipocampo).

4.1.2.3. PCR em tempo real

A andlise foi feita em pools de trés ou quatro animais, segundo a regido e a exposi¢do ou nao ao
ambiente novo. As reacdes foram feitas em triplicata e foram testados quatro genes comumente
utilizados como controles enddgenos — microglobulina, beta 2 (B2m), glucuronidase, beta (Gusb),
proteina ribossomal L19 (Rpl19) e Actb via ensaios TagMan (Applied Biosystems). Em cada
reacdo, foram adicionados 1,5 uL de amostra diluida 5 ou 10 vezes; 0,75 pL de TagMan Assays
20 X (Applied Biosystems) e 7,5 UL de TagMan Master Mix (Applied Biosystems) em um volume
final de 15 pL. As reagdes foram realizadas no 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
No primeiro passo, a amostra foi aquecida a 50 °C por 2 minutos para ativagdo da uracil-N-
glicosilase (UNG). Em seguida a Tag Polimerase foi ativada a 95 °C por 10 minutos. O terceiro
passo consistiu de 40 ciclos de desnaturacéo a 95 °C por 15 s e amplificacdo/extensédo a 60 °C por 1

minuto. Os dados foram coletados durante o primeiro passo do estagio 3.
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A eficiéncia de cada reacdo foi determinada segundo o proposto por Ramarkers et al. (2003)
utilizando o programa LineRegPCR. A andlise dos resultados e sele¢cdo dos melhores controles
endogenos foi o programa Genorm (PrimerDesign), segundo descrito por Vandesompele et al.
(2002).

4.2. Expressao génica modulada por sono e ambiente

enriquecido

4.2.1. Comportamento, cirurgia e coleta
4.2.1.1. Animais

Quarenta e sete ratos Wistar (Rattus norvegicus) adultos machos, pesando entre 250 e 300 g no
momento da cirurgia, foram alocados em jaulas individuais sob um ciclo de luz de 12/12 h — luzes
acesas as 7h00min. Comida e &gua foram fornecidas ad libitum. Dos 47 animais submetidos ao
treinamento comportamental 30 foram selecionados para anélise da expressdo génica®. Os animais

selecionados foram divididos em seis grupos (n=5 por grupo).

4.2.1.2. Microeletrodos

Os microeletrodos bipolares foram confeccionados com fios de niquel-cromo de 180 um de
didmetro isolados com teflon (hipocampal) ou 160 um de diametro isolados com verniz (cortical).
Os eletrodos hipocampais foram justapostos com auxilio de uma cola de cianoacrilato e a ponta foi
cortada em bisel (Figura 4). A ponta dos eletrodos corticais foi curvada em torno de um tubo
plastico e o isolamento da superficie de contato foi retirado com auxilio de uma lamina de bisturi
(Figura 4). As superficies nuas de cada p6lo do eletrodo foram posicionadas a uma distancia entre
0,5 e 1 mm (nos sentido dorsoventral para os hipocampais e anteroposterior e mediolateral para os
corticais). Um fio de prata ou aco sem isolamento de 200um foi utilizado como terra. O fio terra e
os eletrodos foram previamente soldados aos pinos de um soquete fémea (Figura 4) que, por sua

vez, foi fixado ao cranio com cola de secagem rapida de cianoacrilato.

® Veja a secdo 4.2.1.7.
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Figura 4 - Eletrodos cortical e hipocampal fixados ao soquete. No detalhe aumento de 5 x das pontas
dos eletrodos cortical (a esquerda) e hipocampal (a direita). O fio terra também pode ser observado.

4.2.1.3. Cirurgia para implante de microeletrodos

Os animais foram pré-anestesiados com halotano e, posteriormente, com injecdo intramuscular de
cloridrato de cetamina (100 mg/kg), cloridrato de xilazina (4 mg/kg) e sulfato de atropina
(0,05 mg/kg). O nivel anestésico foi mantido com doses suplementares de 20% da dose inicial de

cloridrato de cetamina quando necessario.

O animal foi fixado ao aparelho estereotaxico por meio de barras de fixacdo auricular rombas para
evitar lesdo dos timpanos dos ratos. Foi realizada tricotomia, seguida de assepsia com alcool etilico
70% e lodopolvidona (Rioquimica). Em seguida, uma incisdo sagital foi feita e o cranio exposto. Os
sangramentos foram estancados por compresséo e limpos com solugdo salina. O bregma e lambda
foram alinhados. Trés parafusos soldados a fios de ago foram fixados ao cranio. Os parafusos davam
suporte ao soquete contendo o0s microeletrodos e serviam de terra para 0S registros
eletroscilograficos. Dois parafusos foram fixados ao 0sso interparietal e um ao osso frontal
esquerdo. Os microeletrodos para registro do potencial de campo local foram implantados
unilateralmente (hemisfério direito) segundo as coordenadas relativas ao bregma (em mm):
anteroposterior -3,0; mediolateral 1,5; dorsoventral 3,3 para o giro denteado do hipocampo, e
anteroposterior -3,0; mediolateral 5,8; dorsoventral 0,0 sobre o clrtex somestésico primario
(PAXINOS; WATSON, 1997).

O soquete contendo os eletrodos foi fixado ao aparelho estereotaxico e o eletrodo cortical foi
posicionado sobre o cortex e fixado com cola de cianoacrilato de secagem réapida. Posteriormente, 0
eletrodo subcortical foi posicionado sobre a superficie cortical, e, em seguida, perfurou a dura-
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mater. O eletrodo foi inserido no cérebro a uma velocidade constante de 2,5 um/s até atingir a
posicdo esperada. O eletrodo foi fixado com cola de secagem rapida. O fio terra aos parafusos de
fixacdo. O soquete foi fixado ao cranio com cola de secagem rapida de cianoacrilato. O animal foi
colocado em observacdo apds a cirurgia. Diclofenaco resinato 2 mg/kg foi administrado por
gavagem apds o despertar e diariamente (3-5 dias). Para auxiliar na cicatrizagdo o animal foi pré-
anestesiado com halotano e os ferimentos cirtrgicos foram limpos com solugdo salina e solucéo
diluida de clorexidina (0,5%). Em seguida, a pomada Fibrase (Laboratdrios Pfizer) foi administrada

no entorno da lesao.
4.2.1.4. Aparato de experimenta¢cdo comportamental

A gaiola de experimentacdo e o ambiente enriquecido (Figura 2) séo similares ao descrito no
experimento anterior’. A gaiola de experimentacdo era colocada na caixa de registro durante a
aquisicdo do PCL (Figura 5). A caixa de registro € uma caixa de madeira fechada, com revestimento
interno para diminuir o nivel de ruido e recoberta externamente com placas de cobre para
isolamento eletromagnético. A caixa de registro possui iluminacdo independente, vermelha ou

branca por meio de light emission diodes (LED) no teto.

;

Figura 5 - Sistema para registro do potencial de campo local (PCL) e do comportamento do animal. A
gaiola de experimentacdo era colocada dentro da caixa de registro. O PCL era amplificado e
digitalizado e em seguida enviado para um computador para andlise e armazenamento.
Simultaneamente o comportamento do animal era registrado por meio de uma cadmera CCd e
sincronizado ao PCL.

° Veja a secéo 4.1.1.2.
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O PCL foi adquirido e digitalizado a 300 Hz utilizando um Brain Net Bnt-36 (Lynx Tecnologia
Eletronica). O conversor analdgico-digital foi colocado dentro da gaiola (Figura 5) e era alimentado
por baterias para diminuir o ruido proveniente da rede elétrica. Filtros passa-baixa (0,1 Hz) e passa-
alta (100 Hz) anal6gicos foram usados no registro do PCL. Uma camera CCD foi utilizada para
monitorar o animal (Figura 5). Os registros neurais e de video foram sincronizados e adquiridos pelo

programa Video Gravac@es (EMSA Equipamentos Médicos).

4.2.1.5. Identificacdo dos estados de sono-vigilia

O animal era considerado em SREM, caso apresentasse postura caracteristica e cessacdo dos
movimentos, exceto por movimentos ciclicos das orelhas, vibrissas e membros. Os PCL cortical e
hipocampal deveriam apresentar baixa amplitude e ritmos teta evidentes (Figura 6A). Os ratos
foram considerados em SOL se permanecessem imdveis e com os olhos fechados. Em relagdo ao
PCL cortical e hipocampal, era necessaria a observacdo de um aumento na amplitude e a presenga
de ondas lentas (Figura 6B). Ratos que apresentavam as caracteristicas dos estagios EA, VP e MV

foram considerados em VG (Figura 6C).

Figura 6 - Caracteristicas comportamentais e padrao do PCL hipocampal e cortical em cada um dos
estados do ciclo sono vigilia. (A) Sono REM. (B) Sono de ondas lentas. (C) Vigilia durante a
explorac@o do ambiente enriquecido. HP: hipocampo, CX: cortex somestésico.
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4.2.1.6. Treinamento comportamental

Os animais foram manipulados por sete sessdes de 20 min ao longo dos quatro dias que precederam
a cirurgia (Figura 7A). Esse procedimento tinha o objetivo de diminuir a resposta de estresse ao
experimentador e ao ambiente. Ap6s 2-5 dias para recuperacdo pos-operatéria, 0s animais foram
transferidos para a gaiola de experimentacdo e mantidos no biotério por cinco dias. O PCL foi
registrado por uma hora do segundo ao quarto dias apds a alocagdo na gaiola de experimentacéo.
Antes desse procedimento o animal foi manipulado por cinco minutos. Os registros foram feitos
com a gaiola de experimentacdo dentro da caixa de registro. Apds o Ultimo registro, o animal foi
mantido ligado a um cabo de registro falso por 12 h (periodo noturno) a fim de reproduzir o longo
tempo ligado ao sistema de registro no dia do teste. Apds esse periodo, os animais foram mantidos
sem interferéncia no biotério até o dia do teste. Esses procedimentos tinham como objetivo
identificar os padrdes de sono, reduzir o estresse do animal ao experimentador e habituar os animais
as condicdes de registro minimizando a saliéncia dos estimulos provenientes do ambiente de
registro. Os animais foram submetidos a treinamento comportamental em pares e 0S grupos

experimentais foram aleatorizados.

Os grupos foram definidos por dois critérios: estagio de sono e exposi¢do ao ambiente enriquecido.
Com isso foram formados seis grupos: SREM controle (RC), SREM exposto (RE), SOL controle
(OC), SOL exposto (OE), VG controle (VC) e VG exposto (VE).

No dia do teste, apds 4 horas de habituacdo com registro (inicio entre 16 e 17 h), animais
pertencentes aos grupos RE, OE e VE foram expostos ao ambiente enriquecido por 20 min (Figura
7B). Posteriormente, os animais foram privados de sono por 1 h por meio de toques na caixa de
registro (gentle handling). Os grupos RE e OE foram sacrificados transcorridos 30 min desde o
primeiro episodio de SREM e SOL, respectivamente. O rato era incluido no grupo RE, se
permanecesse em SREM por um minimo de 90 s apds a privacdo de sono. Se o rato permanecesse
por pelo menos 5 min pos-privagdo de sono em SOL e ndo entrasse em SREM ele era agrupado
como OE. O grupo VE foi sacrificado imediatamente apds a privacdo de sono. Os grupos RC, OC e
VC seguem 0s protocolos descritos, respectivamente, para RE, OE e VE, sem a exposi¢cdo ao

ambiente enriquecido (Figura 7B).
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A Manipulagéo Cirurgia Habituacao ao registro
4 dias 5 dias
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Figura 7 - Desenho experimental utilizado para identificar as alteracbes na expressdo de genes
relacionados a plasticidade apds a exposicdo ao ambiente enriquecido. (A) Os animais foram
manipulados por quatro dias antes da cirurgia e, apds o periodo pos-cirirgico habituados as
condicdes de registro. (B) Foram formados 6 grupos. Todos os animais eram mantidos por 4 h no
ambiente de registro antes da exposicdo. Em seguida eram expostos ao ambiente enriquecido por
20 minutos (grupos expostos) e, entdo, privados de sono por 1 h. Os animais dos grupos de vigilia
(VG) eram sacrificados imediatamente apds a privacdo de sono enquanto aqueles dos grupos de
sono de ondas lentas (SOL) e sono REM (SREM) eram mantidos por 30 min ap6s o atingirem o
critério de sono. Note que apenas 0s animais dos grupos SREM apresentavam ciclos completos de
sono, enquanto NOS outros grupos o0 sono era interrompido apds atingir o estagio de interesse. RE:
grupo SREM exposto; SE: grupo SOL exposto; VE: grupo VG exposto; RC: grupo SREM controle;
SC: grupo SOL controle; VC: grupo VG controle.

De acordo com o protocolo descrito acima, os animais dos grupos VE e VC se mantiveram
principalmente em VG antes do sacrificio; os animais dos grupos OE e OC ficaram em SOL, mas
apresentavam também momentos em VG; e 0s animais dos grupos RE e RC apresentavam 0s trés
estagios (Figura 7B). Esses critérios foram usados anteriormente com sucesso (RIBEIRO et al.,
1999; RIBEIRO et al., 2002).

Os objetos foram introduzidos entre 20h00min e 21h00min, de maneira a facilitar a explorago tatil
do ambiente realizada pelas vibrissas e a privacéo de sono. Apds as 18 h os animais foram mantidos
sob iluminacdo infravermelha. Durante o encaminhamento dos ratos ao sacrificio e durante a
colocacéo e retirada dos objetos o ambiente foi iluminado com luzes vermelhas, uma frequéncia

invisivel para o rato. Nesses momentos o monitor e outras fontes de luz na sala foram desligados.

4.2.1.7. Causas de exclusdo

Foram excluidos ratos que faleceram durante a cirurgia (n=1), aqueles com implante danificado

(n=1), registro interrompido durante o dia do teste (n=2), registro com PCL de baixa qualidade
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(n=2), altera¢des morfoldgicas visiveis apos a cirurgia (n=2), problemas durante a privacao de sono

(n=4) ou que nao atingiram os critérios para inclusdo em quaisquer dos grupos (n=5).
4.2.1.8. Sacrificio e coleta

Atingido o tempo de referéncia apds o evento de interesse (logo apds a privacéo para VG ou 30 min
apds 0 SREM ou SOL os ratos foram anestesiados com halotano e sacrificados por decapitagdo em
guilhotina. Os encéfalos foram dissecados segundo o procedimento definido no experimento

anterior e foram armazenados a -80 °C.
4.2.2. Expresséo génica
4.2.2.1. Extragdo do RNA e RT-PCR

Amostras de tecido pesando de 18,0 e 23,5 g foram congeladas, maceradas em nitrogénio liquido e
utilizadas para extracdo de RNA pelo método do TRIzol® (Invitrogen). 1 mL de TRIzol foi
adicionado e o tecido foi homogeneizado. Em seguida a solucéo foi passada por uma seringa de
didmetro pequeno a fim de quebrar o gDNA. O RNA foi reprecipitado em 500 uL de isopropanol.
O sobrenadante foi lavado em etanol 75% duas vezes. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
foi diluido em 20 L de &gua livre de RNAse. A solucdo contendo RNA foi aquecida a 55 °C por
10 min para facilitar a solubilizacdo do RNA.

4.2.2.2. Controle de qualidade
O controle de qualidade foi realizado como descrito no experimento anterior®.
4.2.2.3. Selecdo dos genes alvo

Foram selecionados genes relacionados a plasticidade sindptica e que haviam sido anteriormente
correlacionados a alguma fase do ciclo sono-vigilia e/ou sofrido alteraces decorrentes de privacdo
de sono em estudos de larga escala. AlteracGes no perfil de expressao ou de ativacdo dos genes Arc,
Egrl, Bdnf, Crebl apds a exposicdo a um ambiente enriquecido, treinamento em tarefa

comportamental, e/ou indugéo de LTP no hipocampo in vivo (RIBEIRO et al., 1999; RIBEIRO et

19vVeja a segdo 4.1.2.2.
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al., 2002; ULLOOR; DATTA, 2005). O blogueio da atividade de subunidades da PP2A e CREB
impede a inducéo do sono por novidade na droséfila (GANGULY-FITZGERALD et al., 2006).

Por outro lado, trabalhos de expressdo génica em larga escala haviam mostrado aumento na
expressdo dos genes Arc, Bdnf, Egrl, Egr2, Fos e Nrdal ap6s a privacéo de sono ou VG espontanea
(CIRELLI; TONONI, 2000b; CIRELLI et al., 2004; TERAO et al., 2006) e de Camk4 no sono em
comparagdo a igual tempo de VG (CIRELLI et al., 2004). No entanto, a expressao desses genes néo

foi avaliada entre SOL e SREM, além da modulacao por experiéncia relevante.

4.2.2.4. Curvas de eficiéncia dos ensaios de PCR em tempo real -

Confeccionamos curvas de eficiéncia para ensaios TagMan (Applied Biosystems) descritos na
Tabela 1. O célculo da eficiéncia foi feito pelo programa gBase v1.3.5 segundo descrito por
Hellemans et al. (2007). A curva consiste de quatro pontos diluidos por um fator de 10 (1, 1:10,
1:100, 1:1000) a partir de um pool contendo cDNA extraidos de todos os ratos. Os trés primeiros
pontos da curva foram feitos em duplicata, enquanto o dltimo ponto (1:1000) foi feito em
quadruplicata, devido a maior variabilidade entre as replicatas. Em cada reacéo, foram adicionados

Tabela 1 - Descricdo dos genes e respectivos ensaios TagMan utilizados para andlise de expressao
génica.

Gene Nome do Gene ID do Ensaio Exon alvo
Arc Proteina associada ao citoesqueleto regulada por Rn00571208 g1 1
atividade
Bdnf Fator neurotréfico derivado do encéfalo Rn02531967 s1 2
Camk4  Proteina quinase dependente de calcio/calmodulina V. Rn00562394 m1 2
Crebl  Proteina 1 ligante ao elemento responsivo ao CAMP Rn00578826 m1 3
Egrl Resposta de crescimento inicial 1 Rn00561138 m1 1
Egr2 Resposta de crescimento inicial 2 Rn00586224 m1 1
Fos Oncogene osteosarcoma FBJ Rn02396759 m1 1
Gush Glucuronidase, beta Rn00566655 m1 8
Nrdal  Receptor nuclear subfamilia 4, grupo A, membro 1 Rn00666995 m1 6
Ppp2ca Proteina fosfatase 2 (2A), subunidade catalitica, Rn00820754 g1 1
isoforma alfa
Ppp2r2d Proteina fosfatase 2 (2A), subunidade regulatdria B, Rn00518189 m1 1
isoforma delta
Rpll9  Proteina ribossomal L19 Rn00821265 g1 3
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1,5 pL de amostra; 0,75 uL de TagMan Assays 20 x (Applied Biosystems) e 7,5 puL de TagMan
Master Mix (Applied Biosystems) em volume final de 15 pL. As reacdes foram realizadas no 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems). No primeiro passo, a amostra foi aquecida a 50 °C
por 2 min para ativacdo da UNG. No segundo passo, a Taq Polimerase foi ativada a 95 °C por
10 min. O terceiro passo consistiu de 45 ciclos com desnaturacdo a 95°C por 15s e
amplificagdo/extensdo a 60 °C por 1 min. Os dados foram coletados durante o primeiro passo do

estagio 3.
4.2.2.5. Avaliacdo da expressao génica por PCR em tempo real

Os genes Gusb e Rpl19 foram utilizados como controles enddgenos segundo determinado no
experimento anterior'*. Os demais genes descritos na Tabela 1 foram analisados como alvo. Nesses
experimentos foram utilizados cDNA diluidos 10 vezes. Para diminuir os erros na estimativa do
valor da expresséo, cada amostra foi analisada em triplicata e o valor médio foi usado. Além disso,
todas as amostras de uma dada regido cerebral foram analisadas na mesma placa e cada gene
analisado em placas diferentes como proposto por Hellemans et al. (2007). A analise da expressao

foi realizada pelo programa gBase v 1.3.5.
4.2.3. Andlise estatistica

Para determinar a presenca de outliers na amostra, foi utilizado o teste de Grubbs ESD, como
proposto por Motulsky (1997) para a interacdo entre exposi¢éo ao ambiente enriquecido e estagio de
sono. Em seguida, foi feita uma andlise de varidncia (ANOVA) de duas vias com exposi¢do ao
ambiente enriquecido e estagio de sono como fatores fixos. O teste de Tukey HSD foi usado como
post hoc quando aplicavel. Uma ANOVA de uma via foi utilizada para comparar o tempo em cada
estagio do sono entre os grupos durante a Ultima hora da habituacdo ao registro (registro pré-
exposicao) e nos ultimos 35 minutos de antes do sacrificio. O nivel de significancia de 5% foi

adotado em todas as analises.

1 \eja a sessdo 5.1
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4.3. Localizagao dos eletrodos

4.3.1. Animais, cirurgia e perfusado

Quatro ratos Wistar (Rattus norvegicus) adultos machos, pesando entre 295 e 395 g no momento da
cirurgia, tiveram eletrodos implantados no hipocampo e cortex somestésico primario para registro
do PCL, como descrito acima™. Ap6s 4-7 dias da cirurgia, s ratos foram registrados e expostos ao
ambiente enriquecido. Para observar o padrdo do PCL, os ratos (pesando 400 a 530 g) foram

registrados por 1-3 meses apds cirurgia.

Os ratos receberam uma sobredose de cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina.
Posteriormente, foram perfundidos transcardialmente com salina em tampéo fosfato a 37 °C seguido
por solucdo de paraformaldeido em tampéo fosfato 4% a 4 °C. A mandibula e o palato foram
quebrados com uma goiva e o encéfalo foi lentamente retirado do o0sso. Durante a remogdo do
encéfalo cuidados foram tomados para evitar movimentos laterais a fim de ndo danificar as areas em

torno do implante de eletrodos.
4.3.2. Histoquimica

Para o preparo histoquimico, os quatro encéfalos coletados foram lavados em solugdo salina
tamponada, mergulhados em sacarose tamponada 20% para desidratar, congelados rapidamente e
estocados em um freezer -80 C para assegurar preservacdo do tecido. Os encéfalos foram
seccionados em um criostato e se¢Oes frontais seriais de 40 um foram montadas em Iaminas
gelatinizadas. Posteriormente, as se¢es foram coradas por cresil-violeta (coloracdo de Nissl) para
observacdo da estrutura geral do tecido neural. A localizacdo do eletrodo foi feita a partir da
comparagdo das ldminas com figuras de referéncia (PAXINOS; WATSON, 1997).

12 \eja a segdo 4.2.1.3.
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5. Resultados

5.1. Determinacao dos controles enddgenos

5.1.1. Controle de qualidade

O RNA extraido a partir das regides encefalicas alvo estava em boa quantidade e qualidade. A
banda de RNA ribossémico (rRNA) 28S apresentava intensidade aproximadamente duas vezes
maior que a banda 18S (Figura 8A). A razdo de absorbancia Ausonsonm €Ncontrava-se entre
1,76 e 2,07, indicando auséncia de contaminagdo por proteinas. A razao de absorbancia Azso230nm
encontrava-se entre 0,51e 2,22 indicando pequena a moderada contaminacdo por compostos
aromaticos. A PCR desenhada para detectar a presenca de gDNA mostra apenas a presenca da
banda de cDNA (107 pb), mas ndo de gDNA (194 pb). Esse resultado sugere auséncia de
contaminacéo por gDNA (Figura 8B).

A

28S —
18S —

B

194 pb —
107 pb =

NTC cDNA Mp

Figura 8 - Controle de qualidade do mRNA extraido. (A) Gel de agarose 1% com isotiocianato corado
com brometo de etidio, mostrando a presenca das bandas correspondentes aos rRNA 18S e 28S. (B)
PCR diferencial para determinar contaminacdo de gDNA para o gene Actb em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio. cDNA: DNA complementar; gDNA: DNA gendémico; NTC: Controle sem
amostra; Mp: Marcador de peso molecular de 100 pb.
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5.1.2. Determinacgé&o dos controles enddgenos

As amostras apresentavam boa amplificacdo diluidas tanto 5 quanto 10 vezes. A eficiéncia média da
amplificacdo era de 1,98; 2,14; 2,04; e 2,07, respectivamente, para 0s genes Actb, B2m, Gusb,
Rpl19. Dentre os genes testados, Actb apresentou menor estabilidade média de expressdo (M)
(M=0,78 diluicdo 1:5; M=0,86 diluicdo 1:10), seguido pelo B2m (M=0,57 dilui¢do 1:5; M=0,59
diluicdo 1:10). Os dois genes mais estaveis foram os Gusb e Rpl19, cujos valores de M para o par
foram 0,41 (diluicédo 1:5) e M=0,49 (diluicdo 1:10) (Figura 9).

0,9

0,8 1

0,7 1

0,6 1

0,5 A

0,4 1

Estabilidade Média de Expresséo (M)

0,3 T r

Actb B2m Gusb/
Rpl19

Diluido 5 vezes =#=Diluido 10 vezes

Figura 9 - Estabilidade média de expressao (M) dos genes selecionados como controles endégenos
restantes durante a exclusao gradual dos controles enddgenos com expressdo menos estavel. O
procedimento foi realizado no mesmo pool amostras diluido 5 ou 10 vezes.

5.2. Posicionamento dos eletrodos

Pela andlise histoldgica é possivel observar o rastro dos eletrodos subcorticais, atingindo a camada
polimdrfica do giro denteado em todos os ratos analisados (n=4) (Figura 10). Esse dado indica que
os implantes foram direcionados ao lugar correto. Os eletrodos corticais eram superficiais e,
portanto, ndo deixavam marcas no encéfalo. Por isso ndo foi possivel localiza-los utilizando cortes
histologicos. No entanto, o posicionamento dos eletrodos corticais foi realizado seguindo os

mesmos procedimentos dos eletrodos subcorticais.
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Figura 10 - Secdes frontais de 40 um coradas por cresil-violeta (coloragdo de Nissl) mostrando o
hipocampo dorsal direito dos quatro animais utilizados para a localizacdo dos eletrodos. As setas
mostram os rastros dos eletrodos.

5.3. Expressao génica modulada por sono e ambiente

enriquecido

5.3.1. Identificacdo e separacao dos estagios do ciclo sono-vigilia

A arquitetura do sono se manteve inalterada durante o registro pré-exposi¢éo. Assim, o tempo que
0s animais permaneceram em VG (F=0,464; df=5; p=0,799), SOL (F=0,907; df=5; p=0,493) e
SREM (F=0,138; df=5; p=0,981) foi semelhante em todos os grupos durante o registro pré-
exposicao (Figura 11A). Por outro lado o tempo que os animais permaneceram em VG (F=6,827;
df=5; p<0,001), SOL (F=6,589; df=5; p<0,001) e SREM (F=20,805; df=5; p<0,001) foi
significativamente diferente no momento da separacdo dos grupos (nos ultimos 35 min antes do
sacrificio) (Figura 11B). A Figura 12 mostra um enriquecimento no tempo que 0S animais

permaneceram nos estagios-alvo antes do sacrificio. Como o esperado, esse enriquecimento é maior

em torno de 30 min antes do sacrificio.
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Figura 11 - Tempo dos animais (em segundos) em cada estagio do ciclo sono vigilia (A)
durante a ultima hora de registro pré-exposicdo; e (B) durante a separacdo dos estados
(dltimos 35 min de registro). Os resultados sao apresentados como média + erro padrao da
média. SREM: sono REM; SOL: sono de ondas lentas.
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Figura 12 - Hipnogramas dos animais dos grupos (A) sono REM controle; (B) sono REM exposto; (C)
sono de ondas lentas controle; (D) sono de ondas lentas exposto; (E) vigilia controle; e (F) vigilia
exposto durante os ultimos 40 min antes do sacrificio. VG: vigilia; SOL: sono de ondas lentas; SREM:

sono REM.
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5.3.2. Controle de qualidade

O RNA extraido a partir das regifes alvo estava em boa quantidade e qualidade. A banda de rRNA
28S apresentava intensidade aproximadamente duas vezes maior que a banda 18S (Figura 13A). A
razdo de absorbancia Agsosonm eStava entre 1,78 e 2,14 e a razdo de absorbancia Azsoz3o nm, estava
entre 1,77 e 2,37. A PCR desenhada para detectar a presenca de gDNA s6 mostra a presenca da
banda de cDNA (107 pb), mas ndo de gDNA (194 pb), sugerindo auséncia de contaminacao por
gDNA (Figura 13B).

A

28S =
18S =

|

194 pb— —
107pb-‘-— st

cDNA gDNA NTC Mp

Figura 13 - Controle de qualidade do mRNA extraido. (A) Gel de agarose 1% com isotiocianato
corado com brometo de etidio, mostrando a presenca das bandas correspondentes aos rRNA 18S e
28S. (B) PCR para determinar contaminacéo por gDNA usando oligonucleotideos para o gene Actb.
Nesse sistema o produto amplificado gerado a partir de gDNA tem um tamanho de 194 pb enquanto o
produto amplificado a partir de uma matriz de cDNA tem um tamanho de 107 pb.O produto
amplificado foi aplicado em gel de poliacrilamida 8%, corado com nitrato de prata. cDNA: DNA
complementar; gDNA: DNA gendmico; NTC: Controle sem amostra; Mp: Marcador de peso molecular
de 50 pb.

O nivel de expressdo dos controles enddgenos apresentou uma variabilidade média de 12,51% na

amostras analisadas. O valor de M atribuido pelo GeNorm foi 0,3579 (Tabela 2).
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Tabela 2 - Estabilidade média de expressao dos controles end6genos.

Gene Coeficiente de Variagéo M (GeNorm)
Gusb 12,20% 0,3579
Rpl19 12,82% 0,3579
Média 12,51% 0,3579

5.3.3. Deteccao de outliers

A amostra proveniente do hipocampo do rato 18 apresentava um Z-score > 1,71 em trés genes
(Egrl, Rpl19, Gusb). Similarmente, essa amostra apresentava um valor 1,55 < Z < 1,71 em sete
genes (Arc, Crebl, Egr2, Fos, Nrdal, Ppp2ca, Ppp2r2d). Esse valor semelhante na maioria dos
genes possivelmente indica algum problema entre a extracdo do RNA e a confec¢do do cDNA, uma
vez que o mesmo fendmeno ndo se repete para a amostra proveniente do cortex somestésico do
mesmo rato. Dada esse observacdo a amostra 18HP foi excluida das analises. Outras amostras
apresentavam Z-scores significantes para um dos genes alvo (16HP, 34CX, 39CX, 25HP, 35HP) ou
dos controles enddgenos (50CX), porém apresentavam um Z-score baixo nos demais. Essas
amostras foram mantidas. Dessa maneira temos um numero amostral de total de 30 animais
divididos em 6 grupos de 5 ratos nas analises do cortex somestésico. No hipocampo o ndmero
amostral total € de 29 animais. Os grupos VC, VE, SE, SC e RC possuem 5 amostras cada um e 0
grupo RE apresenta 4 amostras. Esse padrdo foi utilizado em todos os genes, com excegdo do
Egr2™® devido a uma baixa expressio basal no hipocampo. Portanto a expressio de Egr2 no
hipocampo foi analisada em 5 amostras dos grupos VE, SE e SC, 4 dos grupos RE e RC e 3 do
grupo VC. Assim como para oS outros genes, 30 amostras foram analisadas e divididas

igualitariamente entre 0s grupos no cortex somestésico.
5.3.4. Expresséo génica
5.3.4.1. Arc

A expressdo de Arc no hipocampo foi modulada pela exposicdo ao ambiente enriquecido no
hipocampo (Tabela 3) (F=13,35; df=1 p=0,001). A expresséo desse gene também foi modulada pela
interacdo entre a exposicado e o estagio de sono do rato (Figura 14A) (F=10,63; df=2; p=0,001). No

entanto, ndo houve diferenca na expressdo de Arc em relagdo aos diferentes estagios de sono-vigilia

13 Veja a secdo 5.3.4.6.
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(Tabela 4) (F=1,66; df=2; p=0,212). A interacdo entre os fatores se da pelo aumento na expressdo de
Arc nos grupos VE e RE em relacdo ao grupo VC. Similarmente, a expressdo de Arc tende a ser

maior em VE e RE em relagdo a RC.

Observamos o efeito significativo da exposicao (Tabela 3) (F=6,08; df=1; p=0,021) e da interacao
entre exposicéo e estagio de sono na expressdo de Arc no cortex somestésico (Figura 14B) (F=3,42;
df=2; p=0,049). Entretanto, ndo observamos efeito significativo do fator estagio de sono (Tabela 5)
(F=0,99; df=2 p=0,387). A expressao de Arc aumentou significativamente no grupo VE em relacdo

aos grupos VC e SC no cOrtex somestésico.
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Figura 14 - Expressdo do gene Arc determinada por PCR em tempo real no (A) hipocampo e (B)
cOrtex somestésico de ratos. * p < 0,05. VG: Vigilia; SOL: sono de ondas lentas; SREM: sono REM.
(A) Animais controle (A) Animais expostos.
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Tabela 3 - Modulagcdo na expressdo de genes relacionados a plasticidade neural pelo fator
experiéncia relevante no cortex somestésico e hipocampo de ratos.

Hipocampo Cortex Somestésico

Controle Exposto Controle Exposto
Gene (média £ EPM) (média £ EPM) (média £ EPM) (média £ EPM)
Arc' 0,713+0,075 1,110 £0,078 ** 1,462 +0,085 1,759 +0,085 *
Bdnf! 1,127 +0,048 1,086 + 0,050 0,506 + 0,053 0,946 £ 0,053 ***
Camk4! 0,708 £0,082 0,835 +0,085 1,094 £ 0,044 1,137 £0,044
Creb1' 1,029 +0,105 1,462 £ 0,110 ** 1,782 £ 0,056 1,685 + 0,056
Egrl 1,318 £0,154 2,283 £ 0,160 *** 3,404 £0,103 3,879£0,103 **
Egr2? 1,008 +0,288 2,407 +0,262 ** 3,995+0,161 5,737 £0,161 ***
Fos' 0,956 + 0,090 1,788 £ 0,093 *** 2,289 +0,107 3,067 £0,107 ***
Nrdal' 0,642 £ 0,060 0,855+0,062 * 1,220 + 0,055 1,321 +0,055
Ppp2ca’ 0,628 £ 0,061 0,820 £ 0,063 * 0,974 £0,054 0,930 £ 0,054
Ppp2r2d* 0,397 +0,069 0,716 £0,071 ** 0,965 + 0,028 1,035+0,028

! Controle-HP n=15; Exposto-HP n=14; Controle-CX n=15; Exposto-CX n=15.
% Controle-HP n=12; Exposto-HP n=14; Controle-CX n=15; Exposto-CX n=15.
*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.
EPM: Erro Padréo; HP: hipocampo. CX: Cértex somestésico.

Tabela 4 - Modulacdo na expressao de genes relacionados & plasticidade neural pelo fator estagio de

sono no hipocampo de ratos.

Vigilia Sono de Ondas Lentas Sono REM
Gene (média £ EPM) (média + EPM) (média £ EPM)
Arc' 0,781+ 0,092 0,930 £0,092 1,023 £ 0,097
Bdnf* 1,208 + 0,058 * 0,948 + 0,058 1,163 £0,062 *
Camka4! 0,577 £0,101 0,827 £0,101 0,909 +0,107
Creb1* 1,104 £0,129 1,288 £0,129 1,345 +0,137
Egri! 1,421 +£0,188 1,991 +£0,188 1,990 £ 0,200
Egr22 1,587 + 0,357 1,615 +0,309 1,922 £0,345
Fos' 1,285+0,110 1,388+0,110 1,444 +0,117
Nrdal 0,661 +0,073 0,761+0,073 0,824 £0,078
Ppp2cal 0,669 + 0,075 0,726 £ 0,075 0,776 £ 0,079
Ppp2r2d* 0,376 £ 0,084 0,616 £ 0,084 0,676 £ 0,089

! Vigilia n=10; Sono de Ondas Lentas n=10; Sono REM n=9.
2 Vigilia n=8; Sono de Ondas Lentas n=10; Sono REM n=8.

EPM: Erro Padréo. *: p<0,05 em relagdo ao sono de ondas lentas.
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Tabela 5 - Modulagao na expresséo de genes relacionados a plasticidade neural pelo fator estagio de

sono no cortex somestésico de ratos.

Vigilia Sono de Ondas Lentas Sono REM
Gene (média + EPM) (média + EPM) (média = EPM)
Arc' 1,721 +0,104 1,515+ 0,104 1,595+ 0,104
Bdnf* 0,738 £0,065 0,699 + 0,065 0,741 £ 0,065
Camka4! 1,117 + 0,054 1,085 + 0,054 1,144 £ 0,054
Creb1* 1,732 + 0,068 1,754 + 0,068 1,716 £ 0,068
Egrl 3,669 0,126 3,584 £0,126 3,673+£0,126
Egr2* 4,989 +0,197 4,787 +0,197 4,822 +0,197
Fos' 2,798 +0,131 2,610+0,131 2,627 £0,131
Nrda1' 1,402 + 0,067 1,197 + 0,067 1,213 +£0,067
Ppp2ca’ 0,942 + 0,066 0,991 + 0,066 0,923 £ 0,066
Ppp2r2d* 0,968 + 0,034 1,009 + 0,034 1,024 £0,034

! Vigilia n=10; Sono de Ondas Lentas n=10; Sono REM n=10.

EPM: Erro Padrao.

5.3.4.2. Bdnf

Observamos uma diferenca na expressao de Bdnf em relagdo aos estagios de sono no hipocampo

(Tabela 4) (F=5,47; df=2; p=0,011). Nessa direcdo, 0 SOL apresenta expressdo significativamente

menor que 0 SREM (p=0,049) e a vigilia (p=0,013). Por outro lado, ndo foi observado efeito da

exposicdo (Tabela 3) (F=0,35; df=1; p=0560) nem da interacéo entre sono e exposicdo (Figura 15A)
(F=0,17; df=2; p=0,983).

O perfil de expressédo de Bdnf no cortex somestésico é diferente do hipocampo. Néo observamos

diferenga na expressdo de Bdnf entre os estagios de sono (Tabela 5) (F=0,17; df=2; p=0,882) e ndo

ocorreu interacdo entre os dois fatores (Figura 15B) (F=2,44; df=2; p=0,109). Por outro lado

observamos efeito significativo da exposicéo (Tabela 3) (F=33,33; df=1; p<0,001).
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Figura 15 - Expressdo do gene Bdnf determinada por PCR em tempo real no (A) hipocampo e (B)
cOrtex somestésico de ratos. * p < 0,05. VG: Vigilia; SOL: sono de ondas lentas; SREM: sono REM.
(A) Animais controle (A) Animais expostos.

5.3.4.3. Camk4

A expressdo de Camk4 ndo foi modulada por nenhuma das condigdes estudadas. Dessa maneira,
ndo encontramos efeito do estagio de sono (Tabela 4) (F=5,64; df=2; p=0,499), da exposicdo
(Tabela 3) (F=1,14; df=1; p=0,297), ou da interacdo dos dois fatores no hipocampo (Figura 16A)
(F=2,59; df=2; p=0,097). Similarmente, ndo se encontrou o efeito da exposicao (Tabela 3) (F=0,47;
df=1; p=0,500), do estégio de sono (Tabela 5) (F=0,28; df=2; p=0,756) ou da interacdo (Figura 16B)
(F=1,25; df=2; p=0,304) no cortex somestésico.
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Figura 16 - Expresséo do gene Camk4 determinada por PCR em tempo real no (A) hipocampo e (B)
cortex somestésico de ratos. VG: Vigilia; SOL: sono de ondas lentas; SREM: sono REM. (A) Animais
controle (A) Animais expostos.

5.3.4.4. Crebl

A expressdo de Crebl era modulada no hipocampo pela exposicdo ao ambiente enriquecido (Tabela
3) (F=8,07; df=1; p=0,009) e pela interacdo entre exposicdo e estagio de sono (Figura 17A)
(F=4,88; df=2; p=0,017); porém, ndo era modulada pelo sono (Tabela 4) (F=0,92; df=2; p=0,414).
Os animais pertencentes aos grupos VE e RE apresentam expressdo de Crebl significativamente

maior que o grupo VC.

No cértex somestésico, ndo observamos efeito da exposicdo (Tabela 3) (F=1,50; df=1; p=0,233),
estagio de sono (Tabela 5) (F=0,08; df=2; 0,927) ou interacdo entre eles (Figura 17B) (F=2,04;
df=2; p=0,153) na expressdo de Crebl.
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Figura 17 - Expressdo do gene Crebl determinada por PCR em tempo real no (A) hipocampo e (B)
cOrtex somestésico de ratos. * p < 0,05. VG: Vigilia; SOL: sono de ondas lentas; SREM: sono REM.
(A) Animais controle (A) Animais expostos.

5.3.4.5. Egrl

Observamos que a expressdo de Egrl no hipocampo foi afetada pela exposicdo ao ambiente
enriquecido (Tabela 3) (F=18,76; df=1; p<0,001). Similarmente, a expressdo desse gene foi
modulada pela interacdo entre a exposicéo e o estagio de sono do rato (Figura 18A) (F=9,87; df=2;
p=0,001). No entanto ndo observamos o efeito isolado do estagio de sono (Tabela 4) (F=2,97; df=2;
p=0,071). Os grupos VE, SE e RE apresentaram expressao significativamente maior que o grupo

VC e o grupo RE, maior que RC.

No cortex somestésico, observamos o efeito da exposicdo (Tabela 3) (F= 11,03; df=1; p=0,003).
Entretanto ndo encontramos efeito do sono (Tabela 5) (F=0,24; df=2; p=0,786) ou da interacéo entre
os dois fatores (Figura 18B) (F=1,88; df=2; p=0,175).
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Figura 18 - Expressdo do gene Egrl determinada por PCR em tempo real no (A) hipocampo e (B)
cértex somestésico de ratos. * p < 0,05. VG: Vigilia; SOL: sono de ondas lentas; SREM: sono REM.
(A) Animais controle (A) Animais expostos.

5.3.4.6. EQr2

A expressdo do gene Egr2 foi modulada pelo ambiente enriquecido no hipocampo (F=76,67; df=1;
p<0,001) e no cortex somestésico (F=58,44; df=1; p<0,001) (Tabela 3). Contudo, ndo foi modulada
por sono no hipocampo (Tabela 4) (F=0,29; df=2; p=0,748) e cortex somestésico (Tabela 5)
(F=0,30; df=2; p=0,744). Também ndo foi observada modulacdo da expressdo de Egr2 pela
interacéo entre os dois fatores em ambas as regides (Figura 19) (hipocampo F=0,57; df=2; p=0,573;
cortex F=2,36; df=2; p=0,116).

E importante salientar que a expressio de Egr2 no hipocampo é muito baixa, ficando no limiar de

deteccdo do ensaio. A variabilidade observada foi grande e em trés amostras nao foi detectada a
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expressdo de Egr2 (duas amostras VC e uma amostra RC). Contudo, a reprodutibilidade nas

amostras provenientes do cOrtex somestésico era satisfatoria devido a uma maior expressado basal.

'g 410_ A
N N
= A
2 3,01 | A
5 VAN A
E 20 A
2 4 A “
1,07 A
= 5 s
I A o
0’0- PN FAN
B .c.‘: 7,07 R
= A A A
£6.0 S R
5 A A
z |
!§ 50 A R
8 ; A
a 4,07 % ~
<
L A A
3,0- T T T
VG SOL SREM

Figura 19 - Expressdo do gene Egr2 determinada por PCR em tempo real no (A) hipocampo e (B)
cortex somestésico de ratos. VG: Vigilia; SOL: sono de ondas lentas; SREM: sono REM. (A) Animais
controle (A) Animais expostos.

5.3.4.7. Fos

Observamos que o nivel expressao de Fos no hipocampo foi dependente da exposi¢do ao ambiente
enriquecido (Tabela 3) (F=40,77; df=1; p<0,001). Além disso, esse nivel de expresséao teve efeito da
interacéo entre a exposic¢do e o sono (Figura 20A) (F=7,01; df=2; p=0,004), sem ser modulado pelo
fator sono isoladamente (Tabela 4) (F=0,51; df=2; p=0,609). Em relacdo a interacéo, os grupos VE,
SE e RE apresentaram expressdo de Fos significativamente maior que o grupo VC. A expressao de
Fos estava aumentada nos grupos VE e RE em comparacéo ao grupo RC. Por fim, o grupo VE

apresentou expressao significativamente maior que o grupo SC.
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Figura 20 - Expressdo do gene Fos determinada por PCR em tempo real no (A) hipocampo e (B)
cértex somestésico de ratos. * p < 0,05. VG: Vigilia; SOL: sono de ondas lentas; SREM: sono REM.
(A) Animais controle (A) Animais expostos.

No cortex somestésico, observamos um efeito significante em relacéo a exposicdo (Tabela 3) (F=
26,13; df=1; p<0,001) e a interacdo entre os fatores (Figura 20B) (F=5,60; df=2; p=0,010), mas sem
efeito do sono (Tabela 5) (F=0,62; df=2; p=0,545). A interagdo se da pelo aumento de expressao de

Fos no grupo SE em relacéo a VVC e, do grupo VE em relagéo aos grupos controles (VC, SC, RC).

5.3.4.8. Nrdal

Nossos achados mostraram que a expressdo de Nrdal é modulada pela exposi¢do no hipocampo
(Tabela 3) (F=6,02; df=1; p=0,032). Também foi encontrada uma interacdo entre exposicdo e
estagio de sono (Figura 21A) (F=7,86; df=2; p=0,003), porem ndo observamos o efeito do estagio
de sono (Tabela 4) (F=1,18; df=2; p=0,326).
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Figura 21 - Expressao do gene Nrdal determinada por PCR em tempo real no (A) hipocampo e (B)
cOrtex somestésico de ratos. * p < 0,05. VG: Vigilia; SOL: sono de ondas lentas; SREM: sono REM.
(A) Animais controle (A) Animais expostos.

No cortex somestésico, ndo observamos efeito da exposicao (Tabela 3) (F=1,66; df=1; p=0,210) ou
do estéagio de sono (Tabela 5) (F=2,82; df=2; 0,080). No entanto, a interacéo entre os dois fatores foi
significante (Figura 21B) (F=6,95; df=2; p=0,004).

Tanto no hipocampo quanto no cortex somestésico, o grupo VE apresentou aumento na expressao
de Nrdal em relacéo ao grupo VC. Os niveis de Nr4al encontravam-se elevados em RE em relacéo
a VC no hipocampo. Por fim, o Nr4al foi significativamente mais expresso em VE que em SC no

cortex somestésico.

5.3.4.9. Ppp2ca

Nossos resultados indicam que o nivel de Ppp2ca teve efeito da exposicdo ao ambiente enriquecido
(Tabela 3) (F=4,70; df=1; p=0,041) e da interacdo entre a exposicdo e 0 sono (Figura 22A)
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(F=10,85; df=2; p<0,001), entretanto, ndo houve efeito isolado do estadgio de sono (Tabela 4)
(F=0,48; df=2, p =0,62). A expressao de Ppp2ca foi significantemente maior nos grupos VE e RE
em relacdo ao grupo VC e do grupo RE em comparacao ao grupo VC. Por fim, encontramos uma

tendéncia de RE ser maior que RC.
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Figura 22 - Expressao do gene Ppp2ca determinada por PCR em tempo real no (A) hipocampo e (B)
cortex somestésico de ratos. * p < 0,05. VG: Vigilia; SOL: sono de ondas lentas; SREM: sono REM.
(A) Animais controle (A) Animais expostos.

N&o observamos efeitos da exposicao (Tabela 3) (F=0,32; df=1; p=0,575), estagio de sono (Tabela
5) (F=0,28; df=2; p=0,756) ou interacdo entre os fatores (Figura 22B) (F=1,52; df=2; p=0,239) no

cortex somestésico.

5.3.4.10. Ppp2r2d

A exposicdo ao ambiente enriquecido aumentou significantemente a expressao do gene Ppp2r2d
(Tabela 3) (F=10,23; df=1; p=0,004). Observamos uma tendéncia de efeito do sono (Tabela 4)
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(F=3,39; df=2; p=0,051) e uma interacédo significativa entre os dois fatores (Figura 23A) (F=5,63;
df=2; p=0,010). A interacdo se da pelo aumento de expressdo desse gene no grupo RE em

comparacdo a VC e RC. Por fim, VE tende a ser maior que o grupo VC.
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Figura 23 - Expressao do gene Ppp2r2d determinada por PCR em tempo real no (A) hipocampo e (B)
cértex somestésico de ratos. * p < 0,05. VG: Vigilia; SOL: sono de ondas lentas; SREM: sono REM.
(A) Animais controle (A) Animais expostos.

Nao foram observados efeitos da exposi¢do (Tabela 3) (F=3,03; df=1; p=0,095), estagio de sono
(Tabela 5) (F=0,71; df=2; p=0,504) ou interacdo entre os fatores (Figura 23B) (F=2,50; df=2;

p=0,104) no cOrtex somestésico.
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6. Discussao

6.1. Exposicdo ao ambiente enriquecido e a expresséo de

genes relacionados a plasticidade

No presente trabalho mostramos a modulagéo na expressao dos genes Ppp2r2d, Ppp2r2ca, Nr4al,
Fos, Egrl, Egr2, Crebl, Bdnf e Arc em tecido cerebral de ratos apos breve exposicdo a um
ambiente enriquecido (Tabela 3). Diversas linhas de evidéncia demonstram que o enriquecimento
ambiental promove a plasticidade neuronal (HEBB, 1949; RONNBACK et al., 2005; KITANISHI
et al., 2009). O incremento na plasticidade é comprovado pelo aumento na espessura do cortex, da
arborizacdo dendritica, neurogénese, sinaptogénese, indugdo de LTP e LTD e melhora no
desempenho de tarefas de memoria apos a exposicao ao ambiente enriquecido (RONNBACK et al.,
2005; NICHOLLS et al., 2008). Corroborando nossos achados, ratos mantidos em um ambiente
enriquecido apresentavam aumento na expressao de Egrl Fos, Arc, Bdnf e CREB e esse aumento
estava associado a melhoras em testes de memoria espacial ou aversiva e a indugéo da LTP
(FALKENBERG et al.,, 1992; NIKOLAEV et al.,, 2002; HUANG et al., 2006; TOSCANO;
MCGLOTHAN; GUILARTE, 2006; KITANISHI et al., 2009). A exposicdo a um ambiente
enriquecido promove aumento no numero de espinhas dendriticas grandes e uma redugdo nas
pequenas em células com expressdo de ARC (KITANISHI et al., 2009) e aumento no nimero de
novos neurdnios expressando Egrl e Fos no hipocampo (TASHIRO; MAKINO; GAGE, 2007).
Camundongos nocaute para Bdnf ndo apresentaram aumento na neurogénese (ROSSI et al., 2006) e
possuem um menor aumento no nimero de espinhas dendriticas causadas por ambiente enriquecido
que o animal selvagem (ZHU et al., 2009). O presente trabalho é o primeiro a demonstrar que
enriquecimento ambiental influencia a expressdo de subunidades da PP2A (Tabela 3). Diversas
evidéncias sugerem que a PP2A exerce um papel central na inducdo da LTD (WINDER;
SWEATT, 2001; NICHOLLS et al., 2008). No sistema nervoso a PP2A se localiza proximo as
sinapses e associa-se a microttbulos (VIQUEZ et al., 2006). Além disso, foi demonstrado que uma
subunidade regulatéria B’ da PP2A em drosofila é necesséria para o crescimento e morfologia
normais da sinapse (VIQUEZ et al., 2006). A luz desses fatos sugerimos que as alteracdes na
expressao do gene que codifica para a subunidade catalitica (Ppp2ca) e, principalmente, do gene que
codifica para a subunidade regulatéria B’ delta (Ppp2r2d) seriam chave para as modificagdes
morfoldgicas e no padrdo de atividade neuronal observados apGs a exposicdo ao ambiente

enriquecido.
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6.2. A expresséao de Bdnf é modulada pelo sono

Nossos resultados mostram que os niveis de Bdnf estdo aumentados no hipocampo durante 0 SREM
e a VG em relagdo ao SOL (Figura 15A, Tabela 4), sem efeito da exposicao (Tabela 3). O aumento
nos niveis de Bdnf pode indicar o acumulo da expressdo desse gene durante 0s estagios com
dessincronizacdo do EEG e uma reducdo durante o SOL. Na mesma linha, a injecdo de BDNF
aumenta a DP durante o0 SOL e injecdo de anticorpos anti-BDNF acarretam no efeito oposto. Huber
et al. (2007) relataram que os niveis de BDNF estdo correlacionados com a atividade exploratoria e
ao DP no cortex de ratos adultos. Ontogeneticamente foi observado que os niveis de BDNF
comecam a responder a privacdo de sono no mesmo periodo pos-natal (P20) que a DP
(HAIRSTON et al., 2004). Por fim, a administracéo intraventricular de BDNF em ratos aumenta a
duracdo de SOL, sem afetar o SREM, entretanto o mesmo procedimento em coelhos, além de
induzir o SOL, também induziu SREM (KUSHIKATA et al., 1999). Dada a relagdo entre DP e a
intensidade e necessidade de sono (FARAGUNA et al., 2008) foi proposto que BDNF poderia estar
implicado na regulacdo da homeostase do sono (FARAGUNA et al., 2008). Foi sugerido que o
papel do BDNF na regulacéo da homeostase estaria intimamente ligado ao seu papel na plasticidade
(FARAGUNA et al., 2008). No entanto essa ligacdo nos parece improvavel em luz da auséncia de
efeito da exposicéo no hipocampo (Tabela 3). Por fim, & importante considerar que observamos o
efeito da exposicédo (associado a plasticidade) no cortex (Tabela 3) e efeito do sono no hipocampo
(Tabela 4), mas ndo foi observada interacdo entre os dois fatores em nenhuma das duas regides
(Figura 15). Essa dicotomia entre as duas regides pode ser reflexo de erro tipo | (falso positivo) e

necessita de mais investigacoes.
6.3. A plasticidade sinaptica esta alterada durante o sono

No presente trabalho demonstramos que a expressao dos genes Arc (Figura 14), Crebl (Figura 17),
Egrl (Figura 18), Fos (Figura 20), Nrdal (Figura 21), Ppp2ca (Figura 22) e Ppp2r2d (Figura 23)
foi induzida por exposicao ao ambiente enriquecido, sendo modulada pelo sono. A expressdo desses
genes, com excecao de Ppp2r2d, apresentou um aumento apés a exposicdo durante a VG (Figuras
14, 17, 18, 20, 21, 22, 23). Essa observacdo € consoante aos dados de privacdo de sono que
demonstram um aumento na expressdo de genes relacionados a plasticidade sindptica apds
momentos extensos de VG (O'HARA et al., 1993; CIRELLI; TONONI, 2000a; b; TAISHI et al.,
2001; CIRELLI et al., 2004; TERAO et al., 2006; HUBER et al., 2007; TERAO et al., 2008).

Ademais a expressao de Egrl e Arc estd aumentada em animais que foram privados de sono por
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gentle handling e exposicéo a objetos novos em relagéo a animais que ficaram 0 mesmo tempo em
VG espontanea. (CIRELLI; TONONI, 2000a; b).

Os nossos experimentos revelaram que a exposicdo ao ambiente enriquecido gera um aumento na
expressdao de Egrl (Figura 18), Fos (Figura 20) e Ppp2r2d (Figura 23) durante SREM.
Similarmente, a expressdo dos genes Arc (Figura 14), Crebl (Figura 17), Nrdal (Figura 21) e
Ppp2ca (Figura 22) foi maior no grupo RE em relagdo a VC. Esses resultados sugerem uma forte
reinducdo para Ppp2r2d, Egrl e Fos e uma mais fraca para os outros genes durante 0 SREM.
Nossos resultados corroboram achados anteriores que demonstraram a reinducdo na expressao de
Arc, Egrl, e da forma fosforilada da proteina CREB durante SREM apds a exposicdo a um
ambiente enriquecido, treinamento em tarefa comportamental ou indugdo de LTP no hipocampo
(RIBEIRO et al., 1999; RIBEIRO et al., 2002; RIBEIRO et al., 2004a; ULLOOR; DATTA, 2005;
DATTA et al., 2008). Entretanto essas observacoes estdo em desacordo com resultados de privacéo
de sono (O'HARA et al., 1993; CIRELLI; TONONI, 2000b; a; TAISHI et al., 2001; CIRELLI et al.,
2004; TERAO et al., 2006; HUBER et al., 2007; TERAO et al., 2008).

Acreditamos que a explicagdo da dicotomia entre 0s nossos resultados e aqueles de privagdo de sono
estd intrinsecamente ligada as abordagens experimentais utilizadas. Nesse sentido Tononi e Cirelli

(2006, traducéo nossa) afirmaram que

[...] mudangas plésticas ocorrerao durante toda a vida em vigilia, mesmo que néo
estivermos em alerta ou fazendo escolhas comportamentais, engajados ou ndo em
paradigmas de aprendizado. Afinal sinapses e neurdnios ndo sabem se eles estéo
engajados em paradigmas de aprendizado, mas apenas se um forte disparo pré-
sinaptico é acompanhado de uma despolarizacdo pds-sindptica ou o disparo na
presenca de niveis apropriados de neuromoduladores.

Com essa afirmacdo justificam a auséncia de manipulages na plasticidade sindptica ou uso de testes
comportamentais nos experimentos propostos pelo grupo. N6s ndo concordamos com essa posiGao.
Apesar de ndo ser necessario um treinamento especifico para que adquiramos informacdes a
respeito do ambiente que nos cerca, € claro que animais ou seres humanos que foram criados em
situacOes propicias ao aprendizado, como o paradigma de enriquecimento ambiental, apresentam
maior flexibilidade no comportamento e alteracfes na fisiologia e morfologia do sistema nervoso
central (HEBB, 1949; GIUDITTA et al., 1995; VAN PRAAG; KEMPERMANN; GAGE, 2000).
Outro ponto que consideramos importante para a diferenca observada € a auséncia de separacao dos
estados de sono nos trabalhos que utilizaram privacdo de sono. Nessa dire¢cdo durante o SOL e
SREM os animais apresentam caracteristicas diferentes no comportamento, variaveis fisiologicas (p.

ex. termorregulacdo) e, principalmente, nos padrdes eletrofisiolégicos (TIMO-IARIA et al., 1970;
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GOTTESMANN, 1996; FANSELOW; NICOLELIS, 1999; RIBEIRO et al., 2002). Ha um ndmero
crescente de evidéncias mostrando que ambos 0s estagios sdo importantes para a consolidacédo de
memorias. Por fim, cada estagio tem sido associado a consolidacéo de diferentes caracteristicas do
estimulo e de diferentes tarefas (STICKGOLD et al., 2000b; FOGEL et al., 2007; SCHABUS,
2009). O SOL corresponde a aproximadamente 80% de toda a duracdo do sono nos mamiferos
(Figura 11A) (TIMO-IARIA et al., 1970; FRANK et al., 2001). Nesse sentido, ao se comparar
animais privados de sono a outros cujo sono foi ad libitum, o que esta sendo comparado €é a
influéncia do SOL. Dessa maneira 0 que foi observado nos trabalhos de privacdo de sono é a
diminuic&o nos niveis de genes relacionados a plasticidade influenciada pelo SOL.

Fos e Egrl sdo genes imediatos ativados pela sinalizacdo intracelular por Ca®". Em resposta ao
aumento do nivel de célcio intracelular foi observado um aumento na ativacdo da CAMK2 seguido
pela via da MAPK. A ativacdo dessa via cumularia na fosforilagdo de CREB que por sua vez
induziria a um aumento na expressao de Fos e Egrl. Nessa dire¢do resultados preliminares de
Pereira et al. (2009) sugerem um aumento na fosforilacdo (ativagdo) de CAMK2 no primeiro
episodio de SREM no giro denteado do hipocampo apos a exposicdo a um ambiente enriquecido.
Similarmente, a expressdao de pCREB estava aumentada ap6s um protocolo comportamental de
esquiva ativa de duas vias e correlacionada ao tempo SREM apds a inducdo de ondas PGO
(ULLOOR; DATTA, 2005; DATTA et al., 2008).

Observamos um aumento significante da expressdo de Crebl apds a exposicdo ao ambiente
enriquecido durante a VG, porém durante 0 SREM o efeito foi modesto (Figura 18). CREB €
considerado um fator de transcricdo constitutivo (HERDEGEN; LEAH, 1998), ou seja, cuja
regulacéo é feita principalmente por modificagBes pos-traducionais. Esses achados mostram que a
expressdo de Crebl também pode ser induzida apds estimulacdo, porém o efeito pequeno na
expressao de Crebl durante o SREM reforca a necessidade das modificagdes pds-traducionais na
ativacdo de CREB.

O achado mais importante do presente trabalho foi a indugdo de Ppp2r2d durante o0 SREM, e da
Ppp2ca durante a VG. A expressao de Ppp2r2d foi maior no grupo RE em relacéo aos grupos VC e
RC. Por outro lado, a expressao de Ppp2ca foi maior nos grupos VE e RE em relacdo ao VC. Ao
nosso conhecimento, esse € o primeiro trabalho que demonstra alteragbes na expressdo de
subunidades de PP2A em relagdo ao ciclo sono-vigilia em mamiferos. O aumento na expressao das
subunidades de PP2A poderia ser mediado via CREB. Nessa direc¢ao foi observado que a expressao
de Ppp2ca em células T é ativada por pCREB (SUNAHORI; JUANG; TSOKOS, 2009). Ademais,
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mutagdes nos genes que codificam para a PP2A e CREB blogueiam a inducdo do sono por
novidade na mosca da fruta (GANGULY-FITZGERALD et al., 2006). No entanto trabalhos
adicionais serdo necessarios para elucidar os mecanismos que promovem alteraces no nivel de
expressao das subunidades da PP2A durante 0 sono e quais s&o 0s impactos dessa maior expressao
génica nos niveis da proteina. E necessario salientar que em nosso trabalho os grupos designados
como SREM também apresentavam momentos de SOL e VG e que escolhemos apenas um
intervalo de tempo apds o evento de interesse (30 min) para medir 0s niveis de expressao génica.
Portanto ndo podemos excluir a possibilidade de o SOL também influenciar a expresséo dos genes
analisados.

A reinducdo na expressdo de genes que codificam para a PP2A, uma proteina relacionada & inducao
de LTD (WINDER; SWEATT, 2001; NICHOLLS et al., 2008), sugere que durante SREM ocorram
fenbmenos de diminuic¢do na forca sindptica em algumas redes neurais. Essa inducéo ocorreria em
paralelo ao aumento de forga sindptica em outras redes como demonstrado pelo aumento na
expressao de genes relacionados a LTP, tais como Fos e Egrl (HERDEGEN; LEAH, 1998;
ALBERINI, 2009). A modulagéo da plasticidade nos dois sentidos é essencial para 0 processamento
e armazenamento de informacdes no sistema nervoso central (JONES et al., 2001; NICHOLLS et
al,, 2008). Outras evidéncias que a plasticidade sinaptica é potencializada e deprimida
concomitantemente durante o sono foram observadas no protocolo de privacdo de luz monocular
em gatos recém-nascidos. Foi observado que a privagdo monocular promove indugdo de LTD no
cortex visual contralateral ao olho privado (HEYNEN et al., 2003) e de LTP no cértex ipsilateral
(SAWTELL et al., 2003). Similarmente a privacdo total de sono ou privacdo seletiva a SREM
promove uma diminui¢do no tamanho dos neurdnios do nucleo geniculado lateral que recebem
projecBes do olho ocluido (POMPEIANO; POMPEIANO; CORVAJA, 1995; OKSENBERG et al.,
1996). Por outro lado a inibicao das ondas PGO promove um aumento no tamanho dos neurénios
do nucleo geniculado lateral do olho ndo-ocluido (SHAFFERY et al., 1999). Por fim, foi observado
que seis horas de sono apds igual tempo de privacdo monocular no escuro promovem aumento na
dominancia ocular de maneira semelhante ao mesmo tempo de privagdo monocular efetiva (animal
acordado mantido em ambiente iluminado) (FRANK et al., 2001).

Dados o0s tempos poOs-exposicdo e pos-sono utilizados observamos que a expressdo dos genes
relacionados a plasticidade sindptica é primariamente modulada no hipocampo apds os primeiros
ciclos de sono. Especificamente, observamos que a exposi¢do ao ambiente enriquecido foi efetiva
para induzir a expressdo de oito dos 10 genes analisados (Arc, Crebl, Egrl, Egr2, Fos, Nrdal,

Ppp2ca, Ppp2r2d) (Tabela 3) no hipocampo enquanto no cortex apenas 5 foram modulados (Arc,
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Bdnf, Egrl, Egr2, Fos) (Tabela 3). Além disso, ndo observamos a reinducdo da expressao dos genes
relacionados a plasticidade neural durante 0 sono REM no cértex. Foi demonstrado que a expressao
de Egrl apos a inducéo de LTP na via perforante medial do hipocampo se concentrava inicialmente
em regides hipocampais e com a progressao dos ciclos de sono era transferida para o cortex cerebral
(RIBEIRO et al., 2002). Diferentes linhas de evidéncia mostram que, apesar dos diversos tipos de
memoéria inicialmente dependerem do hipocampo, tais memorias gradualmente se tornam
independentes dessa estrutura e passam a depender progressivamente mais do cOrtex cerebral para
um armazenamento de longa duracdo (SCOVILLE; MILNER, 1957; ZOLA-MORGAN; SQUIRE,
1993; BORN et al., 2006). Nessa linha de idéias diversos pesquisadores sugerem que 0 SONo seja
um momento propicio para a transmissdo e consolidacdo de informacfes do hipocampo para 0
cortex (RIBEIRO et al., 2002; BORN et al., 2006). Portanto essa transmissdo pode ser causada pelo
aumento nos niveis de expressdo de genes relacionados a plasticidade no cortex ao longo dos
diversos ciclos de sono (RIBEIRO et al., 2002).

Atualmente, duas teorias estdo sendo discutidas em relagcdo a como o0 sono promove a consolidagdo
de memdrias dependentes do hipocampo. Uma assume que a melhora na memoria é uma
consequéncia indireta de uma reducdo global na conectividade sindptica induzida pela atividade
oscilatdria lenta durante o SOL, que aumenta a razao sinal ruido para informagéo recém-codificada
(TONONI; CIRELLLI, 2003). A outra teoria assume que a consolidacdo de memorias envolve uma
reativacdo das memorias recém-codificadas no hipocampo durante o SOL, promovendo flutuagdes
no nivel de Ca** levando a alteracdo nas cascatas de sinalizacdo. Esse passo seria seguido por
alteragdes estruturais durante 0 SREM levando a um aumento na conectividade nas sinapses ativas e
reduzindo a conectividade nas sinapses inativas para armazenamento de memorias de longa duragéo
(RIBEIRO; NICOLELLIS, 2004). Os resultados apresentados aqui reforgam a teoria que sugere uma
reativacdo na atividade cerebral durante o sono e, pela primeira vez, mostram evidéncias
experimentais que a potencializacdo e depressdo da plasticidade sinaptica ocorrem

concomitantemente durante o sono.
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7. Conclusao

Demonstramos que a exposi¢ao a um ambiente enriquecido promove um aumento na expressao de
Nrdal, Fos, Egrl, Egr2, Crebl, Bdnf e Arc, e pela primeira vez de Ppp2r2d, Ppp2r2ca, em cérebro
de ratos adultos. Esses genes tém um papel central na plasticidade sinaptica dependente de
atividade. Na mesma direcdo foi demonstrado que sdo importantes para a reorganizacdo da
estrutural do sistema nervoso. Portanto a inducéo desses genes pode ser chave para as modificagGes

morfolGgicas e na atividade neuronal observadas apos a exposi¢do ao ambiente enriquecido.

Mostramos que a expressao de Bdnf no hipocampo estda aumentada durante os estagios
caracterizados pela dessincronizacdo da atividade elétrica do encéfalo (VG e SREM). Essa
observacéo sugere que Bdnf se acumula durante esses estagios e reduz durante o SOL. Portanto
Bdnf poderia ser um marcador da homeostase do sono. Uma vez que a exposi¢do ao ambiente
enriquecido foi ineficaz para modular a expressdo de Bdnf sugerimos que o papel desse

gene/proteina na homeostase do sono deve estar dissociado do seu papel na plasticidade sinaptica.

Por fim, 0 nosso trabalho mostra que ocorre a reinducdo de genes relacionados potencializacéo
sinaptica durante SREM (Egrl, Fos). E, pela primeira vez, mostra a reinducdo de um gene
(Ppp2r2d) que codifica para uma proteina relacionada a depressao da atividade sinéptica (PP2A).
Esses resultados reforcam a necessidade de uma reativacao na atividade cerebral durante o sono e,
pela primeira vez, mostram evidéncias experimentais que a potencializacdo e a depressdo da

plasticidade sinaptica ocorrem concomitantemente durante o sono.
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Hospilal
Siriol lbanés

(NSTITUTO DE EHSIND E PESQUISA

Sao Paulo, 06 de novembro de 2006.

Ilmo. Sr. Julien Braga Calais Correia Pinto
Pesquisador Responsavel

Registro CEUA2006/19
Pesquisa: “Expressdo génica durante o sono apbés exposicdo a um ambiente

enriquecido”.

Prezado Pesquisador,

O Comité de Ftica em Pesquisa da Sociedade Beneficente de Senhoras do Hospital Sirio
Libanés analisou e APROVOU o Protocolo de Pesquisa Animal n°. CEUA2006/19 na

reunido realizada em 06 de novembro de 2006.

Atenciosamente,

—

Prof. Dr. Francisco erto de Abreu Maffei
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA

Sociedade Beneficente Hospital Sirio Libanés

Rua Coronel Nicolau dos Santos. 69 — CEP; 01308-060 - Sao Paulo - SP
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