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Dedico este trabalho à minha noiva 

Gisele (minha cúmplice, amiga e amor 

da minha vida) e aos meus pais (Vitor e 

Roseli) que forneceram bases sólidas o 

suficiente para que eu pudesse sonhar ... 
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"O pensamento é uma corrente elétrica, uma tempestade se 
espalhando pelo cérebro. Só isso. É um relâmpago em 

milivolts, em milissegundos. Tudo o que fazemos vem de 
uma tempestade elétrica na nossa cabeça. Uma tempestade 

tão complexa e tão difícil de prever como as que acontecem 
no céu. Mas move tudo o que nós fazemos, como sonhar, 

imaginar, pensar, prever, andar, falar, correr, tudo. Essa é a 
raiz de toda a humanidade, centenas de bilhões de 

elementos disparando pequenas descargas elétricas que 
geram um campo magnético muito pequeno, mas mesmo 
assim poderoso o suficiente para gerar tudo que a história 

da humanidade já gerou". 

(Miguel Nicolelis, Revista do Brasil - Julho de 2009). 

''Nenhum aquário é maior do que o mar 
Mas o mar espelhado em seus olhos 

Maior, me causa um efeito 
De concha no ouvido, barulho de mar 

Pipoco de onda, ribombo de espuma e sal 
Nenhuma taça me mata a sede 

Mas o sarrabulho me embriaga 
Mergulho na onda vaga 

Eu caio na rede 
Não tem quem não caia 

Eu caio na rede 
Não tem quem não caia 

Caio na rede ... 

Às vezes eu penso que sai dos teus olhos o feixe 
De raio que controla a onda cerebral do peixe". 

(Lenine - A rede) 
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1. Resumo

O sistema colinérgico encefálico desempenha um papel central em processos de 

aprendizado e consolidação de memória. Particularmente, o córtex pré-frontal medial 

(rnPFC) apresenta aumento nos níveis de acetilcolina (ACh) durante e após tarefas de 

memória. Além disso, a ativação colinérgica rnuscarínica facilita a potencialização de 

longa duração (LTP) e depressão de longa-duração (LTD) no hipocarnpo e córtex. 

Recentemente, demonstramos que o agonista rnuscarínico pilocarpina (PILO), promove 

prolongamento da fase tardia da LTP na via hipocampo (CAl)-rnPFC in vivo associado 

a surgimento de oscilações rápidas no hipocarnpo e no córtex. Assim, no presente 

trabalho investigamos a dinâmica da modulação colinérgica muscarínica sobre a LTD 

na via CAl-rnPFC in vivo e sua dependência da neurotransrnissão glutarnatérgica 

mediada por receptores do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA). Para isso, ratos 

anestesiados com uretana e mantidos a temperatura controlada de 37 ± 0,5ºC, foram 

submetidos a implante de rnicroeletrodos para estimulação em CAl e registro de 

potenciais pós-sinápticos de campo (fPSPs) no rnPFC. Após 30rnin de registro de linha 

de base, a L TD foi induzida por meio de trens de pulsos elétricos de baixa freqüência 

(LFS) e monitorada por 240min. Neste protocolo, os animais receberam PILO 

(40nmoles; l µL; i.c.v.) ou Veh (líquido cefalorraquidiano artificial, aCSF) 

imediatamente antes ou 20rnin após LFS. Além disso, com o objetivo de avaliar o papel 

dos receptores NMDA (NMDAR) na modulação rnuscarínica da L TD cortical, um 

grupo independente de animais recebeu rnicroinjeção intra-rnPFC do antagonista 

seletivo de NMDAR (AP7; 20nmoles; 0,4µL) ou Veh (NaCl 0,15M) lümin antes de 

rnicroinjeção de PILO. Nossos resultados mostram que a pré-ativação rnuscarínica por 

PILO facilita a LTD na via CAl-mPFC. Contudo, PILO sozinha ou aplicada 20min 

após LFS não é capaz de modular nem a neurotransrnissão basal nem a manutenção da 

LTD na via CAl-mPFC. Além disso, o efeito da pré-ativação de PILO sobre a LTD é 

dependente da ativação de NMDARs, já que a aplicação de AP7 inibe a manutenção da 

L TD cortical. Portanto, em conjunto com os dados de LTP cortical, recentemente 

publicados pelo nosso laboratório, sugerimos que a atividade de receptores 

rnuscarínicos seja fundamental para modular a plasticidade sináptica de maneira 

bidirecional (L TP e LTD), dependendo dos padrões de disparos dos neurônios da região 

CAI do hipocampo. Por ser urna das principais saídas de informação do hipocarnpo 
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para o córtex, estudos sobre a modulação da plasticidade sináptica na via CAl -mPFC 

podem fornecer novos dados sobre os mecanismos envolvidos na consolidação de 

memórias de longo prazo, no papel do sono sobre a consolidação de memórias, e sobre 

alterações cognitivas em epilepsias, psicoses e comorbidades psiquiátricas. 

1.1. Abstract 

The brain cholinergic system has a criticai role in memory consolidation 

processes. Particularly, the medial prefrontal cortex (mPFC) shows an increase of 

acetylcholine (ACh) leveis during and after memory tasks. Additionally, cholinergic 

muscarinic activation enhances long-term potentiation (LTP) and depression (LTD) in 

the hippocampus and cortex. We have recently demonstrated that muscarinic agonist 

pilocarpine (PILO) promotes an increase of the late-phase of LTP in the hippocampus­

mPFC pathway associated with increases of rapid oscillations emergence in the 

hippocampus and cortex. Therefore, in the present work, we investigated the dynamic of 

cholinergic muscarinic modulation on LTD in the hippocampal-mPFC pathway and its 

glutamatergic neurotransmission dependence mediated by N-methyl-D-aspartate 

receptors (NMDAR). For this, urethane-anaesthetized rats under temperature body 

control (37±0,SºC), were implanted with CAI and mPFC microelectrodes for

stimulation and recording of postsynaptic potentials (fPSP). After 30min of fPSP 

baseline recordings, LTD was induced by trains of electric pulses at low-frequency 

stimulation (LFS) and monitored for additional 240min. ln this protocol rats received 

either a microinjection of PILO (40nmol; l µL, i.c.v.) or Veh (artificial cerebrospinal 

fluid, aCSF), immediately before or 20min after LFS. Beside this, in the order to assess 

the NMDAR role in the cortical LTD muscarinic modulation, a independent group of 

subjects received a selective NMDAR antagonist or vehicle (AP7; 20nmols; 0,4µL in 

NaCl 0,15M; intra-mPFC) lümin before PILO microinjection. Our results show that 

muscarinic pre-activation by PILO enhances the LTD in the CAl -mPFC pathway. 

However, PILO alone or applied 20min after LFS does not affect neither basal 

neurotransmission nor the late-phase of LTD in the CAl -mPFC. Also, the PILO pre­

activation effect on LTD is NMDAR-dependent, since the administration of AP7 

inhibtis the cortical LTD maintenance. Thus, together with the data about muscarinic 
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modulation of cortical L TP recently published by our laboratory, we suggest that 

muscarinic receptors activity is central to modulate the synaptic plasticity in a 

bidirectional way (LTP and LTD), depending ofhippocampus CAl füing rate. Because 

is one of the main information outflow from hippocampus to mPFC, studies about 

modulation of synaptic plasticity of CAl-mPFC pathway plasticity may provide new 

data about the mechanisms involved in the long-term consolidation of memories, the 

role of sleep on memory consolidation and about cognitive impairments in epilepsy, 

psychosis and psychiatry comorbidities. 
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1. Introdução

A capacidade de ajustar o comportamento frente a uma situação já vivenciada é 

uma característica altamente conservada nos animais e depende de um processo 

diversificado de aquisição, retenção e evocação de informações denominado memória. 

Esta permite que novos contextos, associações e repertórios comportamentais sejam 

adquirido armazenados e posteriormente evocados frente a diferentes situações, 

conferindo plasticidade comportamental. Particularmente importante é o fato de que a 

percepção de quem somos, ou seja, nossa autobiografia está intrinsecamente associada à 

memória. Acredita-se que o substrato biológico desse processo seja a plasticidade 

sináptica, ou seja, a modificação dependente de atividade da força ou eficácia da 

comunicação entre dois neurônios pré-existentes. Diversos estudos sugerem que a 

plasticidade sináptica tenha um papel central no desenvolvimento inicial do sistema 

nervoso central e continue modificando as sinapses de neurônios "adultos". Além disso, 

existe um acúmulo de evidências apontando que a disfunção de alguns de seus 

mecanismos contribui para o desenvolvimento de transtornos psiquiátricos e outras 

neuropatologias, como epilepsia. Contudo, os mecanismos pelos quais estes processos 

ocorrem ainda são muito pouco conhecidos. Por esses motivos, pela proximidade ao 

nosso cotidiano e pela própria beleza que lhe é intrínseca, a investigação das bases 

neuronais da memória desperta grande interesse em crianças, alunos, especialistas da 

área, entre outros. 

1.1. Modelos celulares de memória 

No final do século XIX, o neuroanatomista Santiago Ramón y Cajal (1852-

1934), após meticulosamente estudar a citoarquitetura do sistema nervoso, postulou que 

as redes neuronais não apresentavam uma continuidade citoplasmática como se 



2 

acreditava até então, mas que estavam conectadas por junções especializadas que mais 

tarde foram denominadas de sinapses por Charles S. Sherrington (1852-1952). Segundo 

Cajal, o aprendizado não resulta da proliferação de novas células nervosas, mas sim de 

novas ramificações nervosas e fortalecimento de conexões entre neurônios pré­

existentes. Deste modo, eventos externos seriam representados por padrões espaço­

temporais de atividade neural, sendo eles próprios agentes de modificações sinápticas 

(Defelipe, 2006). 

No início do século XX, Karl Lashley realizou experimentos importantes 

tentando encontrar a sede do engrama, ou seja, do substrato biológico que armazenaria 

as informações. Lashley avaliou os efeitos de diferentes lesões corticais em ratos sobre 

o desempenho em tarefas de memória. Seus resultados indicaram que os desempenhos

de ratos com lesão no córtex eram mais afetados de acordo com a quantidade de massa 

cortical removida, independente da localização. Lashley concluiu que a memória tinha 

uma localização distribuída no sistema nervoso, não existindo funções específicas para 

cada área cortical (Milner, Squire et al., 1998). 

Com o objetivo de explicar o processo de armazenamento de informações no 

encéfalo, Konorski e Donald Hebb propuseram a teoria da detecção de eventos 

coincidentes, na qual uma sinapse conectando duas células nervosas seria fortalecida se 

estivessem ativas ao mesmo tempo. Assim as conexões neuronais mais ativas tenderiam 

a se fortalecer e se estabilizar, ao contrário das mais inativas. Fortalecimento e 

estabilização representariam o aumento da probabilidade de, por exemplo, ocorrerem 

potenciais de ação em uma célula B quando uma célula A, conectada à B, dispara. Estas 

conexões são chamadas de sinapses dependentes de atividade ou hebbianas (Hebb, 

1949). 
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Hebb ainda forneceu mais alguns conceitos, considerados modernos até para os 

dias de hoje, sobre o funcionamento do encéfalo. Para explicar os resultados de Lashley 

de que o aprendizado não poderia estar localizado em regiões únicas do cérebro, Hebb 

sugeriu que (1) as informações fossem processadas por populações de neurônios e (2) 

que estas populações estariam amplamente distribuídas, envolvendo diversas áreas 

encefálicas. Assim, quanto mais amplas as lesões corticais que Lashley efetuava, 

maiores os prejuízos em sistemas visuais, somestésicos, motores, entre outros, que 

prejudicavam o desempenho dos ratos na tarefa. Em conclusão, Hebb negou a existência 

de um único centro de memória. Ao contrário, para ele diversas regiões do sistema 

nervoso central seriam responsáveis por representar um único evento, através dos 

diferentes graus de fortalecimento de suas conexões (Hebb, 1949; Milner, Squire et ai., 

1998). O conceito de sinapse dependente de atividade de Konorski e Hebb é hoje 

considerado a principal hipótese sobre o mecanismo fundamental de formação de 

memória. 

A busca pelo substrato biológico responsável por armazenar memórias tinha um 

foco bem claro: o neocórtex de mamíferos. Alguns estudos muito relevantes forneceram 

evidências de que não só o córtex era essencial para os processos de consolidação de 

memórias. Diversos estudos com pacientes com lesão no lobo temporal indicaram que 

esta região estava relacionada ao processamento de novas memórias. Um paciente em 

especial, conhecido como H.M., foi submetido a uma remoção bilateral dos lobos 

temporais, incluindo a formação hipocampal, para tratamento de epilepsia. Este 

procedimento de remoção resultou em uma profunda e permanente amnésia 

anterógrada, incapacitando-o de formar novas memórias explícitas ou declarativas. Mais 

tarde, Brenda Milner e seus colaboradores investigaram o desempenho de H.M. em 
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outras formas de aprendizagem. Experimentos que testavam memória de trabalho, 

condicionamento, aprendizagem motora entre outras habilidades, mostraram que o 

desempenho de H.M. não era prejudicado. Um exemplo disso era que, mesmo sem 

saber que tinha feito os mesmos testes de habilidade motora do dia anterior, H.M. 

melhorava seu desempenho dia após dia. Estes testes, em conjunto, demonstraram pela 

primeira vez a existência de múltiplos sistemas de memória (Squire, 1992; Milner, 

Squire et ai., 1998; Scoville e Milner, 2000). 

1.1.1. Potencialização de longa duração (LTP) 

Em 1966, Per Andersen realizou estudos que descreveram a relativa 

simplicidade tanto da arquitetura neural do hipocampo, quanto dos potenciais de campo 

eliciados quando estimulava as suas projeções axonais (Andersen, Blackstad et ai., 

1966). Estes estudos influenciaram profundamente as idéias de Tim Bliss, na época 

aluno de Ben Delisle Burns, motivando-o a visitar o laboratório de Andersen (Bliss, 

2003). Pouco antes disso, Terje Lomo, estudante de pós-doutorado no laboratório de 

Andersen, publicara seus primeiros resultados, demonstrando que um único e curto 

estímulo, seguido de um período de estímulos condicionados na via perfurante (PP) 

levava a uma resposta potencializada dos neurônios do giro-denteado (DG) (Lomo, 

2003). Alguns anos mais tarde, Bliss e Lomo (1973) publicaram a primeira observação 

experimental de um fenômeno de potencialização sináptica, de duração compatível com 

a manutenção da memória. A aplicação de estímulos elétricos em alta freqüência (HFS, 

do inglês highfrequency stimulation) na PP - projeções monosinápticas que conectam o 

córtex entorrinal (EC) ao hipocampo - de coelhos provocava a potencialização 

sustentada dos potenciais excitatórias pós-sinápticos de campo (fEPSP) na região do 
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DG (Bliss e Lomo, 1973). Este fenômeno foi chamado de potencialização de longo 

prazo (ou LTP, do inglês long-term potentiation). 

Estudos subseqüentes descreveram as principais propriedades da LTP como: 

especificidade, cooperatividade e associatividade. A especificidade significa que, apesar 

da ampla comunicação de populações neuronais, a indução de L TP ocorre apenas em 

uma via específica. Por exemplo, o estímulo da via perfurante elicia respostas pós­

sinápticas no DG do hipocampo e no córtex pré-frontal medial (mPFC). Entretanto, 

quando aplicado um protocolo específico para indução de L TP no DG, nada acontece 

com a magnitude dos potenciais eliciados no mPFC. Já na cooperatividade, estímulos 

subliminares podem induzir LTP em uma sinapse caso uma sinapse adjacente no 

mesmo neurônio tenha recebido estímulos tetânicos recentemente. Um exemplo típico 

dessa propriedade é a indução de LTP no hipocampo por meio de protocolo subliminar 

aplicado após estimulação prévia da amígdala basolateral. Uma derivação da 

cooperatividade é a associatividade. Nesse caso, se projeções de neurônios diferentes 

são ativadas ao mesmo tempo, as respostas eliciadas no neurônio que recebeu essas 

projeções apresentam um aumento em sua magnitude. Juntas, estas propriedades 

constituem importantes argumentos a favor da hipótese de que a L TP pode ser um 

modelo plausível para explicar alguns dos mecanismos de aprendizagem e memória 

(Bliss e Collingridge, 1993; Citri e Malenka, 2007). 

Diversos trabalhos atuais forneceram fortes evidências adicionais em direção a 

essa mesma idéia: (1) A LTP é facilmente observada no hipocampo, área do cérebro de 

mamíferos mais estreitamente relacionada à formação de memória; (2) estimulação 

elétrica de freqüência igual à atividade rítmica neuronal que ocorre naturalmente 

durante o comportamento exploratório (ritmo teta) é capaz de induzir LTP quando 
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aplicada no hipocampo; (3) inibidores de L TP hipocampal também bloqueiam 

aprendizagem e retenção de tarefas em roedores e primatas; ( 4) diversas alterações 

moleculares e neuroquímicas que ocorrem após a indução de LTP também ocorrem 

durante a aquisição de memória; (5) o bloqueio dessas vias altera tanto LTP como 

memória; (6) o aprendizado de uma tarefa de esquiva inibitória é capaz de induzir LTP 

no hipocampo; (7) a L TP possui pelo menos duas fases distintas: fase inicial que dura 

de 2 - 3 horas e fase tardia que pode durar de horas a dias. Essas duas fases distintas 

poderiam corresponder às memórias de curto e longo prazo (Bliss e Collingridge, 1993; 

Lynch, 2004; Whitlock, Heynen et al., 2006; Camrnarota, Bevilaqua et al., 2008; 

Izquierdo, Bevilaqua et al., 2008; Izquierdo, Camrnarota et al., 2008). 

Diversos estudos sobre as bases moleculares da LTP mostraram que o L­

glutamato, principal neurotransmissor excitatório do sistema nervoso de mamíferos, é 

fundamental para que este fenômeno ocorra. Vesículas presentes no terminal pré­

sináptico liberam esse neurotransmissor na fenda sináptica. Em seguida, receptores de 

L-glutamato tipo-ácido-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiônico (AMP A) são

ativados, abrindo seus canais e permitindo a passagem de íons Na
+ 

e K
+ 

para o meio 

intracelular. Esse trânsito de íons entre o meio extracelular e o intracelular gera uma 

despolarização da membrana pós-sináptica. Neste momento, os receptores de N-metil­

D-aspartato (NMDARs) mudam de conformação, em resposta à despolarização, 

liberando os íons Mg2+ 

que normalmente bloqueiam o seu canal. Quando os NMDARs 

estão livres do bloqueio fisiológico de Mg2+ há um grande influxo de Ca2+ 

para o meio 

intracelular. Outros canais de Ca2+ 

dependentes de voltagem são também abertos, 

amplificando esses efeitos. Nesse momento também ocorre ativação de receptores 
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metabotrópicos de glutamato (mGluR), que agem ativando cascatas intracelulares que 

promoverão efeitos mais tardios (Frey, Huang et ai., 1993; Lynch, 2004). 

Estudos sobre o funcionamento dos NMDARs forneceram fortes evidências de 

que aprendizagem, memória e LTP são fenômenos muito relacionados. Drogas que 

antagonizam a ação do L-glutamato nos receptores AMP A e NMDAR bloqueiam tanto 

L TP no hipocampo como aquisição de memórias hipocampo-dependentes. Além disso, 

o fato dos NMDARs só permitirem a entrada de íons Ca2
+ após eliminação de Mg2+ 

por 

despolarização prévia da membrana constitui um meio de formação de associações entre 

estímulos, ou seja, de detecção de dois eventos coincidentes (sinapse dependente de 

atividade ou hebbiana). Nesse caso, a primeira ativação simultânea dos neurônios 

poderia agir expulsando os íons Mg2
+ dos NMDARs pós-sinápticos. Nos eventos

subseqüentes, os níveis intracelulares bem mais altos de Ca2+ 
na célula pós-sináptica 

garantiriam maior potencialização de suas respostas a cada ativação da célula pré­

sináptica (Bliss e Collingridge, 1993; Lynch, 2004; Lynch, Rex et ai., 2007). 

1.1.2- Depressão de longa duração (LTD) 

Como mencionado, Konorski e Hebb postularam que a comunicação sináptica 

poderia sofrer aumento ou diminuição em sua eficácia dependendo de sua atividade. De 

acordo com essa idéia, foi demonstrado que protocolo de HFS na via perfurante gerava 

aumento da eficácia sináptica (LTP) no DG do hipocampo (Bliss e Gardner-Medwin, 

1973). Quase duas décadas mais tarde, Dudek e Bear (1992) mostraram pela primeira 

vez que a eficácia da comunicação sináptica das sinapses da via CA3-CA1 do 

hipocampo também poderia ser diminuída se aplicado um padrão de estimulação 

elétrica em baixa freqüência (LFS, do inglês low frequency stimulation). Este fenômeno 

ficou conhecido como depressão de longa duração (LTD, do inglês, long-term 
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depression) e é: (1) sustentado por mais de l h, (2) dependente de NMDAR e (3) inócuo 

para indução subseqüente de LTP, ou seja, não altera metaplasticidade (Dudek e Bear, 

1992). A demonstração experimental de que a comunicação sináptica poderia ser 

modulada bidirecionalmente de acordo com a atividade, sugere que exista um contínuo 

entre L TP e L TD e que as memórias sejam registradas por meio de padrões de 

distribuição dos níveis de eficácia sináptica de vias presentes em um ou mais circuitos 

neuronais, e não simplesmente por indução de LTP e posterior volta à eficiência basal 

como se acreditava até então (Malenka e Bear, 2004; Citri e Malenka, 2007). 

Na maioria dos casos, LTP e LTD compartilham características importantes 

como: (1) dependência de ativação de NMDARs, (2) manutenção dependente de síntese 

de novas proteínas e (3) curso temporal equivalente a processos mnemônicos (Takita, 

Izaki et al., 1999; Citri e Malenka, 2007). Adicionalmente, também podem ser 

induzidas em diversas outras regiões do cérebro de roedores, como amígdala, cerebelo, 

córtex perirrinal e mPFC (Massey e Bashir, 2007). Contudo, LTP e LTD dependentes 

de NMDA diferem substancialmente quanto às suas cascatas de sinalização 

intracelulares (Malenka e Bear, 2004). Embora ambos os processos dependam da 

presença de Ca2
+ intracelular, esses fenômenos diferem quanto à sua quantidade. A LTP 

está associada a grandes influxos deste íon enquanto a L TD ocorre em níveis mais 

baixos (Nakano, Yamada et al., 2004). Altas concentrações de Ca2+ 
ativam uma maior

quantidade de proteínas cinases, que irão fosforilar substratos protéicos de uma 

variedade de vias de sinalização intracelular. Em contrapartida, pequenas concentrações 

de Ca2+ 
mobilizam, preferencialmente, proteínas fosfatases, que irão desfosforilar

muitas vezes as mesmas proteínas (Wang e Kelly, 1996). Resumidamente, muitos 

achados têm demonstrado que uma maior mobilização de proteínas cinases ativa 
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cascatas de sinalização responsáveis pela inserção de novos receptores de L-glutamato 

do tipo AMP A no terminal pós-sináptico potencializando a eficiência da transmissão 

sináptica. Ao passo que a mobilização de fosfatases ativa cascatas de sinalização 

responsáveis pela endocitose destes receptores, diminuindo a eficiência da transmissão 

sináptica (Bliss e Collingridge, 1993; Wang e Kelly, 1996; Citri e Malenka, 2007). Ao 

contrário da LTP, ainda existem poucos trabalhos sobre a manutenção da LTD. Contudo 

já existem algumas evidências de que a LTD está associada a encolhimento no tamanho 

das espinhas dendríticas e que isso poderia ser devido à perda de receptores AMP A nos 

terminais pós-sinápticos (Luscher, Nicoll et ai., 2000; Zhou, Homma et ai., 2004). 

Consistentemente, alguns estudos indicam que o tamanho da espinha dendrítica está 

relacionado ao número de receptores AMP A expostos em sua superficie (Takumi, 

Ramirez-Leon et ai., 1999). 

O estudo dos eventos moleculares envolvidos no contínuo entre LTP e LTD, ou 

seja, na possibilidade de conversão entre LTP e L TD, pode ser uma ferramenta útil para 

um maior entendimento dos mecanismos de armazenamento e extinção de memórias em 

tarefas comportamentais, manifestação de transtornos psiquiátricos e desevolvimento de 

adicção por drogas de abuso (Martin e Morris, 2002; Brebner, Wong et ai., 2005; Citri e 

Malenka, 2007; Massey e Bashir, 2007). Nesse contexto, foi observado que encéfalos 

de pacientes esquizofrênicos apresentam alterações na expressão de calcineurina 

(também conhecida como fosfatase 2B ou PP2B), uma proteína fosfatase amplamente 

presente no tecido nervoso, dependente de Ca2+ 
e calmodulina e fundamental para o 

mecanismo básico de intemalização de receptores AMP A, necessários para indução da 

LTD (Rusnak e Mertz, 2000; Gerber, Hall et ai., 2003). Consistente com esses 

resultados foi demonstrado que camundongos modificados geneticamente para não 
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expressarem calcineurina no prosencéfalo basal durante a fase adulta apresentam 

diversas alterações comportamentais que se assemelham à psicose, como 

hiperlocomoção, diminuição da interação social, prejuízo no filtro sensório-motor 

medido por teste de inibição de pré-pulso em sobressalto gerado por estímulo acústico 

(PPI, do inglês, prepulse inhibition) e deficiência em tarefa de inibição latente em medo 

condicionado (Miyakawa, Leiter et al., 2003). Outros estudos post-mortem têm 

reportado alterações na expressão da enzima cinase-3 da glicogênio sintase (GSK-3) 

(Ahn, Youn et ai., 2003; Kozlovsky, Shanon-Weickert et al., 2004). Esta enzima regula 

o estado de fosforilação de várias proteínas e também está amplamente presente no

tecido nervoso. Além disso, faz parte de cascatas de sinalização responsáveis por 

diversos mecanismos de proliferação e adesão celular, além de plasticidade sináptica 

(Beasley, Cotter et al., 2001; Nadri, Dean et a!., 2004). É interessante destacar que, 

assim como a calcineurina, o bloqueio de GSK-3 no hipocampo de roedores também 

impede a indução de LTD (Citri e Malenka, 2007; Peineau, Bradley et al., 2008). Em 

contrapartida, a sua hiperexpressão em camundongos modificados geneticamente reduz 

a indução e a duração da LTP no hipocampo (Hooper, Markevich et al., 2007). 

Ainda existem outras formas de LTD independentes de ativação de NMDAR 

que foram mais recentemente demonstradas, por exemplo: LTD dependente de mGluR 

(mGluR-LTD), de endocanabinóide (eCB-LTD) ou LTD muscarínica (LTDm). Cada 

uma delas possui particularidades adicionais nas cascatas de sinalização envolvidas, 

variando consideravelmente dependendo do circuito estudado. A maioria dos dados 

obtidos têm sido de estudos in vitro e os seus resultados ainda não trouxeram 

informações tão sólidas quanto no caso da LTD dependente de NMDAR (Citri e 

Malenka, 2007). 
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1.2. Sistema colinérgico e memória 

Um acúmulo de evidências, fornecidas por estudos que datam desde antes da 

própria descoberta da neurotransmissão colinérgica central no começo da década de 

1950, sugere que o sistema colinérgico está envolvido no processamento de 

aprendizado, memória e estados alterados de consciência (Hobson, 1992; Jerusalinsky, 

Komisiuk et ai., 1997). Contudo, o interesse pelo sistema colinérgico aumentou com a 

descoberta de que deficiências em seu funcionamento geravam prejuízos cognitivos 

associados ao envelhecimento e a doenças degenerativas como Alzheimer (Giacobini, 

1990; Fibiger, 1991). Concomitantemente, estudos com modelos de epilepsia, utilizando 

ativação colinérgica do lobo temporal em ratos por meio de administração do agonista 

muscarínico não-seletivo pilocarpina (PILO), mostraram-se importantes para avanços 

na compreensão dos mecanismos desencadeadores de morte neuronal após crises 

convulsivas, além dos conseqüentes prejuízos em aprendizagem e memória (Leite, 

Bortolotto et ai., 1990; Leite, Nakamura et ai., 1990; Cavalheiro, Leite et al., 1991; 

Leite e Cavalheiro, 1995; Leite, Garcia-Cairasco et ai., 2002). Um pouco mais tarde, 

estudos que dosaram acetilcolina (ACh) no sistema nervoso central em ratos em livre 

movimento indicaram que diversos estados comportamentais, como sono REM ( do 

inglês, rapid-eye movement), atenção seletiva, aprendizado, consolidação de memória, 

surtos psicóticos, estados de consciência, entre outros, estão associados a alterações 

significativas nos níveis de ativação colinérgica central (Perry, Walker et ai., 1999; 

Power, Vazdarjanova et al., 2003; Hasselmo, 2006). 

O sistema colinérgico central de mamíferos é constituído de seis vias, 

caracterizadas pelo local de origem das diversas aferências colinérgicas. Os dois núcleos 

mais relacionados à memória são os núcleos do septo e a banda diagonal vertical, que 
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projetam apenas para o hipocampo, assim como o núcleo basal magnocelular, que 

projeta para todo o córtex. Contudo, em roedores não há uma delimitação clara desses 

núcleos, ao contrário de primatas. Assim, eles são conhecidos genericamente como 

neurônios colinérgicos do prosencéfalo basal (Van Der Zee e Luiten, 1999; Lucas­

Meunier, Fossier et ai., 2003). 

Os receptores de ACh são classificados em duas grandes famílias: nicotínicos e 

muscarinínicos. Os receptores nicotínicos são do tipo ionotrópico, pois formam um 

canal para passagem de íons, estão presentes no sistema nervoso central e periférico e 

possuem ação rápida e não duradoura. Já os receptores muscarínicos são classificados 

em cinco subtipos que diferem em seus efeitos, conservando uma característica básica: 

ação tardia e duradoura. Ao contrário dos nicotínicos, os receptores muscarínicos são do 

tipo metabotrópico, pois estão acoplados a proteínas sinalizadoras e também estão 

presentes tanto no sistema nervoso central quanto periférico. Para esta classe de 

receptores, cinco genes (ml, rn2, m3, m4 e m5) foram clonados e caracterizados como 

codificadores dos respectivos subtipos de receptores (Ml-M5). Cada subtipo de receptor 

está associado a uma classe distinta de proteína G, que pode modular, diretamente ou 

por ação de segundos mensageiros, a abertura de canais iônicos, níveis de Ca2
+

intracelular e a atividade de diversas proteínas. Os receptores Ml, M3 e M5 são 

conhecidos como tipo-Ml e atuam principalmente nos neurônios pós-sinápticos, já os 

receptores M2 e M4 são conhecidos como tipo-M2 e atuam nos pré-sinápticos. Os 

receptores tipo-Ml são excitatórios, pois ativam cascatas intracelulares que promovem 

o fechamento de canais de K+ e aumentam os níveis intracelulares de Ca2+. Já os

receptores tipo-M2 são inibitórios, pois provocam a abertura de canais de� (Caulfield 

e Birdsall, 1998; Lucas-Meunier, Fossier et ai., 2003). 



13 

O subtipo de receptor muscarínico Ml  é considerado de especial interesse para o 

estudo da memória por vários motivos: (1) são receptores muscarínicos de atuação pós­

sináptica que ativam, por meio de proteína G
q
, cascatas de sinalização de inositol tri­

fosfato (IP3). Essa via de sinalização intracelular é capaz de fechar canais de K
+ 

e

aumentar os níveis intracelulares de Ca2+ 

por meio da abertura de reservatórios 

intracelulares presentes no retículo endoplasmático, favorecendo, portanto, a 

despolarização celular (Nathanson, 2000); (2) esses receptores estão presentes 

principalmente no telencéfalo, particularmente no córtex e hipocampo (Van Der Zee e 

Luiten, 1999; Sellin, Shad et al., 2008); (3) são os únicos que estão presentes em todas 

as camadas do córtex (Levey, Kitt et ai., 1991). São os mais abundantes no prosencéfalo 

e no hipocampo (Levey, Kitt et ai., 1991; Wei, Walton et al., 1994); (5) estão co­

localizados com NMDARs (Marino, Rouse et ai., 1998). Os subtipos M3 e M5 também 

promovem transdução de sinal por meio de proteína G
q 

e atuam nos terminais pós­

sinápticos. Eles se apresentam esparsamente distribuídos pelo sistema nervoso central, 

concentrando-se um pouco mais na região do hipotálamo e dos neurônios 

dopaminérgicos dos núcleos basais, respectivamente. (Lucas-Meunier, Fossier et ai., 

2003; Sellin, Shad et al., 2008). Entretanto, seus papéis sobre aprendizado e memória 

ainda são pouco conhecidos. 

Já o subtipo M2 está presente em maior densidade no prosencéfalo basal, tálamo 

e tronco cerebral. Atua nos terminais pré-sinápticos por meio de proteína Gi (inibitória) 

funcionando como auto ou hetero-receptores de neurônios colinérgicos, regulando a 

liberação de ACh. O subtipo M4 possui distribuição muito parecida com a do subtipo 

M l: hipocampo, neocórtex e estriado. Este subtipo também tem sido considerado 

importante na modulação de aprendizado e retenção de memória (Jerusalinsky, 
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Kornisiuk et al., 1997; Ferreira, Furstenau et al., 2003; Sanchez, Alvares et ai., 2009). 

No hipocampo os receptores M4 se apresentam de forma semelhante aos M2, ou seja, 

atuando nos terminais pré-sinápticos. Já no neocórtex e estriado os M4 atuam no 

terminal pós-sináptico, acoplando-se preferencialmente a proteína Gi que inibe a 

atividade da adenilato ciclase. Em última análise, esta inibição inativa os receptores de 

Ca2+ 

sensíveis a alteração de voltagem na membrana (Ferreira, Furstenau et ai., 2003; 

Power, Vazdarjanova et ai., 2003). 

O papel do sistema colinérgico central no aprendizado e memória é bem 

documentado (Fibiger, 1991; Blokland, 1995; Jerusalinsky, Komisiuk et ai., 1997; 

Anagnostaras, Murphy et al., 2003; Power, Vazdarjanova et al., 2003). Em muitos dos 

paradigmas descritos, utilizam-se injeções sistêmicas de inibidores de 

acetilcolinesterase ou antagonistas colinérgicos não-seletivos (principalmente 

escopolamina), antes de tarefas de memória (Blokland, Honig et ai., 1992; Hasselmo, 

2006). Outros estudos indicam que injeções sistêmicas de antagonistas e agonistas 

colinérgicos não-seletivos logo após os treinamentos, afetam a consolidação de 

memórias, sem que ocorram interferências atencionais, sensoriais ou motoras (Power, 

Vazdarjanova et ai., 2003). 

Estudos utilizando microdiálise em ratos livre-movimento indicam que a simples 

execução de alguma tarefa cognitiva é capaz de gerar aumento da concentração de ACh 

central durante e após tarefas cognitivas (Fibiger, 1991; Hirnmelheber, Sarter et al., 

2000; Passetti, Dalley et al., 2000; Dalley, Mcgaughy et al., 2001; Arnold, Burk et al., 

2002). Em algumas tarefas cognitivas que exigem atenção seletiva, o aumento dos 

níveis centrais de ACh apresenta-se diretamente relacionado com a dificuldade do 

procedimento (Kozak, Bruno et ai., 2006). Além disso, o bloqueio de receptores 
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colinérgicos muscarínicos por escopolamina, em humanos, prejudica a aquisição apenas 

de novas memórias, não influenciando a evocação daquelas previamente consolidadas 

(Atri, Sherman et al., 2004). Isso sugere que a atividade colinérgica seja essencial para o 

processamento de novas memórias declarativas, atuando, principalmente, em 

circuitarias cortico-hipocampais (Scoville e Milner, 1957; Power, Vazdarjanova et al., 

2003; Squire, Stark et al., 2004; Hasselmo, 2006). 

Figura 1. Vias colinérgicas no sistema nervoso central de ratos. Neurônios colinérgicos do septo (Ch 1) e 

da porção horizontal da banda diagonal (Ch2) projetam para o hipocampo, enquanto o núcelo pedunculo­

pontino (Ch5) e o núcleo tegmental latero-dorsal (Ch6) projetam para o tálamo. Núcleos colinérgicos 

provenientes da porção vertical da banda diagonal (Ch3) projetam para o bulbo olfatório. As projeções 

colinérgicas responsáveis por inervar o córtex são provenientes do núcleo basal magnocelular (Ch4). 

Figura adaptada de Lucas-Meunier, Fossier et ai (2003). 

1.3. Modulação colinérgica da plasticidade sináptica no hipocampo e córtex 

As bases celulares correlacionadas à modulação colinérgica da formação de 

memórias ainda foram pouco estudadas. A utilização da LTP como um modelo celular 
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para o estudo da memória tem proporcionado alguns avanços nessa questão. Estudos 

utilizando preparações in vitro de fatias (slices) do hipocampo de ratos mostraram que 

agonistas colinérgicos muscarínicos não seletivos facilitam a indução de LTP no GD 

(Burgard e Sarvey, 1990) e aumentam a sua magnitude na região CAI (Blitzer, Gil et 

ai., 1990). Posteriormente foi demonstrado que a atropina suprime a indução de L TP em 

CAl (Sokolov e Kleschevnikov, 1995). Dois estudos recentes utilizando LTP do 

hipocampo in vitro apresentaram conclusões muito relevantes para o entendimento do 

funcionamento da modulação colinérgica na memória: (1) camundongos transgênicos, 

especificamente deficientes de receptores muscarínicos do tipo MI, possuem menor 

manutenção da LTP induzida por "theta burst" em CAI (Anagnostaras, Murphy et ai., 

2003); (2) ativação fisiológica de receptores muscarínicos Ml  aumenta LTP em CAI 

(Shinoe, Matsui et ai., 2005); e (3) bloqueio de receptores M4 por antagonista seletivo 

(toxina MT3) impede indução de LTP na via CA3-CA1 (Sanchez, Alvares et ai., 2009). 

Estudos com animais in vivo mostraram que: (1) ativação colinérgica potencializa a LTP 

no DG (Abe, Nakata et ai., 1994); (2) ativação colinérgica fisiológica aumenta a LTP 

em CAI, dependendo da atividade oscilatória espontânea de animais em livre­

movimento (Leung, Shen et ai., 2003); (3) ACh endógena diminui o limiar para indução 

de LTP em CAI (Ovsepian, Anwyl et ai., 2004). Esses dados em conjunto indicam que, 

em geral, agonistas muscarínicos não seletivos facilitam a LTP no hipocampo e 

antagonistas não seletivos prejudicam. Em relação aos subtipos de receptores, parece 

que Ml  esteja envolvido na facilitação da LTP, embora sua atividade não seja essencial. 

Por outro lado, o funcionamento de M4 parece ter um papel permissivo na expressão de 

LTP na via CA3-CA1 (Sanchez, Alvares et ai., 2009). 
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Outros grupos de pesquisa focaram seus estudos na modulação colinérgica da 

LTP no córtex de ratos, corroborando os dados já obtidos pelos estudos com 

hipocampo. Resultados de estudos in vitro mostraram que ativação colinérgica facilita 

LTP no córtex visual (Brocher, Artola et ai., 1992) e córtex piriforme (Hasselmo e 

Barkai, 1995; Patil, Linster et ai., 1998). Já a supressão colinérgica muscarínica por 

atropina, diminui a LTP no EC (Cheong, Yun et al., 2001). Estudos com animais in vivo 

mostraram que: (1) ativação colinérgica por injeção sistêmica de PILO potencializa LTP 

no córtex motor primário (Boyd, Trepei et al., 2000); (2) estabilização da LTP tálamo­

córtex visual, pelo priming da amígdala, depende de ativação colinérgica (Dringenberg, 

Kuo et al., 2004) (Dringenberg, Kuo et ai., 2004); (3) estimulação do prosencéfalo basal 

potencializa L TP na via tálamo-córtex visual (Dringenberg, Harnze et al., 2007). 

Os estudos da modulação colinérgica da LTD no hipocampo e no córtex são 

menos abundantes. Huerta e Lisman ( 1995) demonstraram que a atividade oscilatória 

em teta no hipocampo gerada por carbacol promove facilitação da conversão da LTP em 

LTD na via CA3-CA1 in vitro. Outros estudos tiveram como foco a modulação 

colinérgica da LTD no córtex. Kirkwood, Rozas et al. (1999) estudaram a modulação 

colinérgica em slices do córtex visual. Seus resultados indicaram que a ativação 

colinérgica gerada por carbacol facilita a indução de LTD, e que esta facilitação é 

dependente de ativação de receptores muscarínicos do tipo Ml. Um pouco mais tarde 

Warburton, Koder et al., (2003) demonstraram que bloqueio de receptores muscarínicos 

por administração de escopolamina impede indução de LTD no córtex perirrinal in 

vitro. Mais recentemente, Kuczewski, Aztiria et ai. (2005) mostraram que a remoção 

das aferências colinérgicas, provenientes do prosencéfalo basal, promove indução de 
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L TD após estimulação denominda theta burst, um protocolo de estimulação conhecido 

por induzir L TP no córtex e hipocampo de animais intactos. 

Em resumo, esses dados sugerem que a atividade colinérgica modula a 

plasticidade sináptica, tanto no hipocampo, quanto no córtex. Contudo, ainda não está 

claro qual é o papel da ativação colinérgica na plasticidade sináptica de conexões entre 

o hipocampo e o neocórtex, essenciais para a retenção de memórias de longo-prazo

(Huerta e Lisman, 1995; Kirkwood, Rozas et a!., 1999; Warburton, Koder et a!., 2003; 

Kuczewski, Aztiria et a!., 2005). 

1.4. A via CAl-mPFC 

O principal elo entre o hipocampo e o neocórtex é o córtex transicional, 

composto pelos córtices perirrinal, parahipocampal e entorrinal. Os dois primeiros 

recebem informações dos estágios mais elevados do processamento neocortical em cada 

uma das principais modalidades sensoriais. Após processar um estímulo, os córtices 

perirrinal e parahipocampal enviam a informação para a região do córtex entorrinal 

onde as diferentes modalidades sensoriais podem ser combinadas, formando uma 

representação polimodal do ambiente. Em seguida, o córtex entorrinal envia essas 

representações polimodais ao hipocampo, onde são criadas representações ainda mais 

complexas. Essas representações complexas processadas pelo hipocampo são enviadas 

de volta ao neocórtex via CAl, completando assim a alça de comunicação córtex -

hipocampo - córtex (Squire, Stark et al., 2004). Além de projetar para o córtex 

entorrinal, a região CAI projeta, ipsilateralmente, para o mPFC (Vertes, 2006). 

Diversos estudos clínicos e experimentais indicaram que o mPFC está envolvido no 

processo de aprendizagem e memória, especialmente de trabalho (Goldman-Rakic, 

1995b; a). Além disso, o mPFC contribui para: (1) a ordenação temporal de eventos 
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espaciais e não espaciais; (2) a organização de informações e planejamento de respostas; 

(3) o processamento de informações que requerem atenção seletiva; ou ainda (5) o

processamento de informações e planejamento de comportamentos relacionados ao 

medo e ansiedade (Dalley, Cardinal et ai., 2004). É bem documentado também o 

envolvimento do mPFC em transtornos psiquiátricos, tais como: transtorno bipolar, 

depressão, psicose e transtorno de ansiedade (Drevets, Price et a!., 1997; Cerqueira, 

Mailliet et a!., 2007). 

Por esses motivos, no final da década de 1980 e início da década de 1990 

pesquisadores destacaram a possível importância da comunicação entre CA l e mPFC 

em processos cognitivos (Damasio, 1989; Squire, 1992). As primeiras evidências diretas 

sobre o papel dessa via foram obtidas por experimentos que verificaram os efeitos de 

lesões unilaterais da região CAI combinadas a lesões contralaterais do mPFC sobre a 

memória espacial de trabalho, testada em labirinto radial. Os resultados, em conjunto, 

sugerem que a transmissão de informação entre o hipocampo e o mPFC é necessária 

quando uma informação espacial de curta duração ( obtida na sessão de treino) é usada 

para gerar estratégias comportamentais prospectivas (Searnans, Floresco et ai., 1995; 

Floresco, Seamans et ai., 1997; Degenetais, Thierry et a!., 2003). 

No início da década de 1990 alguns pesquisadores forneceram importantes 

informações sobre a natureza da neurotransmissão da via CAI - mPFC. Seus resultados 

indicaram que: (1) a comunicação CAI - mPFC é excitatória e dependente de 

glutamato; (2) as respostas evocadas no mPFC por pulsos únicos dados em CA 1, são 

dependentes de ativação de receptores AMPA; (3) a via CAl-mPFC está sujeita a 

indução de LTP, LTD e conversão entre eles (bidirecionalidade); e (4) o mecanismo de 

indução de LTP nessa via é dependente de NMDARs (Laroche, Jay et ai., 1990; Jay, 
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Burette et al., 1995; Takita, Izaki et al., 1999; Laroche, Davis et al., 2000). Outros 

estudos indicaram que ocorre uma rápida ativação intracelular de proteína cinase A 

(PKA), dependente de ativação de NMDAR, alguns minutos após a indução de LTP na 

via CAI - mPFC de ratos in vivo; sugerindo o envolvimento de adenosina 3',5'­

monofosfato cíclico (AMPc) e PKA em cascatas intracelulares durante as fases iniciais 

da LTP no mPFC (Jay , Gurden et ai., 1998). Outros trabalhos mostraram que a LTP no 

mPFC pode se modulada por meio de: (1) infusão local de dopamina no mPFC (Jay , 

2003); (2) tratamento agudo com clozapina, um anti-psicótico atípico capaz de aumentar 

ACh no mPFC (Parada, Hernandez et ai., 1997; Ichikawa, Dai et ai., 2002; Gemperle, 

Enz et ai., 2003); (3) tratamento agudo com fluvoxamina, um inibidor de recaptação de 

serotonina (Ohashi, Matsumoto et al., 2002) e (4) tratamento crônico com anfetamina, 

utilizado como modelo experimental de psicose (Ishikawa, Kadota et ai., 2005). 

Recentemente, foi demonstrado que a manutenção de plasticidade sináptica no 

hipocampo e na via CAl-mPFC é modulada durante o sono (Romcy-Pereira e Pavlides, 

2004). A privação curta (4h) e seletiva de sono REM, logo após aplicação de HFS, 

reduz a LTP na via entorrinal-DG 48h depois. E, em contrapartida, potencializa a LTP 

na via CAl- mPFC; tanto imediatamente após a privação quanto 48h após a indução de 

LTP. Isto sugere que o sono modula distintamente a eficiência sináptica no hipocampo e 

no mPFC. No hipocampo, o sono promove a manutenção da plasticidade sináptica de 

longa duração enquanto no mPFC parece permitir ou promover que as sinapses 

retornem à sua eficiência basal, garantindo a continuidade de plasticidade no próximo 

ciclo de vigília (Romcy-Pereira e Pavlides, 2004). Um possível substrato biológico para 

a restauração da eficiência sináptica na via CAl-mPFC são os fenômenos de 

despotencialização (volta à eficiência basal) e de bidirecionalidade (conversão entre 
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LTP em LTD) (Laroche, Davis et al., 2000). Essa flexibilidade da eficácia sináptica já 

foi observada experimentalmente in vivo e é compatível com o papel do mPFC no 

armazenamento temporário de informações, essencial para o processamento de 

memórias de trabalho (Goldman-Rakic, 1995b; Izaki, Takita et al., 2003). 

O fenômeno de L TD na via CAl-mPFC foi demonstrado há pouco mais de dez 

anos (Takita, Izaki et al., 1999). Contudo, os mecanismos responsáveis pela expressão 

da L TD nessa via ainda foram pouco estudados. Por exemplo, ainda não foram 

publicados estudos verificando se a LTD na via CAl-mPFC é dependente de NMDARs. 

Também não se sabe se a L TD nesta via poderia ser modulada pelos sistemas 

aminérgico, colinérgico, histaminérgico etc. Por outro lado, o possível envolvimento da 

plasticidade sináptica da via CAl-mPFC no aprendizado e memória de roedores têm 

sido estudado por meio de implantes crônicos de eletrodos de registro e estimulação em 

ratos em livre movimento submetidos a diferentes tarefas cognitivas (Burette, Jay et al.,

2000; Rugues e Garcia, 2007; Koseki, Matsumoto et al., 2009). Resumidamente, estes 

estudos indicam que os fPSPs da via CAl-mPFC apresentam LTD ou LTP espontânea 

durante ou após aquisição, retenção, evocação ou extinção de memória emocional ou de 

trabalho. Este fenômeno está associado diretamente a melhora de desempenho na tarefa. 

Além disso, em alguns casos, ocorre a conversão da LTD inicial em LTP, mostrando 

que a bidirecionalidade da eficácia sináptica da via CAl-rnPFC descrita em animais 

anestesiados com uretana (Laroche, Davis et al., 2000; Izaki, Takita et al., 2003) 

também ocorre em ratos em livre movimento durante tarefas cognitivas. Apesar destes 

avanços, os mecanismos pelo qual estes processos ocorrem permanecem desconhecidos. 

Como vimos, o sistema colinérgico está envolvido nos prejuízos cognitivos 

presentes em modelos experimentais de epilepsia e transtornos psiquiátricos, além de 
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desempenhar papel fundamental na aquisição, retenção e evocação de memórias. 

Considerando que o processo de consolidação de memória declarativa envolve fluxo de 

informação entre o hipocampo e o córtex, faz-se necessário o estudo dos efeitos da 

modulação colinérgica na plasticidade sináptica das aferências e eferências que 

conectam estas áreas. A via CAl -mPFC é uma das saídas informacionais do hipocampo 

para o córtex. Ela possui neurotransmissão glutamatérgica e expressa L TP dependente 

de NMDAR. Sugere-se que a via CAI - mPFC esteja envolvida no processamento e 

execução de comportamentos prospectivos por possibilitar a integração de diversos 

tipos de informações que são adquiridas e reprocessadas a cada momento. As primeiras 

evidências indiretas sobre a modulação colinérgica da via CAl-mPFC vieram com 

Romcy-Pereira e Pavlides (2004) demonstrando que o sono REM, fase do sono em que 

ocorre alta reativação colinérgica (Vazquez e Baghdoyan, 2001), é capaz de modular a 

LTP na via CAl-rnPFC de ratos em livre-movimento. Em seguida, dados iniciais 

coletados em nosso laboratório mostraram, pela primeira vez, que a atividade 

colinérgica muscarínica modula a plasticidade sináptica na via CAl-rnPFC e que esta 

modulação parece envolver alterações monoaminérgicas (Lopes Aguiar, Romcy-Pereira 

et al., 2008). Nossos resultados sugerem que a ativação de receptores muscarínicos 

colinérgicos por injeção de PILO (15 mg/Kg, i.p.) 20 min antes de indução de LTP, 

potencializa a manutenção da LTP cerca de 1,5 hora após a sua indução e promove 

modificações nos níveis de monoaminas no rnPFC. Apesar do crescente número de 

estudos sobre a importância dessa via em transtornos psiquiátricos, epilepsia, 

aprendizado e memória, bem como, do amplo envolvimento do sistema colinérgico em 

todos os processos supracitados, ainda não existem estudos reportando os efeitos da 

atividade colinérgica sobre a LTD na via CAl-mPFC, bem como, sobre o papel dos 

NMDARs nestes processos. 
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Córtex pré-frontal ◄ 
) medial (mPFC) 

Figura 2. A via CAl-mPFC e outras eferências e aferências relevantes para o estudo da plasticidade 

sináptica, memória, emoções, epilepsias e transtornos psiquiátricos. O mPFC possui posição anatômica 

privilegiada, pois recebe projeções de diversas regiões corticais e límbicas, possuindo papel central no 

processamento de informações emocionais e cognitivas. Além disso, o mPFC é capaz de influenciar a 

atividade da amígdala basolateral (BLA), núcleo accumbens (ACC), área tegmental ventral (VTA) e 

núcleos médio dorsal (MD) e reuniens (RE) do tálamo. Contudo as conexões entre o hipocampo 

(subcampo CAI) e mPFC são unidirecionais, constituindo uma das principais vias de saída de informação 

para o córtex. Por isso, a via CAl-mPFC parece desempenhar funções importantes no processamento de 

memória de trabalho e consolidação de memória em longo-prazo (Figura adaptada de Vertes, 2006). 

2.0bjetivos Gerais 

Investigar os efeitos da modulação colinérgica muscarínica na indução e 

manutenção da L TD na via CAI - mPFC de ratos in vivo.

2.1. Objetivos específicos 

(1) Estudar os efeitos da pré-ativação muscarínica central, por micro-injeção

i.c.v. de PILO antes da aplicação de estimulação de baixa freqüência (LFS), no processo

de indução e manutenção da LTD na via CAl-mPFC; 
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(2) Estudar os efeitos da pós-ativação muscarínica central, por micro-injeção de

PILO após LFS, na manutenção da L TD na via CAl-mPFC; 

(3) Estudar o papel de receptores de L-glutamato do tipo NMDA na interação

entre PILO e LTD na via CAl -mPFC. 

3. Materiais e métodos

3.1. Animais 

Foram utilizados em tomo de 120 ratos Wistar adultos machos com pesos entre 

250 e 450 g, provenientes do Biotério Central da Universidade de São Paulo - USP/RP. 

Sendo que destes, 75 animais foram aproveitados como sujeitos experimentais. Esta 

perda de 37,5% está dentro do esperado inicialmente, considerando a taxa de 

mortalidade dos ratos durante a cirurgia, erros no posicionamento de cânula entre outros 

fatores capazes de interferir nos resultados. 

Os ratos foram mantidos em caixas de polipropileno (40 x 33 x 18 cm) contendo 

raspas de madeira (maravalha) sobre o assoalho. Durante todo o período dos 

experimentos, os animais estiveram alojados em biotério com temperatura controlada 

(25 ± 2° C) e submetidos a ciclo de 12 h de claro: 12 h de escuro com luzes acesas às 

07h00min. Além disso, os ratos tiveram livre acesso à comida e água. Todos os 

protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação 

Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (FMRP - USP), nº do processo: 

086/2007. 
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3.2. Cirurgia e implante de eletrodos 

Após injeção sistêmica de uretana (1,2 a 1,5 g/Kg i.p. em NaCl 0,15 M), foi feita 

verificação do grau de anestesia no rato por meio de pinçamento de cauda. O animal foi 

submetido, então, a tricotomia do escalpo e fixação do crânio em estereotáxico (KOPF; 

KOPF instruments; EUA). Em seguida, foi feito procedimento de assepsia do escalpo 

com iodo e água oxigenada. Logo após, foi administrada injeção subcutânea de 

anestésico (lidocaína a 2% em NaCl O, 15 M) no local da incisão. O rato, então, foi 

submetido à incisão do escalpo para a exposição e limpeza da superficie do crânio. 

Tomando-se o bregma como referência ântero-posterior e médio-lateral, foram feitos 

dois orifícios no crânio segundo as coordenadas: (ântero-posterior: - 5,6 mm; médio­

lateral: + 4,5 mm para a região posterior dorsal da área CAl do hipocampo) e (ântero­

posterior: + 3,0 mm; médio-lateral+ 0,5 mm; para o mPFC) (Paxinos e Watson, 1998). 

Dois orifícios adicionais foram feitos: um deles destinado a implante de cânula para 

micro-injeções de drogas no ventrículo lateral dorsal (ântero-posterior: - 0,5 mm; 

médio-lateral + 1,3 mm e dorso-ventral: - 2,53mm) e outro para fixação de um 

micropara:fuso com fio e conector para servir como terra e referência durante os 

registros. As coordenadas dorso-ventrais de CAl e do mPFC variaram de acordo com o 

rato compreendendo valores entre -2,0 a -3,0mm para CAI e -3,0 a 3,5mm para o 

rnPFC. Os ratos foram submetidos a controle da temperatura corporal (37º ± 0,5ºC) 

desde o início da cirurgia. Dois eletrodos feitos com fios de tungstênio revestidos por 

teflon (60 µm de diâmetro; A-M Systems, lnc.) foram implantados através dos orifícios: 

(1) eletrodo monopolar de registro na região do rnPFC (alvo: área pré-límbica) e (2)

eletrodo bipolar (separação das pontas de 500 µm a 1 mm) de estímulo na região CAI 

do hipocampo. Foram aplicados pulsos-teste com intensidade de 150 µA, duração de 
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200 µs e freqüência de 0,05 Hz (1 pulso a cada 20 s para obtenção de fPSPs no mPFC). 

As coordenadas dorso-ventrais foram ajustadas de modo que fosse obtida a máxima 

amplitude dos fPSPs. Com o objetivo de verificar os efeitos do bloqueio de receptores 

do tipo NMDA no mPFC sobre a interação entre PILO e LTD na via CAl-mPFC, foram 

feitos experimentos adicionais submetendo ratos aos mesmos implantes de eletrodos e 

cânula anteriormente descritos, exceto pela presença de um quimiotrodo 

(eletrodo+cânula) no mPFC ao invés de apenas eletrodo de registro. 

Todo aparato experimental foi isolado contra ruídos elétricos por uma gaiola de 

Faraday metálica (100 x 95 x 50 cm). Os estímulos foram gerados por um estimulador 

analógico (S88; Grass Instruments; EUA) acoplado a uma unidade isoladora de 

estímulo corrente constante (PSIU6; Grass Instruments; EUA). O sinal de registro foi 

amplificado 100 vezes e filtrado na banda de :freqüência entre 0,3 Hz e 30 kHz (GRASS 

P55 Pre-amplifier; EUA). O sinal analógico foi digitalizado (10 kHz) por meio de um 

conversor analógico-digital de 16 bits (Powerlab/16s; ADinstruments, Inc.; EUA), 

conectado a uma placa SCSI instalada em computador Pentium IV. Para captura dos 

fPSPs utilizamos um software capaz de emular de osciloscópio digital (Scope 3.6.7; 

ADinstruments, Inc.; EUA). 
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Figura 3. Posicionamento de eletrodos de estímulo no hipocampo e registro no mPFC e de cânula-guia 

para microinjeção de drogas. Quando os eletrodos eram posicionados corretamente, um único pulso 

elétrico em CA 1 do hipocampo posterior dorsal era capaz de eliciar uma resposta eletrofisiológica 

característia no mPFC (fPSP). A distância entre o pico e o vale do fPSP foi considerada como a amplitude 

e a inclinação da reta que conecta esses pontos foi utilizada para quantificação do slope dos fPSPs. 

3.3. Registros iniciais dos fPSPs e determinação das curvas E/S 

Curvas estímulo-resposta foram construídas com o objetivo de definir a 

intensidade de estímulo para a aplicação de pulsos-teste e o protocolo de indução de 

LTD. Para a construção das curvas estímulo-resposta ( curvas E/S), foram aplicados 

estímulos em CAI com intensidades crescentes. Em cada uma das 9 intensidades (60; 

80; 100; 120; 150; 200; 300; 400 e 500 µA) foram registrados e promediados três fPSPs 

no mPFC. Para cada animal, a intensidade de estímulo escolhida para a indução de LTD 

foi equivalente a 70% da amplitude necessária para induzir fPSPs máximos registrados 

na curva E/S. 

3.4. Protocolos de indução de LTD 
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Para a indução de LTD foram aplicados séries de estímulos em baixa freqüência 

(LFS): 900 (LTD forte) ou 600 (LTD fraca) trens liberados a lHz (5 pulsos a 250 Hz; 

duração do pulso de 0,1 ms) (Takita, Izaki et al., 1999). A duração total dos protocolos 

foi de 15min para 900 séries e 1 0min para 600 séries de estímulos. 

3.5. Registros de potenciais locais de campo (LFPs) 

Para monitorar os efeitos centrais das drogas administradas no decorrer do 

experimento, foram feitos registros de LFPs durante 2min no hipocampo e mPFC antes 

e após micro-injeção icv. Posteriormente, os registros foram analisados por meio de 

cálculo dos espectros de potência nas bandas de oscilação delta (0,5 -4 Hz), teta ( 4 - 1 O 

Hz), sigma (10- 15 Hz) e gama (25 -40 Hz). 

3.6. Histologia 

Com o objetivo de facilitar posteriores observações histológicas do 

posicionamento final dos eletrodos, as áreas de registro (mPFC) e de estímulo (CAl) 

foram lesionadas por meio de estímulo eletrolítico ( estímulos únicos de 1 mA de 

intensidade e Is de duração). Após a lesão eletrolítica de CAl e mPFC, os ratos foram 

submetidos a sobre-dose anestésica por meio de injeção adicional de uretana (1,2 g/Kg 

i.p. em NaCI 0,15 M) e decaptados. Em seguida os encéfalos foram removidos e pós­

fixados em solução de formalina 10% por um período de 24-72h e, em seguida, 

colocados em solução crioprotetora de sacarose 20% diluída em salina por um ou dois 

dias. Após procedimento de crioproteção, os cérebros foram congelados e seccionados 

em criostato, na espessura de 30 µm. As secções contendo as áreas de posicionamento 

dos eletrodos no hipocampo e mPFC, bem como, da cânula no ventrículo lateral dorsal 

foram montadas em lâminas gelatinizadas. Os tecidos foram corados com cresil-violeta 
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e as lâminas observadas e documentadas em microscópio (Olympus BX-60) com 

câmera digital acoplada. As imagens foram transferidas a um computador e analisadas. 

3.7. Análise de dados 

A amplitude dos fPSPs foi calculada considerando a distância entre o primeiro 

pico e o primeiro vale do fPSP. Essa medida expressa a magnitude da despolarização 

pós-sináptica no mPFC após o terminal pré-sináptico ter sido estimulado em CAL Já a 

inclinação (slope) dos fPSPs foi calculada como a inclinação da reta que conecta os 

pontos do primeiro pico ao primeiro vale. Essa medida considera não só a magnitude da 

resposta eliciado no mPFC, mas também a velocidade com que isso acontece. Estes 

valores de amplitude e slope dos fPSPs foram normalizados em relação à linha de base 

(definida como 100%) e divididos em épocas de l 0min para comparações entre-grupos. 

Para análise estatística dos dados foi utilizada a análise de variância (ANOVA) 

de dois fatores para medidas repetidas, sendo o primeiro fator o tratamento ( drogas ou 

veículos; Veh), e o segundo o fator tempo (linha de base e períodos pós-LTD), 

consistindo na própria medida repetida. Este teste estatístico permitiu comparações 

entre grupos, para verificação de possíveis efeitos da modulação muscarínica na indução 

e/ou manutenção da L TD; e intragrupos, para verificação da estabilidade da linha de 

base (BLl vs BL2 vs BL3). As comparações post-hoc foram realizadas com o Teste de 

Bonferroni. Para todos os casos foi estabelecido p:::;0,05 para significância estatística. 

Para as análises dos padrões oscilatórios os registros de LFPs foram analisados e 

calculados espectros de potência em 4 freqüências de interesse: delta (0,5 -4 Hz), teta 

(4 - 10 Hz), sigma (10 - 15 Hz) e gama (25 -40 Hz). Em seguida, foi utilizado o Teste 

t de student pareado para comparar as médias das potências relativas antes e depois de 

micro-injeção i.c.v (PILO ou Veh). 



30 

3.8. Paradigmas experimentais 

Experimento I (fig. 2A): Respostas eletrofisiológicas medidas no mPFC (fPSPs) 

foram registradas por 30min durante linha de base (BL1-BL3) e monitoradas por 

240min adicionais após protocolo de indução de L TD fraca (LFS600). Os animais 

foram divididos em dois grupos de acordo com a micro-injeção i.c.v. recebida 

imediatamente antes de LFS600 (PILO 40nmoles em aCSF: grupo PILO+LFS600 ou 

aCSF: grupo Veh+LFS600). 

Experimento II (fig. 3A): fPSPs foram registrados por 30min durante linha de 

base (BL1-BL3) e monitorados por 240min adicionais após micro-injeção. Neste 

experimento não houve indução de L TD, apenas monitoramento dos possíveis efeitos 

da PILO sobre os fPSPs basais. Os animais foram divididos em dois grupos de acordo 

com a micro-injeção i.c.v. (PILO 40nmoles em aCSF: grupo PILO ou aCSF: grupo 

Veh). 

Experimento III (fig. 4A): fPSPs foram registrados por 30min durante linha de 

base (BL1-BL3) e monitorados por 240min adicionais após LFS600. Os animais foram 

divididos em dois grupos de acordo com a micro-injeção i.c.v. recebido 20min após 

LFS600 (PILO 40nmoles em aCSF: grupo LFS600+PILO ou aCSF: grupo 

LFS600+ V eh). 

Experimento IV (fig. 5A): fPSPs foram registradas por 30min durante linha de 

base (BL1-BL3) e monitoradas por 240min adicionais após protocolo de indução de 

LTD fraca (LFS600). Os animais foram divididos em dois grupos de acordo com micro­

injeção intra-mPFC aos 20min (entre BL2 e BL3) de linha de base (AP7 40nmoles; 

0,4µL em NaCl 0,15M: grupo AP7+PILO+LFS600; ou NaCl 0,15M: grupo 
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Veh+PILO+LFS600). Em seguida os animais foram submetidos a micro-injeção i.c.v. 

imediatamente antes de LFS600 (PILO 40nmoles em aCSF). 

Experimento V (fig. 6A): fPSPs foram registrados por 30min durante linha de 

base (BL1-BL3) e monitoradas por 240min adicionais após protocolo de indução de 

LTD forte (LFS900). Os animais foram divididos em dois grupos de acordo com micro­

injeção intra-mPFC aos 20min (entre BL2 e BL3) de linha de base (AP7: grupo 

AP7+LFS900; ou NaCL 0,15M: grupo Veh+LFS900). 

Com o objetivo de checar os efeitos de PILO sobre os padrões oscilatórios de 

CAl e mPFC nos experimentos I, II, III e IV foram registrados potenciais de campo 

locais (LFPs) nessas duas regiões durante 2min antes e após micro-injeção. 

4. Resultados

Todos os animais incluídos em nossas análises tiveram um eletrodo de 

estimulação implantado na sub-região CAI do hipocampo posterior dorsal e um outro 

eletrodo de registro na sub-região pré-límbica do mPFC. As cânulas, por sua vez, foram 

posicionadas cerca de 1mm acima do ventrículo lateral, permitindo que apenas a 

agulha de micro-injeção o perfurasse (Fig.1). Animais que não tiveram o ventrículo 

perfurado pela agulha de micro-injeção foram excluídos das análises de dados 

eletrofisiológicos. Em todos os experimentos foram obtidos fPSPs característicos da via 

CAl -mPFC com amplitude, slope e latência média do pico negativo de 0,32 ± 0,0l mV, 

- 56,47 ± 2,50µV/ms e 15,73 ± 0,2lms, respectivamente. A tabela 1 mostra os valores

médios de amplitude, slope e latência para cada grupo experimental durante a linha de 

base. Foram feitas comparações por meio de Teste t entre os grupos experimentais e 

seus respectivos controles em relação aos parâmetros citados acima. Os resultados 
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indicam não haver diferenças significativas nas comparações entre grupos para 

amplitude, slope e latência (Teste t, p>0,05, para todas as comparações entre grupos 

experimentais e controle). 

Como descrito na sessão Materiais e Métodos, a linha de base foi dividia em três 

blocos de lOmin (BLI, BL2 e BL3) para monitoramento de sua estabilidade e 

verificação dos efeitos de micro-injeção de AP7 ou Veh no mPFC entre BL2 e BL3 nos 

grupos (AP7+PILO+LFS600; Veh+PILO+LFS600; AP7+LFS900 e Veh+LFS900). 

Comparações intra-grupos, por meio de análise de variância (ANOVA) de um fator para 

medidas repetidas, mostraram não haver diferenças significativas para amplitude e slope 

dos fPSPs entre BLI, BL2 e BL3 em todos os grupos conforme indicado na tabela 2. 

Estes dados, em conjunto, indicam que os fPSPs eliciados no mPFC após estimulação 

de CAl apresentaram-se regulares ao longo do tempo, gerando uma linha de base 

contínua e sem oscilações significativas em sua amplitude e slope por 30min, mesmo 

nos grupos que receberam micro-injeção de AP7 ou Veh diretamente no nPFC entre os 

registros BL2 e BL3. Por este motivo os dados pós-LFS foram divididos em épocas de 

l 0min e normalizados em relação à média de BLI+BL2+BL3 para comparações entre­

grupos, como será mostrado a seguir. 



33 

PILO+LFS600 Veh+LFS600 mPFC 

·S,3mm 

PILO Veh Ventrículo 

LFS600+PILO LFS600+Veh Hipocampo 
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AP7+PILO+LFS600 Veh+PI LO+LFS600 

-5,3mm 

AP7+LFS900 Veh+LFS900 

Figura 4. Posicionamento de eletrodos e cânula. À esquerda, secções histológicas coradas com Cresil­

Violeta mostrando lesões eletrolíticas típicas feitas no mPFC e em CAI após o experimento e lesão 

gerada pela cânula acima do ventrículo. À direita, representação esquemática do posicionamento final 

dos eletrodos e cânulas implantados durante todos os experimentos. 
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Grupos Amplitude (mV) Slope (µv/ms)x (-1 ) Latência (ms) 

PILO+LFS600 0,33 ± 0,03 57,19 ±4,80 15,86 ± 0,44 
Veh+LFS600 0,37 ± 0,04 64,75 ±5,23 16,1 4 ± 0,32 

Teste t de student (t=-0,78; P=0,45) (t = 1 ,07; P = 0,31) (t = -0,52; P = 0,61) 

Veh 0,29 ±0,03 53,9± 5,39 15,63  ± 0,52 

PILO 0,38±0,03 65,65 ± 7,02 15,5 ± 0,34 

Teste t de student ( t = 1,98; P = 0,07) (t = -1,33; P = 0,21)  (t  = -0,21; P = 0,84) 

LFS+PILO 0,32 ± 0,01 61,87 ± 2,66 15,1 3 ± 0,23 

LFS+Veh 0,36 ± 0,04 65,77±6 ,33 14,99 ± 0,38 

Teste t de student (t = 0,9; P = 0,38) (t = -0,57; P = 0,58) (t= -0,32; P= 0,75) 

AP7+PILO+LFS600 0,26 ± 0,02 42,73±3,70 16,54 ± 0,46 

Veh+PILO+LFS600 0,28 ± 0,03 47,93 ± 7,30 17,05 ± 0,22 

Teste t de student (t=-0,56; P= 0,59 ) (t = 0,67; P = 0,52) (T = 54; P = 0,1 )* 

AP7+LFS900 0,29 ±0,02 56,01 ± 4,36 15,17± 0,40 

Veh+LFS900 0,27 ± 0,03 48,91 ±6,02 15,27 ± 0,37 

Teste t de student (t= 0,49; P =0,63 ) (T=36; P=0,45)* (t = -0,19; P = 0,86) 

* Teste não paramétrico de Mann-Whitney

Tabela 1. Análise dos fPSPs obtidos durante a linha de base em cada grupo. Foram quantificados os 

valores de amplitude, slope e latência dos fPSPs. Em seguida, foram feitas análises estatísticas por meio 

de Teste t de student ou Mann-Whitney, dependendo do tipo da distribuição dos dados, com o objetivo de 

comparar grupos experimentais e seus respectivos controles quanto aos parâmetros citados acima. Não 

foram encontradas diferenças estatísticas. (PILO+LFS600 vs Veh+LFS600; Veh vs PILO; LFS600+PILO 

vs LFS600+Veh; AP7+PILO+LFS600 vs Veh+PILO+LFS600; AP7+LFS900 vs Veh+LFS900; p>0,05, 

Teste t de student). Dados apresentados como Média± E.P. 
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Grupos BU± EP{%) B12:t EP{%) Bl3t EP{%) F p 

PILO+LFS600 (Amplitude) 99,9±0,9 101,0 ± 0 ,3 99,0± 0,7 F12,111 = 0,26 p>0,05

PILO+LFS600 (Slope) 98,6±0,9 100,8 ± 0 ,3 98,6±0,6 F12.111 = 0,42 p>0,05 

Veh+LFS600 (Amplitude) 96,2±0,8 102,9 ± 0,6 1 00,9±0,4 ftt12} = 2,96 p>0,05
Veh+LFS600 (Slope) 97,1±0,9 101,7 ± 0,5 101,2 ± 0,5 F1,.121 = 1,49 p>0,05

PILO (Amplitude) 100,6 ± 0,6 100,1 ±0,5 99,3 ±0,6 F(l,121=0,13 p)-0,05 

PILO (Slope) 101,3 ±0,6 99,0 ±0,S 99,7±0,9 fp,U): 0,28 p>0,05

Veh (Amplitude) 102,0 ±0,6 100,3±0,1 97,7±0,5 F1,.121 = 2, 16 p>0,05
Veh (Slope) 101 ,3 ± 0,7 100,6 ±0,2 98,2±0,6 F12,121 = 0,89 p>0,05

LFS+PILO(Amplitude) 100,2 ± 0,3 98,9 ±0,3 101 ±0, 2 F12,u1 = 1 ,49 p>0,05

LFS+PILO (Slope) 99,3±0,4 99,7 ± 0,2 101 ±0, 3  F12.121 = 0,89 p>0,05

LFS+Veh (Amplitude) 99,0±0,8 100,9±0,3 100,1 ± 0,6 Fll,101 = 0,32 p>0,05

LFs+Veh (Slope) 99,1±0,7 100,5 ± 0,2 100,4±0,6 F12.10) = 0,21 p>0,05 

AP7+P1LO+LFS600 (Amplitude) 98,0±0,4 100,8 ± 0,4 1 01,2 ± 0,4 ftz.121=0,68 p>0,05 

AP7+PILO+LFS600 (Slope) 96,7 ± 0,3 101,2 ± 0,5 1 02,1 ±0,5 F,,,121 = 1 ,50 p>0,05 

Veh+PILO+LFS600 (Amplitude) 101,8 ±0,6 102,9 ± 0,5 95,2±0,8 F1,,ro1 = 2,19 p>0,05

Veh+PILO+LFS600 (Slope) 102,4 ± 0,8 102,4 ± 0,5 95,2±1,1 F12.,o) = 2, 77 p>0,05 

AP7+LFS900 (Amplitude) 99,1±0,7 100,2 ± 0,2 1 00,7±0,8 Ft>.101 = 0,43 p>0,05

AP7+LFS900 ( Slope) 98,1±0,9 100,6 ± 0,3 1 01,3 ± 0,8 Fll,101 = 1 ,80 p>0,05 

Veh+LFS900 (Amplitude) 103,3 ± 0,9 101,2 ± 0,8 95,6 ± 1,1 f(l,12) = 3 ,59 p>0,05 

Veh+LFS900 (Slope) 101,4 ± 0,9 101,6 ± 0,6 97,0±1,0 F1,.u1 = 0,44 p>0,05 

Tabela 2. Comparação de BLl, B12 e B13 intra-grupos para verificação da estabilidade da linha de base 

ao longo de 30min. A análise estatística foi feita por meio de ANOV A de um fator para medidas repetidas 

para grupo especificado na tabela (ver valores de F e p). Valores apresentados como Média± E.P. 
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Após 30min de linha de base (BLI, BL2, BL3), os animais foram submetidos à 

aplicação de protocolo para indução de LTD fraca (LFS de 600 trens) e monitorados por 

240min adicionais para verificação da manutenção da LTD. As figuras 2B e 2C 

mostram o efeito da pré-ativação muscarínica por meio de micro-injeção de PILO sobre 

a LTD fraca na via CAl -mPFC. Os resultados indicam que a micro-injeção de PILO 

imediatamente antes de aplicação de LFS600 promove um aumento global de 

aproximadamente 18% na LTD da via CAl-mPFC (PILO+LFS600 vs Veh+LFS600: 

Amplitude dos fPSPs, Fo, 23) = 8,643, p<0,05; Slope dos fPSPs, Fo, 23) = 5,537, p<0,05; 

ANOVA de dois fatores para medidas repetidas). Análises post hoc complementares à 

ANOV A indicam que embora os dois grupos tenham apresentado níveis de indução de 

LTD semelhantes (Amplitude dos fPSPs, 10 a 50min, p>0,05; Slope dos fPSPs, 10 a 

60min, p>0,05; Teste de Bonferroni) os fPSPs do grupo Veh voltam mais rápido aos 

níveis de linha de base comparado com o grupo tratado com PILO antes de LFS600. 

Foram observados efeitos significativos do tratamento com PILO a partir de 60min após 

LFS600, mantendo-se por mais 100 a 150min (+18 a +27%; Amplitude dos fPSPs, 60 a 

210min pós-LFS, p<0,05; Slope dos fPSPs, 70 a 150min pós-LFS, p<0,05; Teste de 

Bonferroni). Apesar de ser capaz de prolongar a manutenção LTD na via CAl-mPFC, 

experimentos posteriores (Figs. 3B e C) mostraram que a PILO, por si só, não é capaz 

de alterar os fPSPs basais (PILO vs Veh: Amplitude dos fPSPs, Fc1, 23) = 0,032, p>0,05; 

Slope dos fPSPs, Fo, 23) = 0,024, p>0,05). Além disso, a administração de PILO após 

LFS (Figs. 4B e 4C) também não é capaz de modular significativamente a LTD nem os 

fPSPs basais na via CAl -mPFC (LFS600+PILO vs LFS600+Veh: Amplitude dos 

fPSPs, F0,23) = 2,350, P>0,05; Slope dos fPSPs, Fo, 23) = 2,046, p>0,05).
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Figura 5. Efeitos da pré-ativação muscarínica sobre a LTD fraca na via CAl-mPFC. (A) Paradigma 

experimental. Respostas eletrofisiológicas medidas no mPFC (fPSPs) foram registradas por 30min 

durante linha de base (BL1-BL3) e monitoradas por 240min adicionais após protocolo de indução de LTD 

fraca (LFS600). Os animais foram divididos em dois grupos de acordo com a micro-injeção i.c.v. 

recebida imediatamente antes de LFS600 (PILO 40nmoles em aCSF: grupo PILo+LFS600 ou aCSF: 

grupo Veh+LFS600). Com o objetivo de checar os efeitos de PILO sobre os padrões oscilatórios de CAI 

e mPFC foram registrados LFPs durante 2min antes e após micro-injeção. (B) Análise da amplitude dos 
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fPSPs mostra que PILO administrada antes de LFS600 prolonga a manutenção da L TD fraca por cerca de 

150min comparado ao grupo controle. (C) Quantificação do Slope dos fPSPs reforça os achados descritos 

acima, mostrando que PILO é capaz de facilitar a L TD fraca por cerca de 1 00min adicionais em relação 

ao grupo controle. Logo acima, entre os gráficos e o paradigma experimental, fPSPs representativos 

eliciados no mPFC após pulso único em CAI ilustram os resultados obtidos. fPSPs em negrito 

representam o grupo PILO+LFS600 e os tracejados o grupo Veh+LFS600. Dados apresentados como 

Média ± E.P. Diferenças estatísticas foram determinadas por ANOV A de dois fatores para medidas 

repetidas seguida de Teste de Bonferroni como análise post hoc. * p<0,05 comparado ao grupo 

Veh+LFS600. 

Com o objetivo de verificar o papel da ativação de receptores pós-sinápticos de 

L-glutamato do tipo NMDA no efeito potencializador da PILO sobre a manutenção da

LTD na via CAl -mPFC foi feito um experimento adicional utilizando-se o paradigma 

descrito na figura 5A. As figuras 5B e 5C mostram os efeitos do bloqueio de NMDARs 

por AP7 intra-mPFC l 0min antes de micro-injeção de PILO e aplicação de LFS600. Os 

resultados indicam que a administração de AP7 intra-mPFC reverte os efeitos da PILO 

sobre manutenção da L TD fraca na via CAl -mPFC, promovendo uma diminuição de 

aproximadamente 13% na LTD global (AP7+PILO+LFS600 vs Veh+PILO+LFS600: 

Amplitude dos fPSPs, Fo, 23) = 4,834, p=0,05; Slope dos fPSPs, Fo, 23) = 6,465, p<0,05; 

ANOVA de dois fatores para medidas repetidas). Análises post hoc complementares à 

ANOV A indicam que os efeitos do AP7 intra-mPFC sejam significativos entre 130 e 

l 70min após LFS, mantendo-se, por pelo menos, 70min adicionais (-16 a -22%;

Amplitude dos fPSPs, 170 a 240min, p<0,05; Slope dos fPSPs, 130 a 240min, p<0,05; 

Teste de Bonferroni). Além disso, nossos dados indicam que a mesma dose de AP7 

intra-mPFC também é capaz de bloquear a LTD forte quando administrada l 0min antes 

de protocolo de LFS de 900 trens (figs.6B e 6C; AP7+LFS900 vs Veh+LFS900: 

Amplitude dos fPSPs, Fo, 23) = 7,066, p<0,05; Slope dos fPSPs, Fo, 23) = 7,098, p<0,05; 
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ANOVA de dois fatores para medidas repetidas). A análise post hoc complementar à 

ANOVA indica que os efeitos do AP7 intra-mPFC sejam significativos desde os 40 ou 

50min após LFS, estendendo-se por cerca de 110 a 170min adicionais (-18 a -25%; 

Amplitude dos fPSPs, 40 a 210min, p<0,05; Slope dos fPSPs, 50 a 160min, p<0,05; 

Teste de Bonferroni). 
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Figura 6. Efeitos da ativação muscarínica sobre os fPSPs basais da via CAI-mPFC. (A) Paradigma 

experimental. Respostas eletrofisiológicas medidas no mPFC (fPSPs) foram registradas por 30min 

durante linha de base (BL1-BL3) e monitoradas por 240min adicionais após micro-inejção. Os animais 

foram divididos em dois grupos de acordo com a micro-injeção i.c.v. (PILO 40nmoles em aCSF: grupo 

PILO ou aCSF: grupo Veh). Com o objetivo de checar os efeitos de PILO sobre os padrões oscilatórios de 

CAl e mPFC foram registrados LFPs durante 2min antes e após micro-injeção. (B) Análise da amplitude 

dos fPSPs mostra que PILO não afeta fPSPs basais. (C) Quantificação do Slope dos fPSPs reforça os 
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achados descritos acima, mostrando que não existe diferenças significativas entre os grupos. Dados 

apresentados como Média± E.P. Teste estatístico: ANOV A de dois fatores para medidas repetidas. 
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Figura 7. Efeitos da pós-ativação muscarínica sobre a LTD fraca na via CAl -mPFC. (A) Paradigma 

experimental. Respostas eletrofisiológicas medidas no mPFC (fPSPs) foram registradas por 30min 

durante linha de base (BLI-BL3) e monitoradas por 240min adicionais após LFS600. Os animais foram 

divididos em dois grupos de acordo com a micro-injeção i.c.v. recebido 20min após LFS600 (PILO 

40nmoles em aCSF: grupo LFS600+PILO ou aCSF: grupo LFS60ü+Veh). Com o objetivo de checar os 

efeitos de PILO sobre os padrões oscilatórios de CAI e mPFC foram registrados LFPs durante 2min antes 

e após micro-injeção. (B) Análise da amplitude dos fPSPs mostra que PILO administrada após LFS600 
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não é capaz de alterar significativamente a LTD fraca na via CA 1-mPFC. (C) Quantificação do Slope dos 

fPSPs reforça os achados descritos acima, mostrando que não existe diferenças significativas entre os 

grupos. Dados apresentados como Média± E.P. Teste estatístico: ANOV A de dois fatores para medidas 

repetidas. 
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Figura 8. Efeitos do bloqueio de receptores do tipo NMDA sobre a facilitação muscarínica da LTD fraca 

na via CAl-mPFC. (A) Paradigma experimental. Respostas eletrofisiológicas medidas no mPFC (fPSPs) 

foram registradas por 30min durante linha de base (BL1-BL3) e monitoradas por 240min adicionais após 

protocolo de indução de LTD fraca (LFS600). Os animais foram divididos em dois grupos de acordo com 

micro-injeção intra-mPFC aos 20min (entre BL2 e B13) de linha de base (AP7: grupo 

AP7+PILü+LFS600; ou NaCI 0,15M: grupo Veh+PILO+LFS600). Em seguida os animais foram 

submetidos a micro-injeção i.c.v. imediatamente antes de LFS600 (PILO 40nmoles em aCSF). Com o 
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objetivo de checar os efeitos de PILO sobre os padrões oscilatórios de CAI e mPFC foram registrados 

LFPs durante 2min antes e após micro-injeção. (B) Análise da amplitude dos fPSPs mostra que 

administração de AP7 impede que ocorra o prolongamento da manutenção da LTD fraca gerada por 

PILO. (C) Quantificação do Slope dos fPSPs reforça os achados descritos acima, mostrando que AP7 é 

capaz de diminuir significativamente a manutenção da L TD em relação ao grupo controle que recebeu 

apenas Veh+PILO. Dados apresentados como Média± E.P. Diferenças estatísticas foram determinadas 

por ANOV A de dois fatores para medidas repetidas seguida de Teste de Bonferroni como análise post 

hoc. * p<0,05 comparado ao grupo Veh+PILO+LFS600. 
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Figura 9. Efeitos do bloqueio de receptores do tipo NMDA sobre a LTD forte na via CAl-mPFC. (A) 

Paradigma experimental. Respostas eletrofisiológicas medidas no mPFC (fPSPs) foram registradas por 

30min durante linha de base (BLI-B13) e monitoradas por 240min adicionais após protocolo de indução 

de LTD forte (LFS900). Os animais foram divididos em dois grupos de acordo com micro-injeção intra­

mPFC aos 20min (entre BL2 e BL3) de linha de base (AP7: grupo AP7+LFS900; ou NaCl 0,15M: grupo 
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Veh+LFS900). (B) Análise da amplitude dos fPSPs mostra que administração de AP7 20min antes de 

LFS de 900 trens bloqueia indução de LTD forte. (C) Quantificação do Slope dos fPSPs reforça os 

achados descritos acima, mostrando que AP7 é capaz de diminuir significativamente a indução e 

manutenção da L TD em relação ao grupo controle tratado apenas com Veh. Dados apresentados como 

Média ± E.P. Diferenças estatísticas foram determinadas por ANOV A de dois fatores para medidas 

repetidas seguida de Teste de Bonferroni como análise post hoc. * p<0,05 comparado ao grupo 

Veh+LFS900. 

Com o objetivo de checar os efeitos de PILO nos padrões oscilatórios de CAI e 

mPFC durante os experimentos de L TD foram registrados LFPs antes e após micro­

injeção. Ondas lentas em delta ( l-4Hz) foram dominantes nos tratados com Veh (ver 

figs. 7B, 7D e 8B; comparações intra-grupo: Veh+LFS, Veh, LFS+Veh; p>0,05 nas 

bandas delta, teta, sigma e gama; Teste t pareado). Por outro lado, a micro-injeção de 

PILO gerou dessincronização característica dos LFPs com diminuição das oscilações 

em delta, e concomitante aumento das oscilações mais rápidas em teta, sigma e gama no 

mPFC e em CAI (ver figs. 7 A, 7C, 8A, 8C e 8D; comparações intra-grupo: 

PILO+LFS600, PILO, LFS600+PILO, AP7+PILO+LFS600 e Veh+PILO+LFS600; 

p<0,05 nas bandas delta, teta, sigma e gama; Teste t pareado). 

Ainda realizamos um experimento adicional com o objetivo de verificar por 

quanto tempo permanece a dessincronização dos LFPs promovida pela ação central da 

PILO. Neste, registramos continuamente as atividades oscilatórias por meio de registros 

de LFPs em CAI e no rnPFC antes e depois de injeções de PILO (icv) em três 

diferentes doses (Fig.9). Nossos resultados mostraram, tanto para CAI quanto para o 

mPFC, uma queda na banda delta e concomitante aumento nas bandas teta, sigma e 

gama, após PILO icv. Estas alterações mostraram-se mais acentuadas quando era 

aumentada a dose de PILO (Fig. 9B; F(2,1s) = 3,79, p<0,05; ANOVA simples de um 
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fator). A micro-injeção de l0nmoles de PILO (icv) gera uma dessincronização de 5,8 ± 

l,4min de duração com uma latência de 2,2 ± l ,8min para início do efeito. PILO 

20nmoles dessincroniza os LFPs durante 10,1 ± l,4min mantendo a mesma latência 

anterior para o início. Já PILO 40nmoles promove uma dessincronização que se sustenta 

por 14,8 ± 3,2min com latência de 0,3 ± 0,2min (Figs. 9A e 9B). Esses dados em 

conjunto, sugerem que a micro-injeção de PILO (40nmoles) utilizada nos experimentos 

de LTD foi capaz de atuar por tempo compatível com o protocolo de aplicação de LFS 

de 600 séries que dura l0min. 
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Figura 10. Verificação da atividade oscilatória durante e após micro-injeção i.c.v. nos experimentos de 

LTD na via CAl -mPFC. (A) grupo PILO+LFS600 apresentou efeito acentuado de dessincronização dos 

LFPs após PILO com queda significativa da potência em delta e aumento das potências em teta, sigma e 

gama. (B) grupo controle aCSF+LFS600 apresentou predominância de oscilações delta, não sofrendo 

alterações após micro-injeção. (C) grupo PILO também apresentou efeito acentuado de dessincronização 

dos LFPs após PILO com queda significativa da potência em delta e aumento das potências em teta, 

sigma e gama. (D) grupo controle aCSF apresentou predominância de oscilações delta, não sofrendo 

alterações após micro-injeção (* diferença significativa em relação à potência relativa de cada banda 
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antes da micro-injeção; Teste t pareado, p�0,05). Dados apresentados como Média± EP. Delta (0,5 -4 

Hz), teta (4-10 Hz), sigma (10-15 Hz) e gama (25-40 Hz). 

A B 

Figura 11. Verificação da atividade oscilatória durante e após micro-injeção i.c.v. nos experimentos de 

LTD na via CAl-mPFC. (A) grupo LFS600+PILO apresentou dessincronização dos LFPs após PILO 

com queda significativa da potência em delta e aumento das potências em teta, sigma e gama em CA 1 e 

aumento de gama no mPFC. (B) grupo controle aCSF+LFS600 apresentou predominância de oscilações 

delta, não sofrendo alterações após micro-injeção. (C) grupo AP7+PILü+LFS600 também apresentou 

efeito acentuado de dessincronização dos LFPs após PILO com queda significativa da potência em delta e 
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awnento das potências em teta, sigma e gama. (D) grupo controle Veh+PILO+LFS600 também 

apresentou efeito acentuado de dessincronização dos LFPs após PILO com queda significativa da 

potência em delta e awnento das potências em teta, sigma e gama (* diferença significativa em relação à 

potência relativa de cada banda antes da micro-injeção: p<0,05; # tendência à diferença entre grupos: 

0,05<p<0,09). Dados apresentados como Média± EP. Delta (0,5 - 4 Hz), teta (4 - 1 O Hz), sigma ( 1 O - 15 

Hz) e gama (25 - 40 Hz). 
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Figura 12. Análise dos efeitos de diferentes doses (10, 20 e 40nmoles) de PILO i.c.v. nos padrões 

oscilatórios de CAI e do mPFC. (A) Análise espectral de freqüências em delta (0,5 - 4 Hz), teta (4 - 10 

Hz), sigma (10 - 15 Hz) e gama (25 - 40 Hz) para CAI e mPFC dos registros de LFPs de um sujeito 

representativo, mostrando os efeitos de doses crescentes de PILO icv nos seus padrões oscilatórios. 

(B) Duração e latência dos eventos de dessincronização dos LFPs em CAI e no mPFC sob diferentes
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doses de PILO (dados apresentados como Média±EP, diferenças entre diferentes doses obtida por meio de 

ANOVA de um fator). (C) Registros representativos de LFPs no mPFC de um rato, antes e após de 

micro-injeção de PILO, mostrando evento de dessincronização característico de ativação colinérgica 

central. 

5. Discussão

Projeções colinérgicas ascendentes provindas de neurônios do prosencéfalo 

basal e do septo modulam a atividade de áreas neocorticais e límbicas, importantes para 

diversos processos cognitivos, atencionais e emocionais (Toumane, Durkin et ai., 1988; 

Gaykema, Gaal et a!., 1991; Levey, Kitt et ai., 1991; Van Der Zee e Luiten, 1999; 

Lucas-Meunier, Fossier et a!., 2003). Diversos estudos mostram que o sistema 

colinérgico central desempenha papel fundamental no aprendizado e consolidação de 

memória (Miyamoto, Kato et a!., 1987; Fibiger, 1991; Matsuoka, Maeda et a!., 1991; 

Herremans, Hijzen et ai., 1997). Além disso, sabe-se que o sistema colinérgico é capaz 

de modular LTP no hipocampo (Leung, Shen et ai., 2003; Shinoe, Matsui et ai., 2005) e 

córtex (Boyd, Trepel et ai., 2000; Anagnostaras, Murphy et ai., 2003). Apesar do 

grande número de estudos reportando o envolvimento da via CAl-rnPFC em diversos 

tipos de comportamento, como aprendizagem e memória, transtornos psiquiátricos e 

epilepsia (Laroche, Jay et ai., 1990; Doyere, Burette et ai., 1993; Floresco, Seamans et 

a!., 1997; l zaki, Takita et a!., 2000; Laroche, Davis et al., 2000; Aujla e Beninger, 2001; 

Diamond, Campbell et ai., 2004; Fossati, Radtchenko et ai., 2004; Romcy-Pereira e 

Pavlides, 2004; Jodo, Suzuki et al., 2005; Ahmadi-Pajouh, Towhidkhah et al., 2007; 

Izaki e Akema, 2008; Romcy-Pereira, Erraji-Benchekroun et ai., 2009), ainda pouco se 

sabe sobre como a plasticidade de suas sinapses é modulada por ativação de receptores 

colinérgicos. 
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Consistente com dados anatômicos, farmacológicos, comportamentais e 

eletrofisiológicos, demonstramos recentemente que a ativação colinérgica muscarínica é 

capaz de modular a LTP na via CAl-mPFC de ratos in vivo (Lopes Aguiar, Romcy­

Pereira et al., 2008). Nesse contexto, o presente trabalho fornece as primeiras evidências 

de que a ativação muscarínica também é capaz de modular a LTD na via CAl-mPFC. 

Observamos que administração central de PILO (40nmoles, i.c.v.) antes de aplicação de 

LFS de 600 trens facilita a LTD fraca (com duração de ~30min no grupo controle), 

prolongando a sua fase tardia por mais de l 00min. Esse efeito é dependente de ativação 

de NMDARs no mPFC e está associado à rápida substituição de oscilações lentas 

(delta) por oscilações de freqüências mais rápidas (teta, sigma e gama). Além disso, 

nossos dados indicam que: (1) as alterações observadas nos padrões oscilatórios no 

hipocampo e no mPFC após PILO, perduram durante todo o protocolo de LFS600 (no 

mínimo l0min); (2) a administração de PILO por si só ou 20min após LFS não é capaz 

de alterar a eficiência sináptica basal nem a LTD na via CAl-mPFC; e (3) LTD forte 

induzida por 900 trens também é dependente de ativação de NMDAR. Portanto, o 

presente trabalho sugere que: (1) a facilitação muscarínica da L TD na via CAl-mPFC 

ocorre em uma janela temporal limitada, mais especificamente durante o seu protocolo 

de indução; (2) É necessária a co-ativação de NMDARs e muscarínicos para que ocorra 

prolongamento da manutenção da LTD fraca; (3) LTD forte é dependente de ativação 

deNMDARs. 

A modulação da L TD na via CAl-mPFC por ativação colinérgica muscarínica 

observada neste trabalho está de acordo com trabalhos anteriores que reportam os 

efeitos da facilitação da L TD no hipocampo ou córtex. Huerta e Lisman ( 1995) 

demonstraram que a atividade oscilatória em teta no hipocampo gerada por carbacol 
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(um agonista colinérgico) promove facilitação da conversão da L TP em L TD na via 

CA3-CAl in vitro. Kirkwood et ai. (1999) estudaram a modulação colinérgica em slices 

do córtex visual. Seus resultados indicaram que a ativação colinérgica gerada por 

carbacol facilita a indução de LTD, e que esta facilitação é dependente de ativação de 

receptores muscarínicos do tipo Ml. Warburton et al., (2003) demonstraram que 

bloqueio de receptores muscarínicos por administração de escopolamina impede 

indução de LTD, mas não de L TP, no córtex perirrinal in vitro. 

Em conjunto com dados anteriores de nosso laboratório (Lopes Aguiar, Romcy­

Pereira et al., 2008) o presente trabalho indica que a ativação muscarínica por PILO é 

capaz de facilitar tanto LTP quanto LTD na via CAl-mPFC. A facilitação desta 

bidirecionalidade da plasticidade sináptica no mPFC, sob ativação colinérgica 

muscarínica, está de acordo com a dinâmica de integração, manipulação, 

armazenamento de informações e planejamento de ações prospectivas que ocorrem 

durante tarefas de memória de trabalho (Goldman-Rakic, 1995b; Laroche, Davis et al., 

2000; Izaki, Maruki et ai., 2001; Martin e Morris, 2002; Hasselmo, 2005; Massey e 

Bashir, 2007; Izaki e Akema, 2008; Izaki, Takita et al., 2008; Yoon, Okada et al., 

2008). Consistente com essa idéia, estudos anteriores demonstram que: (1) o bloqueio 

de receptores muscarínicos por infusão de escopolamina no mPFC prejudica o 

desempenho do processamento de memórias de curto prazo ou de trabalho (Dunnett, 

Wareham et al., 1990; Broersen, Heinsbroek et al., 1995; Granon, Poucet et al., 1995; 

Ragozzino e Kesner, 1998); (2) existe um aumento da liberação de ACh no PFC durante 

ou após tarefas de memória de trabalho (Giovannini, Bartolini et al., 1998; Hironaka, 

Tanaka et ai., 2001); e (3) alterações oscilatórias do hipocampo ou do mPFC, 

semelhantes às observadas no presente trabalho, também ocorrem em roedores 
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submetidos a tarefas de memória de trabalho, com aumento das potências relativas em 

teta e gama e decréscimo de delta (Bragin, Jando et ai., 1995; Hyman, Zilli et ai., 2005). 

5.1. Possíveis mecanismos envolvidos 

Os efeitos significativos da ativação muscarínica sobre a plasticidade sináptica 

na via CAl-mPFC obtidos por estudo prévio de nosso laboratório (Lopes Aguiar, 

Romcy-Pereira et ai., 2008) e pelo presente trabalho encontram suporte em uma 

diversidade de dados mostrando que a atividade colinérgica promove alterações 

significativas nos padrões de disparos de neurônios piramidais corticais em mamíferos 

(Mccormick e Prince, 1985; 1986; Carr e Surmeier, 2007; Giocomo e Hasselmo, 2007; 

Gulledge e Kawaguchi, 2007). Por esse motivo, diversos tipos de plasticidade sináptica 

no neocórtex, hipocampo, amígdala entre outras regiões encefálicas são modulados pela 

atividade colinérgica (Rasmusson, 2000). Em particular, os receptors muscarínicos são 

responsáveis por mediar os efeitos prolongados da ACh sobre a despolarização e taxa de 

disparos de neurônios piramidais (Mccormick e Prince, 1986). Basicamente, receptores 

muscarínicos pós-sinápticos (MI, M3 e M5) inibem canais de K
+ 

e promovem aumento

de Ca2+ 
intracelular, prolongando a despolarização neuronal e ativando cascatas de

sinalização intracelulares (Van Koppen e Kaiser, 2003). Já os pré-sinápticos, podem 

funcionar como autoreceptores ou heteroreceptores, regulando a probabilidade de 

liberação de ACh ou de L-glutamato (Marchi, Bocchieri et ai., 1989). Esta inibição é 

mediada por proteína Gi capaz de inibir a atividade da adenilato ciclase (Lucas­

Meunier, Fossier et al., 2003). Consistente com essas informações, Carr e Surmeier 

(2007) mostraram que a estimulação de receptores Ml gera uma forte despolarização 

dos neurônios do mPFC, levando-os a disparar tonicamente. Adicionalmente, os 

autores observaram que a ativação de Ml leva a significativa diminuição nas correntes 



53 

de canais de K
+ 

constituídos pelas subunidades Kirk2, resultando em um proeminente 

aumento na somação dos potenciais excitatórios pós-sinápticos do mPFC. Esse efeito 

foi complementado pela ativação de receptores M2 e M4 responsáveis por promover a 

inibição dos terminais pré-sinápticos do mPFC. Como conseqüência dessa modulação 

<lua� as respostas pós-sinápticas para um único pulso apresentaram-se reduzidas, ao 

passo que as respostas à estimulação de alta freqüência das aferências por meio de 

salvas (bursts) foram potencializadas, sugerindo facilitação da plasticidade sináptica no 

mPFC (Carr e Surmeier, 2007). 

Para entendermos de que forma a modulação muscarínica da atividade dos 

neurônios do mPFC é capaz de modular a LTD na via CAI-mPFC, é necessário uma 

análise ( e posterior verificação experimental) de qual tipo de plasticidade sináptica 

estamos estudando. A princípio nossos dados apontam para mecanismos que recrutem 

ativação de NMDARs (ver figs. 5 e 6), embora outras possibilidades não sejam 

mutuamente excludentes, como veremos a seguir. 

Tradicionalmente, a L TP e a L TD compartilham algumas características 

importantes como: (1) dependência de ativação de NMDARs, (2) manutenção 

dependente de síntese de novas proteínas (Citri e Malenka, 2007) e (3) curso temporal 

equivalente a processos mnemônicos (Takita, Izaki et ai., 1999). Adicionalmente, 

também podem ser induzidas em diversas outras regiões do cérebro de roedores, como 

amígdala, cerebelo, córtex perirrinal e mPFC (Takita, Izaki et al., 1999; Malenka e 

Bear, 2004; Massey e Bashir, 2007). Contudo, LTP e LTD diferem substancialmente 

quanto às suas cascatas de sinalização intracelulares (Citri e Malenka, 2007). Embora 

ambos os processos dependam da presença de Ca2+ 

intracelular, esses fenômenos 

diferem quanto à sua quantidade. Ou seja, a L TP está associada a grandes influxos deste 
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íon enquanto que a LTD ocorre em níveis mais moderados (Nakano, Yamada et ai., 

2004). Assim, altas concentrações de Ca2+ 
intracelular ativam preferencialmente uma 

maior quantidade de proteínas cinases, que possuem o papel de fosforilar outros 

substratos importantes para a expressão da L TP. Em contrapartida, pequenas 

concentrações de Ca2+ 

mobilizam, preferencialmente, proteínas fosfatases, que possuem 

a função de desfosforilar substratos importantes para a expressão da L TD. 

Estudos in vitro da plasticidade sináptica do hipocampo são mais abundantes e 

têm fornecido informações consistentes sobre os mecanismos básicos da indução e 

manutenção da L TD (Bear e Abraham, 1996; Massey e Bashir, 2007). A expressão da 

LTD hipocampal é dependente de ativação de NMDARs e envolve fosforilação da 

cauda C-terminal de Ser845 das subunidades GluRl que compõem os receptores 

AMP A. Essa fosforilação diminui a probabilidade de abertura do canal iônico, levando 

a queda da eficiência da transmissão sináptica dependente de AMP A. Adicionalmente, a 

expressão da LTD envolve fosforilação das subunidades GluR2, que, por sua vez, 

ativam mecanismos de internalização de receptores AMP A presentes na membrana do 

terminal pós-sináptico. Particularmente, as atividades de duas fosfatases ( calcineurina e 

PPl )  são especialmente importantes para o desencadeamento dos mecanismos de 

internalização de receptores AMP A. Além disso, a desfosforilação de proteínas cinases, 

como PKA e proteína cinase C (PKC), também parece estar relacionadas à expressão da 

LTD hipocampal (Mulkey, Endo et al., 1994; Malenka, 2003; Malenka e Bear, 2004; 

Citri e Malenka, 2007). Contudo, um estudo recente, demonstrou que, dentre as 

proteínas cinases, apenas a GSK-3 parece possuir função essencial na expressão da LTD 

dependente de NMDAR na via CA3-CA1 (Peineau, Nicolas et ai., 2009). Os 

mecanismos subjacentes à manutenção da LTD ainda não estão muito claros, embora 
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tenha sido demonstrado que ocorra síntese de proteínas e atrofia das espinhas 

dendríticas decorrente da diminuição dos receptores AMP A disponíveis na membrana 

(Zhou, Homma et al., 2004). A LTD dependente de NMDAR também é observada em 

diversas regiões do neocórtex, e.g. córtex visual (V 1) e somatossasenrial primários (S 1) 

(Feldman, Nicoll et ai., 1998; Crozier, Wang et ai., 2007), cíngulo anterior, córtex 

entorrinal e perirrinal (Dodt, Eder et ai., 1999; Deng e Lei, 2007; Toyoda, Wu et al., 

2007; Griffiths, Scott et ai., 2008). Contudo, ainda não está claro se a L TD dependente 

de NMDAR observada no neocórtex compartilha dos mesmos mecanismos 

intracelulares da LTD no hipocampo. 

Como mencionado anteriormente, a LTD ainda pode ser induzida ou modulada 

por mecanismos independentes de NMDAR. Várias formas de LTD mGluR têm sido 

demonstradas, embora o exemplo mais conhecido seja a LTD das sinapses que 

conectam as fibras paralelas às células de Purkinje no cerebelo, denominada L TD 

cerebelar (Ito, 1986; 2001; Malenka e Bear, 2004). Sob condições experimentais 

apropriadas, a LTD pode ser induzida na via CA3-CA1 por ativação de mGluR, 

independente de ativação de NMDAR (Huber, Roder et ai., 2001). No neocórtex 

destacam-se os estudos da plasticidade sináptica no córtex visual (CV). Estudos com 

roedores em livre-movimento demonstraram que a eficácia sináptica do CV é alterada 

espontaneamente de acordo com: ( 1) ciclo sono-vigília, (2) nível de atenção dirigida; e 

(3) experiência visual prévia (Kirkwood e Bear, 1995; Kirkwood, Rioult et ai., 1996;

Tsanov e Manahan-Vaughan, 2008). De uma maneira geral a plasticidade sináptica 

nesse córtex é regulada pela atividade do receptor mGluR5, embora, dependendo da 

camada cortical estudada, a LTD possa ser dependente ou independente de NMDAR 

(Tsanov e Manahan-Vaughan, 2008). Na maioria dos casos, a LTD dependente de 
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mGluR também necessita de aumento discreto de Ca2+ 
intracelular, ativação de 

maquinarias para remoção de AMP A da membrana pós-sináptica e síntese de proteína. 

A principal diferença é o possível papel de mensageiros retrógrados produzidos pelo 

terminal pós-sináptico em resposta a ativação de mGluR. Este mensageiro retrógrado, 

e.g. metabólitos do ácido araquidônico, atua no terminal pré-sináptico, diminuindo a

probabilidade de liberação de L-glutamato e, conseqüentemente, deprimindo os fPSPs 

(Zakharenko, Zablow et al., 2002; Feinmark, Begum et al., 2003; Nosyreva e Huber, 

2005; Anwyl, 2006). 

Uma terceira forma de LTD envolve os receptores endocanabinóides do tipo 1 

(CBl) (Chevaleyre e Castillo, 2004). Na LTD-CBl o aumento de Ca2
+ intracelular, 

decorrente de ativação de receptores mGluR, muscarínicos tipo Ml etc., promovem 

síntese de endocanabinóides. Estes são capazes de atuar como mensageiros retrógrados 

nos receptores CB 1 pré-sinápticos, diminuindo a probabilidade de liberação de 

neurotransmissores, como L-glutamato (Chevaleyre, Heifets et al., 2007). A LTD-CBl 

foi observada em várias sinapses excitatórias neocorticais e parece ser independente de 

NMDARs pós-sinápticos, embora existam evidências de que estes possam facilitá-la no 

hipocampo (Ohno-Shosaku, Hashimotodani et ai., 2007). Além disso, alguns estudos 

têm demonstrado que a LTD-CBl pareça depender de NMDARs pré-sinápticos, 

presentes especificamente em neurônios neocorticais (Sjostrom, Turrigiano et al., 2003; 

Bender, Bender et al., 2006; Nevian e Sakmann, 2006; Crozier, Wang et al., 2007; 

Lafourcade, Elezgarai et al., 2007). 

Por último, é relevante destacar a L TD induzida por ativação muscarínica ou 

L TDm. Este tipo de plasticidade sináptica é independente de NMDARs, não envolve 

estimulação elétrica e é quimicamente induzida no hipocampo e neocórtex por 
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administração de agonista muscarínico não-seletivo denominado carbacol (Auerbach e 

Segal, 1996; Mccoy e Mcmahon, 2007). Além disso, foi demonstrado recentemente que 

a expressão de LTDm requer: (1) ativação de receptores mucarínicos Ml , (2) ativação 

de proteína G
q
, (3) produção de fosfolipase C (PLC), (4) fosforilação de PKC, (5) 

liberação de Ca2
+ por meio de abertura dos canais de Ca

2+ 
sensíveis a IP3 presentes nos

reservatórios intracelulares do retículo endoplasmático, (6) ativação da enzima óxido 

nítrico sintase (NOS) e (7) subseqüente difusão de óxido nítrico (NO) para os terminais 

pré-sinápticos (Huang e Hsu, 2009). Em outro estudo, Wang e Yuan (2009) estudaram 

os mecanismos da LTD induzida por carbacol no hipocampo, mPFC e na via CAl­

mPFC em um novo tipo de preparação in vitro capaz de conservar as fibras que 

conectam essas duas regiões. Os autores mostraram que em circuitarias locais, ou seja, 

especificamente no hipocampo ou no mPFC a administração de carbacol gera LTD 

transiente, com duração de aproximadamente 30min. Entretanto, os efeitos do carbacol 

na via CAl -mPFC se estendem por mais de 1 h após sua administração, caracterizando 

uma fase tardia da LTD muscarínica ainda não descrita anteriormente (Wang e Yuan, 

2009). Resumidamente, os autores mostraram que a depressão imediata nos fPSPs 

decorrente de administração de carbacol são mediados por múltiplos subtipos de 

receptores mu carínicos, incluindo, os Ml, M2 e M4. Contudo, apenas a aplicação de 

antagonista seletivo para M2 (AF-DX 116) foi capaz de bloquear completamente a fase 

tardia da LTD muscarínica na via CAl-mPFC. Esses dados, em conjunto, sugerem que 

estejam envolvidos mecanismos pós (mediados por Ml)  e pré-sinápticos (mediados por 

M2) na LTD muscarínica na via CAI-mPFC (Wang e Yuan, 2009). Embora ainda não 

esteja claro o papel dos receptores M2, especula-se que estes sejam capazes de gerar 

diminuição sustentada da probabilidade de liberação de L-glutamato em projeções 

excitatórias (Marchi, Bocchieri et ai., 1989). 
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Retomando nossos dados nesse contexto, é relevante destacarmos que os fPSPs 

basais na via CAl-mPFC não foram afetados por microinjeção i.c.v. de PILO 40nmoles, 

embora os LFPs no hipocampo e mPFC tenham sofrido alterações significativas em 

seus padrões oscilatórios por cerca de l0min (figs. 7, 8 e 9). Essa dessincronização dos 

LFPs, característica de ativação colinérgica muscarínica (Tejada, Gonzalez et al., 2009), 

pôde ser verificada por aumento das oscilações rápidas (teta, sigma e gama; 4 a 40Hz) e 

diminuição de oscilações lentas (delta; 0,5 a 4Hz). Dessa forma, sugerimos que, na dose 

de PILO utilizada e nas condições experimentais descritas, o fenômeno de plasticidade 

sináptica observado na via CAl-mPFC não poderia ser explicado apenas por ativação de 

receptores muscarínicos, como observado na L TDm induzida por carbacol. Outra 

questão relevante para o entendimento dos mecanismos subjacentes aos dados obtidos é 

que a ordem da administração de PILO em relação à aplicação de LFS é importante para 

a modulação da expressão da LTD na via CAI-mPFC. Como destacado, a 

administração de PILO imediatamente antes de LFS600 é capaz de facilitar a LTD. No 

entanto, quando aplicada na mesma dose, 20min após LFS600, não surte nenhum efeito 

(fig. 4). Vale lembrar que PILO (na dose escolhida) é capaz de proporcionar evento de 

dessincronização dos LFPs no hipocampo e mPFC por cerca de l 0min (fig.9), tempo 

equivalente ao protocolo de LFS600. Por último, demonstramos que a facilitação da 

LTD por pré-ativação muscarínica (PILO) depende de ativação de NMDARs no mPFC. 

E que a mesma dose de AP7 utilizada é capaz de bloquear também a L TD forte gerada 

por protocolo de LFS900 (figs. 5 e 6). 

Portanto, nossos dados podem ser explicados por duas linhas distintas, porém 

não mutuamente excludentes. A primeira hipótese assume que os NMDARs, 

necessários para a expressão de LTD forte, bem como, para facilitação muscarínica da 
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L TD fraca, são pós-sinápticos. Nesse caso, o mecanismo básico envolve aumento 

modesto de influxo de Ca2+ no terminal pós-sináptico por meio de ativação de 

NMDARs pós-sinápticos durante protocolos de indução de LTD. No caso do protocolo 

de LFS900, a ativação de NMDARs é suficiente para gerar LTD por mais de 150min 

(fig. 6). Já no caso do protocolo de LFS600, a LTD dura cerca de 30min, ou seja, não 

apresenta fase tardia (fig.2). Entretanto, quando PILO é administrada antes de LFS600, 

ocorre manutenção da L TD por mais de 1 00min. Portanto, os efeitos da pré-ativação 

muscarínica sobre a LTD na via CAl -mPFC se dão em mecanismos responsáveis pela 

manutenção ou fase tardia da LTD. Assim, sugerimos que o aumento de Ca2
+

intracelular que segue a ativação de receptores do tipo Ml ( como vimos anteriormente) 

promove despolarização sustentada dos terminais pós-sinápticos. Concomitantemente, o 

protocolo de LFS600 ativa NMDARs pós-sinápticos, gerando influxo modesto de Ca2+

intracelular que, somado aos íons Ca2+ liberados durante ativação de receptores MI, 

toma-se suficiente para mobilizar fosfatases capazes de ativar a maquinaria de 

endocitose de receptores AMP A presentes na membrana. Essa hipótese também poderia 

explicar o fato da PILO também ser capaz de facilitar a fase tardia da LTP na via CAl­

mPFC (Lopes Aguiar et al, 2008), já que, possivelmente, o Ca2+ também ative cascatas 

de sinalização intracelulares responsáveis pela manutenção da L TP. Portanto, a 

bidirecionalidade conferida por ativação muscarínica na via CAl-mPFC poderia ser 

explicada pelo fato dos dois mecanismos (LTD e LTP) serem mediados pelo mesmo 

segundo mensageiro (Ca21. 

A segunda hipótese assume que NMDARs pré-sinápticos participam, pelo 

menos em parte, da expressão de LTD forte e da facilitação muscarínica de LTD fraca. 

Nesse caso, os NMDARs pré-sinápticos funcionariam como autoreceptores, diminuindo 
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a probabilidade de liberação de glutamato. A LTD dependente de NMDAR pré­

sináptico também está relacionada a: (1) aumento nos níveis de Ca
2+ 

intracelular

(poderia ser explicado pela ativação de MI por PILO); (2) ativação de receptores 

mGluR; (3) síntese de mensageiros retrógrados endocanabinóides; ( 4) ativação de 

receptores CB 1 no terminal pré-sináptico. Todos esses possíveis passos do mecanismo 

de LTD dependente de NMDAR pré-sináptico ainda precisam ser testados. Um ponto 

contraditório em relação a essa hipótese é que o protocolo para a indução de L TD nesse 

caso é diferente do que utilizamos no presente trabalho. Enquanto utilizamos LFS com 

600 ou 900 trens de 5 pulsos a 250Hz a cada ls (lHz), o protocolo utilizado para 

indução de LTD dependente de NMDAR pré-sináptico envolve estimulação pareada dos 

terminais pré e pós-sináptico em um tempo específico coincidente com a velocidade de 

neurotransmissão da via estudada. Este protocolo é conhecido como STD-LTD, do 

inglês, spiking timing-dependent long-term depression. 

Ainda existe a possibilidade da participação de receptores pré-sinápticos M2 e 

M4 na modulação da liberação de ACh e glutamato durante e após aplicação de 

LFS600, a atuação de mensageiros retrógrados produzidos durante aumento de Ca2+ 

intracelular por co-ativação de receptores muscarínicos e NMDA (Ohno-Shosaku, 

Hashimotodani et ai., 2007; Huang e Hsu, 2009) e a participação de outros sistemas de 

neurotransmissão que porventura tenham sido ativados pela injeção i.c.v. de PILO. 

Recentemente demonstramos que PILO i.p. é capaz de aumentar a disponibilidade de 

dopamina especificamente no mPFC (Lopes Aguiar, Romcy-Pereira et ai., 2008). Esse 

dado é relevante pelo fato de ser bem descrita a modulação do sistema dopaminérgico 

sobre a LTP na via CAl-mPFC, especialmente mediada pelos receptores D1 no mPFC 

(Gurden, Tassin et al., 1999; Gurden, Takita et ai., 2000; Jay, 2003). Nesse sentido, 
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estudos mais recentes demonstraram que: (1) aplicação de dopamina no mPFC in vitro 

facilita indução de LTD dependente de mGluR e independente de NMDARs no mPFC 

(Otani, Daniel et ai., 2003) e (2) ativação de receptores D 1 potencializa o aumento 

intracelular de Ca2+ 
mediado por NMDARs no mPFC (Kruse, Premont et ai., 2009) .
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Figura 13. Possível mecanismo pelo qual a ativação colinérgica poderia facilitar a plasticidade sináptica 

cortical dependente de NMDA (Gu, 2003). Receptores do tipo-MI são encontrados principalmente no 

telencéfalo, particularmente no córtex, hipocampo e estriado (Van Der Zee e Luiten, 1999). Eles são os 

únicos presentes em todas as camadas do córtex (Levey, Kitt et ai., 1991) e são os mais abundantes no 

prosencéfalo e no hipocampo (Levey, Kitt et ai., 1991; Wei, Walton et ai., 1994). Além disso, estão co­

localizados com NMDARs (Marino, Rouse et ai., 1998). Quando ativados por ACh ou agonista 



62 

muscarínico, as subunidades da proteína Gq, acopladas a eles, mudam de conformação, liberando a 

fosfolipase C (PLC). Essa, por sua vez, aumenta os níveis citosólicos de diacilglicerol (DAG) e de 

inositol tri-fosfato (IP3). O IP3 é liberado no citoplasma onde, eventualmente, liga-se a receptores no 

retículo endoplastmático (RE), promovendo a abertura de canais de Ca
2+ 

(Nathanson, 2000). Esse efeito 

sinergístico entre NMDARs e receptores muscarínicos tipo-MI poderia promover, em última análise, uma 

maior ativação da maquinaria intracelular responsável pela endocitose de receptores AMPA na espinhas 

dendríticas do mPFC, promovendo um prolongamento da manutenção da LTD na via CAl-mPFC. Figura 

adaptada de Gu (2003). 

5.2. Implicações para estudos de memória de trabalho 

A idéia de que a LTD é apenas um fenômeno subjacente aos mecanismos de 

anticonsolidação ou esquecimento de memórias, ou ainda, apenas um fenômeno 

artificialmente gerado por padrões exógenos de estimulação elétrica, têm sido 

combatida. Dados recentes têm demonstrado que a L TD também pode ser um modelo 

útil para explicar a aquisição e retenção de memórias (Warburton, Koder et ai., 2003; 

Kemp e Manahan-Vaughan, 2007; Massey e Bashir, 2007; Griffiths, Scott et al., 2008). 

Ainda é pouco conhecida a relação entre LTD na via CAl -mPFC e o 

processamento de memória. Contudo, diversos estudos de LTD em outras vias 

neocorticais e no hipocampo, reforçam a idéia de que este seja um mecanismo 

importante no processamento de aprendizagem e memória (Massey e Bashir, 2007). No 

hipocampo, postula-se que LTP e LTD participem na formação de um mapa espacial 

coerente. Novos ambientes costumam facilitar LTP, enquanto novas pistas em um 

ambiente já conhecido favorecem a LTD (Kemp e Manahan-Vaughan, 2007). No 

córtex, Warburton et al. (2003) demonstraram que bloqueio de receptores muscarínicos 

por administração de escopolamina impede indução de LTD, mas não de LTP, no córtex 

perirrinal in vitro. Este efeito mostrou-se associado ao prejuízo na retenção de memória 
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de reconhecimento de objetos, sugerindo que a LTD no córtex entorrinal pode estar 

subjacente a este comportamento. Consistente com esses dados, outro estudo recente 

mostrou que a LTD no córtex perirrinal está subjacente a memória de reconhecimento 

visual (Griffiths, Scott et al., 2008). 

Burette et al (2000) forneceram evidências diretas de que a LTD na via CAl­

mPFC poderia estar relacionada com o processamento de memória. Os autores 

submeteram ratos a implante de eletrodos de estímulo em CAI e de registro no mPFC. 

Após a recuperação cirúrgica, os animais foram submetidos à tarefa de local não 

coincidente com retardo (DNMTP, do inglês, delayed non-matching to place) em 

labirinto radial de 8 braços. Este experimento consiste em duas fases: Na fase 1 os 

animais entram livremente em 4 dos 8 braços contendo comida. Na fase 2, após um 

intervalo da ordem de minutos ( dependendo do grupo), os ratos devem entrar nos 4 

braços não visitados durante a fase 1. fPSPs na via CAl-mPFC foram registrados 

durante o intervalo entre-fases e após a tarefa. Seus resultados mostraram uma 

diminuição significativa da amplitude dos fPSPs na via CAl-mPFC durante o intervalo 

entre fases. Foi observada ainda, uma correlação entre essa depressão sináptica após o 

teste e o aumento do desempenho dos animais na tarefa ao longo do tempo (Burette, Jay 

et al., 2000). 

Outros estudos forneceram evidências indiretas sobre o envolvimento da LTD 

no mPFC. Runyan et ai (2005), bloqueou seletivamente diversas proteínas intracelulares 

sensíveis cálcio (Ca2+) no mPFC de ratos antes de testá-los em tarefa de memória de

trabalho. Em suma, seus resultados indicaram que o bloqueio da proteína fosfatase, 

calcineurina, é capaz de prejudicar o desempenho de memória de trabalho, enquanto que 

o bloqueio de proteína cinase do tipo-II dependente de cálcio/calmodulina (CaMKII) e
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PKC exerce o efeito oposto (Runyan, Moore et ai., 2005). Considerando que a atividade 

de fosfatases, especialmente calcineurina, é necessária para a indução de L TD cortical e 

hipocampal (Torii, Kamishita et al., 1995; Citri e Malenka, 2007; Kourrich, Glasgow et 

ai., 2008), é possível que alterações sinápticas semelhantes à LTD participem do 

processamento de memória de trabalho. Consistente com esses dados foi demonstrado 

que camundongos mutantes deficientes na expressão de calcineurina no prosencéfalo 

apresentam um prejuízo severo e específico de memória de trabalho em tarefas de local 

coincidente com retardo (DMTP) em labirinto aquático de Morris e radial de 8 braços 

(Zeng, Chattarji et al., 2001 ). 

Segundo Laroche et al (2000), a LTD poderia ser interpretada como uma 

diminuição da influência do hipocampo sobre os neurônios do mPFC. Assim, durante 

uma tarefa de memória de trabalho, esses neurônios teriam mais capacidade de 

manipular e/ou manter informações para futura execução de uma saída motora. Outra 

interpretação seria a de que os registros de campo dos potenciais pós-sinápticos não 

seriam sensíveis o suficiente para detectar possíveis subgrupos de neurônios que 

estariam potencializados. Caso isso realmente ocorra, estes neurônios, durante uma 

tarefa de memória de trabalho, processariam informação sobre um pano de fundo de 

aumento da relação sinal/ruído, aumentando sua eficiência. Por último, os autores 

postulam que a L TD da via CAl-mPFC poderia funcionar como um sinal de anti­

consolidação das informações processadas durante a tarefa de memória de trabalho, 

deixando os neurônios do mPFC livres para receber novas informações. 

Com base nos dados obtidos, sugerimos que a facilitação da LTD na via CAl­

mPFC possa ser um mecanismo plausível para explicar, pelo menos em parte, como a 

ativação fisiológica de receptores muscarínicos centrais durante comportamentos 
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associados a alta ativação colinérgica poderia facilitar o processamento de funções 

executivas, como memória de trabalho, por exemplo. Além disso, o fato de termos 

mostrado anteriormente que PILO também facilita LTP na mesma via (Lopes Aguiar, 

Romcy-Pereira et ai., 2008), sugere que o sistema colinérgico muscarínico promove 

bidirecionalidade da eficiência sináptica no mPFC, de acordo com os padrões de disparo 

das células de CAI presentes no hipocampo posterior dorsal. De fato, tanto os padrões 

de disparos das células da região CAI, quanto os níveis de ativação do sistema 

colinérgico central, variam consideravelmente durante o ciclo sono-vigília ou de acordo 

com a demanda cognitiva em tarefas de aprendizado e memória (Marrosu, Portas et ai., 

1995; Hirase, Leinekugel et ai., 2001). Contudo, essas hipóteses ainda precisam ser 

testadas por meio de estudos multidisciplinares que integrem: bioquímica, biologia 

molecular, eletrofisiologia e comportamento. 

5.3. Implicações para estudos do papel do sono no aprendizado e memória 

O papel do sistema colinérgico na plasticidade sináptica do hipocampo e córtex 

é considerado peça-chave para os estudos sobre o papel do sono no aprendizado e 

memória. Diversos trabalhos têm fornecido evidências a favor da idéia de que o sono é 

capaz de modular a retenção de memórias adquiridas durante o estado acordado 

(Diekelmann e Bom, 2010). Estudos utilizando abordagens eletrofisiológicas e 

moleculares em roedores forneceram evidências de que os estágios do sono possuem 

funções diferentes, porém complementares, no processamento de memórias adquiridas 

durante o estado acordado (Sirota, Csicsvari et ai., 2003; Ribeiro, Gervasoni et ai., 

2004; Ji e Wilson, 2007; Ribeiro, Shi et ai., 2007). Dados recentes sugerem que o 

estágio de ondas lentas (SWS, do inglês siow wave sieep) forneça condições que 

facilitem o fluxo de informações entre hipocampo e córtex, essencial para o 
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armazenamento de memórias declarativas de longo prazo (Ribeiro, Gervasoni et al., 

2004; Gais, Albouy et al., 2007; Mehta, 2007). Nessa fase do sono, os neurônios da 

região CAI do hipocampo apresentam uma atividade repetitiva, fortemente síncrona e 

de curta duração (~50 a IO0ms), denominada SPWRs, do inglês, sharp waveslripples 

complexes (Buzsaki, 1986; Wierzynski, Lubenov et al., 2009). O SWS também é 

caracterizado por apresentar níveis baixos de ativação colinérgica central (Vazquez e 

Baghdoyan, 2001). Essa combinação de SPWRs e baixo nível de ACh central durante 

SWS parece ser importante para a consolidação de memórias declarativas em humanos. 

Isso porque a administração de inibidor de acetilcolinesterase (fisostigmina), conhecido 

por facilitar a neurotransmissão colinérgica, durante período de sono rico em SWS, 

bloqueia completamente a consolidação de memória declarativa em teste de pares de 

palavras (Gais e Bom, 2004). Na fase de sono REM, por outro lado, os neurônios 

disparam em bandas de freqüências mais altas como as teta (4 - l 0Hz) e gama (25 -

40Hz), principalmente. Associado a este padrão de atividade, ocorre forte reativação 

colinérgica central, alcançando níveis semelhantes ou até maiores que o estado acordado 

(Marrosu, Portas et al., 1995; Vazquez e Baghdoyan, 2001). A atividade colinérgica 

associada a padrões oscilatórios de alta freqüência durante sono REM parece ser 

importante para consolidação de memória espacial em roedores e de procedimento em 

humanos (Legault, Smith et al., 2004; Rasch, Gais et al., 2009). Além disso, durante o 

REM ocorre reativação de genes de expressão imediata dependentes de atividade (zif-

268 e are) que regulam a expressão de diversos outros genes importantes para a 

manutenção da plasticidade sináptica em circuitos locais e consolidação das memórias a 

longo-prazo (Ribeiro, Mello et al., 2002; Ribeiro, Shi et al., 2007). Desse modo, após 

diversos ciclos SWS-REM, os circuitos previamente recrutados durante o aprendizado 

deixam de ser reativados, sendo engajadas novas regiões. No caso de processamento de 
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memórias declarativas, observa-se um desengajamento do hipocampo e uma maior 

mobilização de áreas corticais ao longo do tempo (Ribeiro, Shi et al., 2007). Esse 

fenômeno também é observado em estudos de imageamento por ressonância magnética 

funcional (fMRI) (Sterpenich, Albouy et ai., 2007; Takashima, Nieuwenhuis et al., 

2009). 

Embora a hipótese de que as conexões cortico-hipocampais sejam moduladas 

durante o sono, poucos estudos testaram diretamente essa idéia. Romcy-Pereira e 

Pavlides (2004) demonstraram pela primeira vez que a manutenção da plasticidade 

sináptica nas vias entorrinal-DG e CAl-mPFC poderiam ser moduladas 

diferencialmente durante o sono (Romcy-Pereira e Pavlides, 2004). Os autores 

mostraram que a privação curta ( 4h) e seletiva de sono REM, logo após aplicação de 

HFS, reduz a LTP na via entorrinal-DG. Em contrapartida, o mesmo protocolo de 

privação de sono REM potencializa a LTP na via CAl -mPFC. Isto sugere que o sono 

modula distintamente a eficiência sináptica no hipocampo e no mPFC. Os autores 

sugerem que no hipocampo, o sono REM promove a manutenção da plasticidade 

sináptica de longa duração, enquanto no mPFC parece permitir ou promover que as 

sinapses retornem à sua eficiência basal, garantindo a continuidade de plasticidade no 

próximo ciclo de vigília (Romcy-Pereira e Pavlides, 2004). Um pouco depois, o mesmo 

grupo demonstrou que o sono é capaz de promover uma diminuição da expressão do 

gene dependente de atividade zif-268 especificamente no mPFC, reforçando os dados 

anteriormente obtidos (Romcy-Pereira, Erraji-Benchekroun et al., 2009). 

Durante a fase de SWS, as SPWRs hipocampais de CAl correlacionam-se com a 

reativação de neurônios do mPFC, proporcionando uma repetição dos padrões de 

disparos que ocorreram durante o processamento de tarefas executivas (Peyrache, 
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Khamassi et al., 2009). Conseqüentemente, ocorre fortalecimento da comunicação entre 

mPFC e hipocampo e facilitação do fluxo de informações hipocampo-corticais 

(Wierzynski, Lubenov et ai., 2009). Esses dados, em conjunto com estudos prévios de 

fMRI (Gais, Albouy et al., 2007; Sterpenich, Albouy et al., 2007), sugerem que a via 

CAl-mPFC seja especialmente importante para a consolidação de memórias 

declarativas ou espaciais por ser o principal mediador do fluxo de informações 

hipocampo-corticais durante SWS (Diekelmann e Bom, 2010). É interessante ressaltar 

que o protocolo de privação de REM utilizado por Romcy-Pereira e Pavlides (2004) não 

envolvia nenhum mecanismo que acordasse completamente o animal. Conhecido como 

gentle handling esse protocolo é utilizado para tirar o animal do sono REM toda vez que 

ele apresente LFPs característicos (aumento de bandas teta e gama). Para isso, o 

experimentador arranhava, movia ou batia sutilmente na caixa de registro, fazendo com 

que o animal saísse de REM, mas não acordasse, voltando para SWS. Assim, privar o 

animal de REM significava deixá-lo ter apenas SWS durante o sono. Se seguirmos essa 

lógica e olharmos novamente para os dados do grupo experimental (privado de sono 

REM), podemos observar que, no caso da via CAl-rnPFC, o sono de ondas lentas 

contínuo ( 4h) subseqüente a HFS, gera maior manutenção da L TP comparado com o 

animal que dormiu. Assim, sono de 4h logo após HFS, com ausência de reativação 

colinérgica (privação de REM), facilita manutenção da LTP. Por outro lado, a presença 

de reativação colinérgica (sono REM+SWS), promove a despotencialização das 

sinapses na via CAl-mPFC. Contudo, essas hipóteses ainda precisam ser testadas, pois 

o papel da ACh na plasticidade siná ptica da via CAl-mPFC ainda não está

completamente esclarecido. 
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Desse modo, assumindo que a LTD na via CAl -mPFC poderia funcionar como 

restauradora ou reparadora da plasticidade sináptica no mPFC (Laroche, 2000), 

podemos sugerir que nossos dados fornecem as primeiras evidências de que a ativação 

de receptores muscarínicos poderia estar subjacente aos mecanismos de restauração da 

eficiência sináptica na via CAl -mPFC durante o sono por meio da facilitação da LTD. 

Como vimos, animais-controle anestesiados com uretana apresentaram 

predominantemente padrões oscilatórios lentos (banda delta). Quando submetidos a 

LFS600 apresentaram LTD fraca e transiente (~30min). Já os animais tratados com 

PILO apresentaram clara dessincronização dos LFPs no hipocampo e mPFC por cerca 

de 1 Omin, com proeminente aumento das bandas teta e gama. Nesse caso, quando 

LFS600 é aplicado durante esse evento de dessincronização causado por ativação 

colinérgica muscarínica, observa-se uma facilitação da LTD fraca por mais de 1 00min, 

caracterizando o surgimento de uma fase tardia da LTD na via CAl -mPFC. Portanto, 

concluímos que padrões oscilatórios semelhantes a REM associados à ativação 

colinérgica muscarínica facilita a manutenção da LTD dependente de NMDARs na via 

CAl-mPFC. 

Curiosamente, parece que a conexão entre animais anestesiados com uretana e 

animais em livre-movimento durante o sono é mais estreita do que se imaginava 

(Clement, Richard et ai., 2008). Recentemente um estudo sistemático dos efeitos da 

uretana sobre os LFPs de regiões corticais e do hipocampo mostrou que esse anestésico, 

diferentemente dos outros, promove flutuações nos padrões oscilatórios ao longo do 

tempo. Ou seja, animais anestesiados com uretana apresentam espontaneamente ciclos 

que se alternam entre estados de desativação colinérgica associado a ondas lentas ( delta; 

0,5-4Hz) e ativação colinérgica associada a ondas mais rápidas (teta; 4- lOHz). Essas 
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flutuações observadas nos LFPs hipocampais e corticais não ocorrem devido à 

superficialização do nível de anestesia, pois complementos contínuos de uretana 

intravenosa não são capazes de suprimir tal característica (Clement, Richard et ai., 

2008). Além disso, os autores observaram diversas semelhanças entre estes estados de 

ativação e desativação em animais anestesiados com uretana e SWS e REM em animais 

em livre movimento. Por exemplo: (1) ambos (estado desativado e SWS) possuem 

spindles (7-lOHz) durante padrões de ondas lentas no córtex frontal; (2) estado ativado 

e sono REM estão associados a predominância de oscilações em teta no hipocampo e 

oscilações rápidas e de baixa amplitude no córtex; (3) assim como na transição entre 

SWS e REM, mudança de estado desativado para estado ativado, necessita do sistema 

colinérgico intacto; ( 4) estimulação dos neurônios pedúnculo-pontinos promovem 

passagem de estado desativado para ativado em animais sob uretana, mimetizando o 

início de REM após episódio de SWS. Em conclusão, os autores sugerem que animais 

anestesiados com uretana podem ser úteis para futuros estudos sobre o papel do sono no 

aprendizado e memória, bem como, nas manifestações de transtornos associados 

(Clement, Richard et al., 2008). Apesar das óbvias limitações experimentais, como 

ausência de ciclo sono-vigília, por exemplo, a observação de que o sistema colinérgico 

apresenta-se funcional e intacto em animais anestesiados com uretana abre um vasto 

campo para estudos dos efeitos da transição entre estados ativados (alta ACh) e 

desativados (baixa ACh) na modulação da plasticidade sináptica em conexões 

hipocampo-corticais, especialmente a via CAl-mPFC. Como vimos, essa têm sido uma 

das principais questões levantadas pelos grupos de pesquisa de sono e memória. 

5.4. Implicações para estudos da esquizofrenia 
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Dados fornecidos por estudos que inibem a atividade de receptores de L­

glutamato do tipo NMDA por meio de antagonistas não-competitivos como a 

fenciclidina (PCP), cloridrato de cetamina (KET) ou dizocilpina (MK-801) tem 

replicado importantes aspectos da neuropatofisiologia das psicoses (Bickel e Javitt, 

2009). De acordo com esses trabalhos, abordagens moleculares mostram que a maioria 

dos genes descritos como fatores de susceptibilidade à esquizofrenia é capaz de modular 

a transdução de sinal intracelular que segue a ativação de NMDARs (Harrison e Owen, 

2003; Moghaddam, 2003). Esses dados em conjunto sugerem que a plasticidade 

sináptica dependente de NMDAR esteja de alguma forma alterada em pacientes e 

modelos animais de psicose. 

Como vimos anteriormente, a via CAl-mPFC integra diversos tipos de 

informações adquiridas e reprocessadas a cada momento, permitindo assim executar 

memórias de trabalho, influenciar a consolidação de memórias de longo-prazo, refinar a 

tomada de decisões e também controlar comportamentos perseverantes (Floresco, 

Seamans et ai., 1997; Laroche, Davis et ai., 2000; Vertes, 2006; Floresco, St Onge et 

al., 2008). Uma das características mais recorrentes em pacientes esquizofrênicos, 

juntamente com os surtos psicóticos, são os prejuízos em suas funções executivas 

(Manoach, 2003). Em muitos casos, estas disfunções são persistentes, incapacitantes e 

resistentes a tratamento. Estudos de neuroimagem por fMRI sugerem que os prejuízos 

de processamento de memória de trabalho em pacientes esquizofrênicos sejam resultado 

de uma incapacidade do PFC apresentar bidirecionalidade funcional. Dados recentes 

indicam que, durante o estágio de repouso que ocorre entre os testes, o PFC de pacientes 

esquizofrênicos apresenta-se mais ativo quando comparado ao de sujeitos-controle. Por 

outro lado, quando a demanda cognitiva para processamento de memória de trabalho 



72 

torna-se alta, o PFC destes pacientes é menos ativado (Manoach, 2003; Pomarol-Clotet, 

Salvador et ai., 2008; Whitfield-Gabrieli, Thermenos et ai., 2009). Estudos post-mortem 

reforçam essa idéia, reportando diminuição na expressão da enzima GSK-3, associada à 

esquizofrenia em humanos e modelos animais (Ahn, Youn et ai., 2003; Kozlovsky, 

Regenold et al., 2004). Esta enzima regula o estado de fosforilação de várias proteínas e 

também está amplamente presente no tecido nervoso. Além disso, faz parte de cascatas 

de sinalização responsáveis por diversos mecanismos de proliferação e adesão celular, 

além de plasticidade sináptica (Beasley, Cotter et ai., 2001; Nadri, Dean et al., 2004). É 

interessante destacar que assim como a calcineurina (Mulkey, Endo et al., 1994; Torii, 

Kamishita et ai., 1995), a atividade de GSK-3 é necessária para indução de LTD e está 

envolvida na conversão de L TP em L TD no hipocampo de roedores (Peineau, Bradley 

et al., 2008). Ainda não se sabe se a LTD dependente de NMDAR da via CAl-mPFC 

observada no presente trabalho também requer ativação de GSK-3 e calcineurina. 

Porém, a demonstração de que estas proteínas podem ser reguladas por antipsicóticos 

típicos (haloperidol) e atípicos (clozapina) no rnPFC, reforça a idéia de que a 

plasticidade sináptica nesta região possa envolver tais cascatas intracelulares (Roh, Seo 

et ai., 2007; Rushlow, Seah et ai., 2009). 

Estudos recentes reforçam a hipótese de que alterações na expressão da L TD na 

via CAl-mPFC estaria envolvida em sintomas positivos e prejuízos cognitivos 

associados à esquizofrenia. Agonistas muscarínicos como oxotremorina e xanomelina, 

também possuem propriedades antipsicóticas e pró-cognitivas em pacientes 

esquizofrênicos e em modelos animais de psicose (Bymaster, Shannon et al., 1999; 

Gomeza, Shannon et a!., 1999; Shannon, Hart et a!., 1999; Crook, Tomaskovic-Crook et 

a!., 2001; Lieberman, Javitch et ai., 2008). Crook et ai. (2001) mostrou que pacientes 
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esquizofrênicos apresentam receptores muscarínicos MI e M4 menos funcionais, 

apresentando afinidade diminuída para o agonista pirenzepina na região do PFC. Esses 

dados foram corroborados mais tarde por estudo que demonstrava que roedores tratados 

com fenciclidina (modelo de psicose) também possuíam receptores MI e M4 com 

afinidade diminuída por pirenzepina (Du Bois, Newell et al., 2009). Assim, 

considerando que: (1) evidências de estudos comportamentais, moleculares (post 

mortem), de fMRI e de modelos animais apontam que a esquizofrenia está associada à 

piora do processamento de memória de trabalho e prejuízo na expressão de plasticidade 

sináptica hipocampal e cortical; (2) o sistema colinérgico muscarínico também se 

apresenta afetado; (3) a administração de agonistas muscarínicos reverte sintomas 

psicóticos e prejuízos cognitivos associados à esquizofrenia; ( 4) o antipsicótico atípico 

atualmente mais eficiente (clozapina) promove aumento de ACh endógena no mPFC 

(Ichíkawa et al, 2002); e (5) a via CAl-mPFC está intimamente relacionada ao 

processamento de memórias de curo prazo e de trabalho; o presente trabalho sugere que 

a facilitação da LTD por ativação muscarínica poderia estar subjacente aos efeitos pró­

cognitivos decorrentes da administração de xanomelina, oxotremorina e clozapina em 

pacientes ou modelos animais, restaurando a capacidade de processamento de funções 

executivas e flexibilidade comportamental. Essa idéia é reforçada por trabalho recente 

do nosso laboratório mostrando que a PILO também facilita a LTP na via CAI-mPFC 

(Lopes Aguiar, Romcy-Pereira et al., 2008), ou seja, promove flexibilidade bidirecional 

à plasticidade sináptica do mPFC. Estudos futuros são necessários para testar o possível 

envolvimento de calcineurina, GSK-3 entre outros passos de sinalização intracelular 

possivelmente relevantes para expressão da LTD e LTP na via CAl-mPFC. 

5.5. Implicações para estudos das comorbidades psiquiátricas nas epilepsias 
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Cerca de 6% dos pacientes epilépticos desenvolvem algum tipo de transtorno 

psiquiátrico. As comorbidades psiquiátricas mais comuns são os transtornos de humor 

(especialmente a depressão, 30%); seguidos por transtornos de ansiedade (10-25%); 

psicoses (2-7%) e transtornos de personalidade (1-2%) (Gaitatzis, Trimble et ai., 2004). 

Além disso, os pacientes acometidos por epilepsia do lobo temporal (ELT) apresentam 

incidência maior de comorbidades psiquiátricas (10 a 20%) do que nas epilepsias 

generalizadas (4 a 6%) (Kandratavicius, Hallack et ai., 2007). Acredita-se que as 

alterações seletivas e severas observadas na região CAl poderiam prejudicar o 

processamento de funções executivas, que por sinal, são marcantemente afetadas nos 

transtornos psiquiátricos (Risse, 2006). Considerando que a hiperativação colinérgica 

hipocampal é utilizada como modelo experimental de ELT e que as conexões entre 

CAl -mPFC são essenciais no fluxo de informações do hipocampo para o córtex, 

sugerimos que os estudos da modulação muscarínica da LTP e LTD na via CAI-mPFC 

feitos em nosso laboratório possam gerar novas hipóteses sobre os mecanismos 

subjacentes à manifestação de comorbidades psiquiátricas nas ELT. 

6. Conclusões

O sistema colinérgico central é diferencialmente ativado de acordo com o ciclo 

sono-vigília, nível de atenção dirigida e processamento cognitivo. Também é capaz de 

modular aprendizado, memória e plasticidade sináptica em diversas regiões encefálicas. 

Além disso, sua disfunção está associada ao desenvolvimento de diversas 

neuropatologias e transtornos psiquiátricos. O presente estudo traz as primeiras 

evidências que a LTD, um modelo celular de memória complementar a LTP, é facilitada 

na via CAl-mPFC por pré-ativação colinérgica muscarínica. Resumidamente nossos 

dados indicaram que: (1) PILO administrada imediatamente antes de indução de 
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protocolo de indução de LTD fraca (LFS600) promove facilitação da LTD na via CAl­

mPFC, prolongando sua fase tardia; (2) esse efeito é dependente de ativação de 

NMDARs no mPFC; (3) PILO sozinha não é capaz de afetar os fPSPs basais; (4) PILO 

administrada 20min após LFS600 não é capaz de afetar a manutenção da LTD fraca; (5) 

LTD forte induzida por LFS900 é dependente de NMDARs; (6) PILO promove rápida e 

proeminente alteração dos padrões oscilatórios no hipocampo e mPFC, com aumento 

das oscilações de alta freqüência (teta, sigma e gama) e concomitante diminuição das 

oscilações lentas (delta). Em conjunto com dados recentemente publicados pelo nosso 

laboratório, sugerimos que a atividade de receptores muscarínicos seja importante para 

modular a plasticidade sináptica de maneira bidirecional (LTP e LTD), dependendo dos 

padrões de disparos da região CAI do hipocampo. Por ser uma das principais saídas de 

informação hipocampo-corticais, os estudos da modulação colinérgica da plasticidade 

sináptica da via CAl-mPFC fornecem novas perspectivas para diversos temas 

considerados centrais em neurociência, como o papel do sono na consolidação de 

memória, as bases neuronais do aprendizado e memória, as epilepsias e seus transtornos 

psiquiátricos associados, os prejuízos cognitivos associados a psicoses, entre outros. 
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Flslol6 lco f mAChR JmAChR 
• Sono REM, atenção dirlgida,aquisição SWS, repouso, Comportamento 

de memória visual, processamento de consolidação de memória 
memória de trabalho (reverberação) 

Padrões oscilatórios �""'"""'"'_...,._ V _.--'L, 
- Ondas teta e gama Ondas lentas, Splndles e SPWRs 

Fluxo de informações 
hipocampo-cónex 

Menos favorecido Mais favorecido 

Eficácia sináptica 
Aumenta em circuitos locais Diminui em circuitos locais 

e pode aumentar ou diminuir e aumenta na via CA1-mPFC (?)
na via CAl-mPFC 

Pato 6 lco nmAChR llmAChR 

Comportamento Crises epiléptica$ e surtos psicótlcos Prejuízos cognitivos e alterações 
emocionais (Esquizofrenia, 
Alzheimer e senescência) 

�adrões oscilatórios Sincronização excessiva ou Aumento anormal de ondas delta 
aumento anormal de ondas gama 

Fluxo de lnforma�éies Excessivo no caso de epilepsia e 
Geralmente prejudicado 

hlpocampo-córtex 
pnwavelmente prejudicado durante 

o surto psicótlvo

Eficácia sináptica Diminuição geral da capacidade de modificação da eficiência sináptica 
hipocampal e cortical (LTP/LTD). Redução da metaplastlcidade. 

Tabela 3. Resumo dos principais aspectos comportamentais e neurofisiológicos associados ao aumento 

ou à diminuição da atividade colinérgica central em condições normais e patológicas. Como discutido 

anteriormente, o sistema colinérgico central é altamente ativado durante comportamentos de alerta, 

atenção e sono paradoxal. Além de modular percepção e memória, o sistema colinérgico está envolvido 

em sintomas ligados a doença de Alzheimer, desordem de hiperatividade, esquizofrenia e epilepsia. Esses 

estados influenciam estão associados a padrões oscilatórios característicos e influenciam o fluxo de 

informações entre o hipocampo e o córtex, bem como, a plasticidade sináptica em circuitos importantes 

para o processamento de informações, memórias e emoções. 
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8.ANEXO
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MUSCARINIC ACETYLCHOLINE NEUROTRANSMISSION ENHANCES 

THE LATE-PHASE OF LONG-TERM POTENTIATION IN THE 

HIPPOCAMPAL-PREFRONTAL CORTEX PATHWAY OF RATS IN VIVO: 

A POSSIBLE INVOLVEMENT OF MONOAMINERGIC SYSTEMS 
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