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RESUMO

Nosso grupo de pesquisa demonstrou previamente que animais com
delecédo genética do receptor Mas (MasKo) apresentam déficit na memoria de
reconhecimento de objetos, que foi revertido pela administracdo de losartan,
um antagonista dos receptores AT1 de Angiotensina Il. No presente estudo,
investigamos o0s mecanismos moleculares responsaveis pelo déficit de
memoria de objetos dos animais MasKo, bem como pela sua reversédo pelo
losartan. Em conjunto, nossos resultados sugerem que o déficit de memaria de
reconhecimentos de objetos observado em camundongos MasKo é devido a
diminuicdo da modulagao nitrérgica hipocampal uma vez que o0s niveis de
nitrito basais e aprendizado-dependentes estdo diminuidos no hipocampo dos
MasKo e que a infusdo de doador de Oxido nitrico neste sitio € capaz de
reverter os déficits de memoria de reconhecimento de objetos. Além disso, (1)
considerando que alteragbes cardiovasculares ocorrem paralelamente as
alteragdes comportamentais observadas durante a formagcdo da memoria de
medo e que (2) os animais MasKo sdao um modelo de hipertensao arterial,
também avaliamos a modulagdo do eixo Ang-(1-7)/Mas na consolidagao,
evocacao e extincdo da memoria de medo. Nossos resultados demonstraram
que a delecado do Mas, dependendo da linhagem de camundongos, prejudica a
formacado da memdria de medo e de sua extingado, o que pode ser devido a um
status basal de medo e/ou ansiedade exacerbados. Além disso, verificamos
que o déficit de extincdo da memodria condicionada, bem como 0s niveis
elevados de ansiedade dos nocautes é revertido pelo losartan. Como
conclusao geral do trabalho sugerimos que a integridade do eixo Ang-(1-7)/Mas
parece essencial para a manutencdo do sistema nitrérgico, que atua como
importante neuromodulador da memoria de reconhecimento de objetos.

Palavras-chave: Memdéria de reconhecimento de objetos, memdria de medo
condicionado, oxido nitrico, sistema renina-angiotensina cerebral, extincdo de
memoarias, eixo Angiotensina-(1-7)/Mas
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ABSTRACT

It is well known that the peptide Angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)] and its receptor
Mas modulate cardiovascular function and more recently it has been shown that
this axis also modulate cognition. Our laboratory previously showed that mice
with genetic deletion of Mas receptor (MasKo) exhibit deficits in object
recognition memory, which was reversed by the administration of losartan, an
antagonist of Angiotensin Il receptors AT1. In the present study, we investigated
the molecular mechanisms responsible for object recognition memory deficits of
MasKo, as well as the effect of losartan. Taken together, our results suggest
that the memory deficit observed in MasKo mice is due to a down-regulation of
the hippocampal nitrergic system. In addition, (1) considering that
cardiovascular changes occur parallel to behavioral expression occurred during
fear conditioning memory and (2) the MasKo mice are considered an animal
model of hypertension, we also evaluated the modulation of Ang-(1-7)/Mas axis
on consolidation, recall and extinction of fear memories. Our results showed
that the knockout of Mas, depending of the mice’s background impaired the fear
memory formation and extinction, which may be a consequence of an increased
general fear and/or anxiety. Furthermore, we verified that the fear memory
extinction deficit, as well as the increased anxiety levels was recovered by
losartan. As a general conclusion we may suggest that the integrity of the Ang-
(1-7)/Mas axis is essential for the maintenance of the nitrergic system which in
turn is a important modulator of object memory. Furthermore, fear memories
and cardiovascular functions may share at least one signaling pathway, the
Ang-(1-7)/Mas axis.

key-words: Object memory; fear conditioning memory; nitric oxide, cerebral
renin-angiotensin system, memory extinction, Angiotensina-(1-7)/Mas axis
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1.INTRODUGAO

1.1 APRENDIZAGEM E MEMORIA

Memoria € a capacidade adaptativa dos organismos vivos de adquirir
informagdes do meio externo, processa-las e guardar aspectos relevantes
sobre elas para que possam ser evocados, mesmo que de maneira nao
consciente, em um tempo futuro (revisado por Chun e Turk-Browne, 2007). As
etapas fisiologicas de formacdo de memodrias se iniciam na aquisicdo dos
estimulos ambientais por receptores sensoriais. Estas informacdes sé&o
processadas pelo sistema nervoso central e exigem processos bioquimicos e
celulares que levam a modificacbes plasticas nas sinapses para sua
consolidagdao a longo prazo e eventual evocagao (revisado por Dere et al.,
2007; Tulving, 1972; Izquierdo, 1999; Squire e Kandel 2003; Lent 2008).

O estudo da memoaria teve inicio no século XIX, com o desenvolvimento
da psicologia experimental. Hermann Ebbinghaus foi um dos pesquisadores
pioneiros que na década de 1880 realizou uma série de estudos com
memorizagao de silabas. Ebbinghaus usou a si mesmo como cobaia,
aprendendo uma lista de silabas e as evocou em diferentes intervalos de
tempo. O estudo avaliou a quantidade de repeticdes e o tempo necessario para
recordar com éxito cada silaba da lista. Este estudo foi pioneiro ao propor que
as memorias tém duracdo diferente, sendo que enquanto algumas duram
pouco tempo e sdo retidas por alguns minutos, outras podem persistir por
tempo tdo remoto como dias, meses ou anos; além disso, concluiu que a
repeticdo faz com que as memorias persistam por mais tempo (Squire e

Kandel, 2003). Em 1900 Muller e Pilzecker basearam-se nos achados de
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Ebbinghaus e conduziram seus proprios estudos com protocolos que também
utilizavam lista de silabas, porém usaram dois grupos de sujeitos. No primeiro
grupo a memoria era testada apds certo tempo e no segundo a memoria era
testada apos ser apresentada uma nova lista de silabas, que tinha por objetivo
confundir os participantes. Com esse segundo estudo ficou demonstrado que a
memoria € susceptivel a interferéncias (Lechner e Squire, 1999).
Posteriormente, William James fez uma distincdo entre as memorias de curta e
de longa duragdo. As memorias de curta duragdo duram de segundos a horas
e sao essencialmente uma extensdo do momento presente. Ao contrario, a
memoria de longa duragéo pode persistir durante semanas, meses ou por toda
uma vida (Squire e Kandel, 2003). Essa primeira classificagcdo das memorias
com relagdo a sua duracdo levou ao pensamento que estas memoérias eram
continuidade uma da outra, ou seja, a memoria de longa duragdo nada mais
seria que a memoria de curta duragao cujas repeticées, ou aquisigao tivesse

um trago mais forte.

Na década de 20 Lashley realizou experimentos com roedores a fim de
localizar qual o substrato anatébmico cerebral onde as memorias se
armazenavam. Para isso, Lashley conduziu lesdes no cortex cerebral antes ou
depois do animal aprender uma tarefa. Em seguida avaliou o desempenho do
animal tentando correlacionar a extensao das lesbes com o seu desempenho.
O estudo concluiu que a extensdo das lesdes se relacionava com o déficit de
memoria, mas ndo a localizagdo destas. Estes resultados confrontaram a
hipotese dos frenologistas, que propunham haver um sitio especifico para cada
funcdo cerebral (Bear e Connors 2008). Posteriormente Donald Hebb

investigou os achados de Lashley e propés que grupamentos neuronais,
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distribuidos em areas corticais, se conectam e servem para o arquivamento
das informagbes. Evidéncias adicionais mostraram que a memoria esta
amplamente distribuida, mas que diferentes areas armazenam diferentes

aspectos da informagao (Squire e Kandel, 2003; Bear, 1996).

Outro aspecto histérico importante sobre o estudo das memorias se
baseou na condugado do caso do paciente H.M na década de 50. O paciente
H.M. sofria de epilepsia do lobo temporal medial secundario a um traumatismo
cranio-encefalico. A severidade das crises levou seus médicos a realizarem
ablagcao do lobo temporal medial bilateral, onde estdo incluidos o hipocampo e
a amigdala. Apdés a recuperagao, o paciente iniciou um déficit de memoria
anterograda (o paciente se tornou incapaz de formar novas memorias) e
retrograda para os ultimos dois anos prévios a cirurgia (Scoville e Milner, 1957).
Porém a extirpagao do hipocampo n&o afetou todos tipos de memoéria, ja que o
paciente ainda se mostrara capaz de aprender tarefas motoras (Schmolck e
Kensinger, 2002; Corkin et al, 1968). As descobertas de Scovile e Milner
demonstraram que o hipocampo e outras estruturas do lobo temporal medial
sdo fundamentais para o armazenamento de memoarias declarativas (Squire e

Kandel, 2003).

Atualmente, podemos classificar melhor as memorias de acordo com
suas diferentes caracteristicas. Um exemplo obtido pelo estudo do paciente
H.M. foi a diferenciacdo das memodrias de procedimentos, que sdo aquelas
relacionadas as habilidades motoras ou sensoriais. Este tipo de memoria €, em
geral, implicita, pois depende das vias perceptivas e reflexas, assim como do
nucleo caudado e do cerebelo. As memodrias de procedimentos envolvem a

repeticdo, os habitos, e o condicionamento a respostas emocionais. Elas
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podem ser adquiridas de maneira imperceptivel e/ou inconsciente. Geralmente
seu traco dura a vida toda. A memoria de procedimentos pode ser descrita,
porém a sua evocagdo nao necessariamente pode ser declarada. Neste
aspecto elas diferem das memoérias declarativas, que sdo genuinamente
humanas, onde fatos, eventos da experiéncia do individuo podem ser
verbalizadas. A memodria declarativa tem aprendizagem mais rapida que a de
procedimentos, porém é mais instavel, sujeita a modifica¢des e interferéncias e
depende da integridade do lobo temporal (Izquierdo e Barros, 1998; 2002). A
memoria declarativa tem no seu conceito aquilo que o ser humano mais
assimila como sendo uma memoria tipica, pois se refere tanto as experiéncias

de vida, quanto aos aprendizados teodricos e praticos que sao vivenciados.

Com relacdo ao seu conteudo, as memoérias podem conter informacgdes
in6écuas ao individuo, como fatos, teorias, datas ou ainda terem componentes
de grande relevancia emocional, como eventos agradaveis ou traumaticos.
Geralmente as memorias relacionadas ao medo séo consolidadas com maior
facilidade por conterem elementos chaves a sobrevivéncia animal, como um
predador em potencial ou um alimento que induz nauseas ou dor, por exemplo
(Lent, 2008; Baudry, Bi, e Tocco, 1996; Bliss e Collingridge, 1993; Collingridge
e Bliss,1993; Izquierdo e Medina, 1995, 1997; Maren e Baudry, 1995; Martin e
Kandel, 1996; Reymann, 1993).

Além da classificacdo quanto ao seu conteudo, as memorias podem ser
classificadas de acordo com a sua duragdo. Estudos com o paradigma da
esquiva inibitéria deram indicio de que a memoéria de curta duragcdo é
processada de forma paralela a consolidagdo da memoéria de longa duragéo

(Izquierdo e Barros 1998; lzquierdo e Bevilaqua, 2006; Izquierdo e Medina
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1999) sem afetar a memoéria de longa duragédo (lzquierdo e Barros 1998),
contradizendo teorias de continuidade baseadas nos estudos de William James
do inicio do século 20. Por sua vez, também ha memdrias que duram
segundos, como o ato de repetir mentalmente um numero de telefone
desconhecido algumas vezes antes de disca-lo. Esta memdria ultra-rapida é
conhecida como memoria de trabalho. A memodria de trabalho se baseia na
reverberagao do impulso elétrico neuronal, mas n&o envolve sintese protéica e
por isso ndo se consolida. Esta memodria, portanto, ndo deixa tracos. O cértex
pré-frontal € especialmente recrutado neste tipo de memaria, porém outros
substratos como coértices entorrinal, parietal superior, cingulado anterior e
hipocampo podem atuar em conjunto para este processo mnemonico (Hughes,

2004; McAfoose e Baune, 2009).

As memorias sao componentes dindamicos dentro da funcdo do sistema
nervoso central. Sua formacao, evocacao e até mesmo modificacbes ou
extingdo dependem da atividade sinaptica presente em varios substratos
neurais. As memorias podem ser divididas em fases didaticas, porém nao
totalmente dissociaveis, uma vez que uma fase pode se interpor a outra.
Classicamente as fases sao: aprendizagem, consolidagcéo, conservagao,

evocagao (Lent, 2008).

A aprendizagem se constitui da etapa onde estimulos, geralmente
externos e adquiridos pelos 6rgaos sensoriais, sdo processados pelos cortices
primarios e codificados como atividade neural. A integridade sinaptica e do
sistema nervoso é fundamental para a consolidacdo das memorias. Nesta
etapa apenas informagdes relevantes sdo geralmente gravadas através de

processos bioquimicos sinapticos em memoérias (lzquierdo et al., 2006). Além
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disso, ha grande importancia dos aspectos emocionais desta memoria para o
individuo, onde uma memodria relacionada a um evento traumatico ou
prazeroso pode torna-la mais robusta no futuro (McGaugh, 201; Reisberg e
Hertel, 2003). A conservagdo das memoérias se da através da atividade
sinaptica. Para que uma memodria persista € importante que modificacbes
plasticas a longo prazo ocorram no sistema nervoso como por exemplo
aumento da sintese protéica. Sdo importantes nesta fase proteinas estruturais
aos neurdnios, aquelas ligadas a comunicagéo sinaptica, proteinas estruturais
de canais de membrana e enzimas responsaveis pela sinalizagao intracelular e
nuclear (Gies e Mizuno, 2013 ; Katche et al, 2013).

A evocacdo das memorias da acesso as informacgdes previamente
codificadas através da re-ativacdo dos circuitos neurais recrutados durante sua
consolidagdo (Pastalkova et al., 2006). Durante a evocagdo, uma memoria
pode ser modificada, agregando-se ou suprimindo-se informag¢des aquelas
preexistentes (Straube et al., 2012), fendmeno este classificado como
reconsolidagao.

Ha ainda a possibilidade de extingdo das memorias. De fato, o sistema
nervoso “filtra” as informagdes a serem gravadas ainda na fase de aquisi¢ao e
consolidagdo das memorias (Chun e Turk-Browne, 2007). Desta forma as
redes neurais sao recrutadas por informagdes uteis a sobrevivéncia do
individuo. Por um outro lado, ao longo da vida do individuo, a utilidade das
memorias vai se modificando. A persisténcia do traco mnemonico sera mais
forte se estiver associado a um componente emocional (McGaugh, 2013;
Reisberg e Hertel, 2003). A extingdo € um aprendizado que assim como a

consolidagao do trago original, envolve sintese protéica e plasticidade sinaptica
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(Maren, 2011; Quirk e Mueller, 2008). Acerca da extingdo trataremos

especificamente em topico a parte devido sua importancia neste estudo.

1.1.1 MEMORIA DO TIPO EPISODICA

A memoria episddica € a memoria que se refere as experiéncias
vivenciadas pelo sujeito. Ela guarda aspectos como o “qué”, “de que forma”,
‘onde”, “porqué’ e em que ordem determinado evento aconteceu. Ha
evidéncias claras que a memoria episddica pode ser representada por outros
comportamentos que nao envolvam somente a linguagem verbal (Menzel,
1999; Donald, 2001; Griffin e Speck, 2004; Hampton, 2001; Fortin, et al., 2004).
Um roedor ou uma ave, por exemplo, pode preferir um determinado local que
aprendeu ser fonte de alimento em detrimento de outro local visitado
anteriormente em que a disponibilidade de alimento € escassa. Neste caso, ha
que se falar em memoria do tipo episédica (Ennanceur e Delacour, 1988). O
estudo da memodria do tipo episdédica € uma grande ferramenta para se

entender os processos neurofisiolégicos da memaria declarativa classicamente

humana.

A tarefa de reconhecimento de objetos pode ser utilizada para se avaliar
diferentes componentes da memdria do tipo episddica em roedores. Nesta
tarefa, diferentes versdes de preferéncia pela novidade sdao combinadas para
medir a memoria de reconhecimento de objetos (Dere et al, 2007; Ennaceur e
Delacour, 1988), a memoria para localizagdes nas quais o0s objetos sao
explorados (Ennaceur, et al., 1997) e a ordem temporal da apresentacéo dos

objetos (Mitchell e Laiacona, 1998). Avaliagbes farmacoldgicas nesse modelo
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também sao possiveis (Dere, et al., 2005; Barbosa, et al., 2010), por exemplo,
o uso de D-cicloserina, um agonista NMDA, via intra-peritoneal teve efeito
promnésico nesta tarefa (Kart-Teke, et al., 2006). A tarefa classica de
exploracao de objetos consiste de uma sessdo de amostra, onde os roedores
exploram dois objetos iguais, apdés um intervalo de tempo, seguido de uma
sessdo teste em que sao apresentados um objeto familiar e um novo. Os
animais gastam mais tempo explorando o objeto novo, o que indica que o

objeto familiar foi reconhecido (Ennaceur e Delacour, 1988).

Uma modificagdo do protocolo de novidade permite avaliar a memoria
espacial. Sdo apresentados na sessao de teste, dois objetos familiares, um em
uma nova posi¢cao e o outro na antiga posicdo, como encontrado na sessao de
amostra. Assim, os animais gastam mais tempo explorando o objeto na nova
localizagdo na caixa de teste (Ennaceur et al., 1997, Dere et al., 2007). Outra
variante do paradigma de preferéncia por novidade mede a memdria para
ordem temporal, na qual dois diferentes objetos sao apresentados. Essa versao
€ composta de trés sessdes: duas sessdes de amostra, com intervalo de uma
hora entre elas e, uma sessao de teste, cujo intervalo pode variar (Dere et al.,
2005a, b; Kart-Teke, et al., 2006; Barbosa et al., 2010). Nas sessdes de treino,
duas ou quatro cépias de um mesmo objeto sdo apresentadas em localiza¢des
distintas em cada amostra. Em cada amostra, os objetos sdo os mesmos entre
si, mas diferem em localizagdo e aspecto de uma amostra para outra. Durante
a fase de teste, dois ou quatro objetos sado apresentados, tanto os da primeira
amostra como da segunda, os quais podem ou ndo estar deslocados. Dessa
forma, os animais exploram mais os objetos mais antigos apresentados

(primeira amostra) e ainda, tendem a explorar mais o antigo deslocado em
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relagdo ao nao-deslocado. Isso indica que os animais discriminam os objetos
em termos de recéncia relativa (Mitchell e Laiacona, 1998; Ennaceur e
Delacour, 1988) e de localizagao (Ennaceur et al., 1997; Dere et al., 2005a, b;

Kart-Teke et al., 2006; Barbosa et al., 2010).

Um elegante estudo sobre a memoaria do tipo episdédica em animais foi
conduzido por Clayton e Dickinson (1998), em passaros submetidos a uma
tarefa que avaliou se eles eram capazes de recordar onde foi escondida racao
ou larva. Os passaros preferem se alimentar de larvas, porém aprenderam que
se o intervalo de tempo entre o aprendizado da localizagao da larva for muito
longo, estas poderiam entrar em decomposigéo, preferindo entdo os passaros

pelo lugar onde aprenderam estar a racao.

Em seres humanos, déficits na memoaria episdédica sao encontrados apos
danos ao lobo temporal medial (Aggleton e Brown, 1999). Quanto a estudos de
memoria de objetos em animais, o hipocampo tem grande relevancia para
associagdes objeto-lugar (Gilbert e Kesner, 2004; Mumby et al., 2002), mas
possivelmente, ndo esta implicado em memdria de reconhecimento do objeto
em si, 0 qual depende do cortex perirrinal (Winters & Bussey, 2005). Ja a
ordem temporal para objetos é mediada pelo cortex pré-frontal medial (Chiba,

et al., 1994; Hannesson et al., 2004).

O lobo temporal medial incluindo a formagado hipocampal (cortex
entorrinal, giro denteado, areas CA1 a 4 e subiculo), amigdala e cortices
perirrinal e pods-rinal, servem como substrato para a memoria declarativa
(Buffalo et al., 1999; Squire et al., 2004). O hipocampo esta envolvido na

evocacao da memoria episodica, enquanto outras estruturas do lobo temporal
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medial, como coértex perirrinal sustentam a memoria baseada em familiaridade
e memoria semantica (Tulving e Markowitsch, 1998; Aggleton e Brown, 1999;
2006; Brown e Aggleton, 2001). Lesdes hipocampais em seres humanos, como
no caso H.M. corroboram a ideia de que o hipocampo e o lobo temporal medial

sao0 necessarios para aquisicao e consolidacado de memoaria episddica.

O hipocampo processa as informagdes espacial (células de lugar) e
temporal independentemente (Kesner, 1998; O’Keefe e Nadel, 1978). Nesse
sentido, sub-regides hipocampais tém sido associadas a diferentes
componentes da memoria episddica: o componente “o0 qué” tem sido associado
com a fungdo do giro denteado; “onde” tem sido associado a CA3 (Kesner e
Hunsaker, 2010; Morris e McNaughton, 1987; Rolls e Treves, 1998; Rolls e
Kesner, 2006) e “quando” a CA1 (Estes, 1985). Ja o giro denteado nado esta
envolvido na formagao de memdria episddica per se, mas € responsavel pela
separagao de contextos espaciais similares, sendo essencial para a recordagao

e discriminagao entre episodios.

1.1.2 MEMORIAS DE MEDO CONDICIONADO

Além da memoria do tipo episddica, outras memdarias, como aquelas que
se relacionam ao medo, sao de vital importancia a sobrevivéncia e seu estudo
fornece grandes evidéncias sobre como o sistema nervoso e seus processos

bioquimicos atuam sobre a fungado mnemonica.

O medo é fundamental para a sobrevivéncia dos vertebrados superiores

uma vez que ativa respostas comportamentais defensivas que protegem os
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animais e os humanos contra ameacgas ambientais (Fendt e Fanselow, 1999).
Tal ameacga pode ser representada por um estimulo inato, como a presenga de
um predador ou um agressor da mesma espécie (Blanchard e Blanchard,
1971), ou por estimulos neutros, que por associacao com estimulos dolorosos
ou outras sensacgbes igualmente desagradaveis adquirem propriedades
aversivas condicionadas (Blanchard e Blanchard, 1972; Graeff e Brandao,

1999).

Quando um animal é confrontado com uma ameaca a sua integridade
fisica ou a propria sobrevivéncia, seja esta representada por um predador, um
agressor da mesma espécie ou por uma simples mudanca no ambiente, ele
apresenta um conjunto de respostas comportamentais e neurovegetativas que
caracterizam a reagcéo de medo. Esse conjunto de respostas, caracteristicas da
especie, foi chamado de reagdes de defesa espécie-especifica uma vez que foi
previamente determinado em seu codigo genético (Bolles, 1970). Estas

respostas compdem as respostas inatas ao medo.

Os roedores, por exemplo, apresentam trés tipos de respostas
defensivas inatas: congelamento, fuga ou luta (Bolles e Uhl, 1975). O
congelamento, ou freezing, € uma postura onde talvez o animal ndo seja
percebido pelo predador (Bredo e Troncoso, 2003). Além disso, os predadores
estdo mais propensos ao ataque quando o animal estda em movimento
(Takahashi et al., 2005). Portanto, o movimento pode atuar como um estimulo
ao ataque do predador. Por isso, provavelmente, o congelamento é observado
mesmo em situagdes que o animal tem oportunidade para outros
comportamentos como a fuga (Fanselow e Lester, 1988). Porém, a medida que

o predador se aproxima, ou aumenta a intensidade dos sinais que indicam a
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sua presenca, o animal altera o seu o comportamento de um congelamento
intenso para um comportamento de luta ou fuga, quando esta é possivel

(Brandao e Troncoso, 2003; Frenkel et al., 2012).

Além do comportamento de congelamento, luta ou fuga, as respostas
defensivas sdo acompanhadas de intensas alteragdes neuroenddcrinas e
autonémicas. No sistema nervoso central, ha liberacido de neurotransmissores
como norepinefrina, acetilcolina, serotonima e dopamina. Esses
neurotransmissores promovem um aumento do estado de alerta, e em geral,
favorecem o processamento dos estimulos externos (Aston-Jones e Cohen,
2005; LeDoux, 2007; Rodrigues e LeDoux, 2009). A liberagao de epinefrina e
norepinefrina pela medula adrenal e norepinefrina nos terminais de nervos
simpaticos desencadeiam uma série de efeitos como aumento da pressao
arterial, aumento da frequéncia cardiaca e respiratéria, aumento da irrigagao
sanguinea dos musculos esqueléticos e inibicdo da digestdo (Rodrigues e

LeDoux, 2009), o que em suma trata-se de aumento da atividade simpatica.

Além disso, outras alteragdes comportamentais também caracterizam
respostas de medo. Por exemplo, os ratos apresentam vocalizagao ultra-sénica
(Kaltwasser, 1991; Miczek e Weerts, 1995), cuja amplitude, duragdo e numero
estdo diretamente relacionados a intensidade do estimulo ndo-condicionado
(choque) (Naito et al., 2003). As respostas comportamentais diante do medo e

de situagdes que a ele desencadearam sao uteis para avaliagcdo das memorias.

O condicionamento ao medo foi primeiramente descrito por lvan Pavlov
no inicio do século XX e também é conhecido como condicionamento classico

ou pavioviano. Esta tarefa consiste na apresentacdo de um estimulo
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condicionado (CS, do inglés conditioned stimulus), inicialmente neutro (luz, som
ou contexto, por exemplo) pareado a um estimulo incondicionado (US, do
inglés unconditioned stimulus) de natureza aversiva, como um choque elétrico
nas patas. ApoOs esse pareamento, a apresentacdo do estimulo, que
inicialmente era neutro, prediz a ocorréncia do choque e entdo passa a atuar
como um estimulo condicionado, desencadeando uma resposta condicionada,
o congelamento (“freezing”). E este pode ser definido como a imobilidade total
acompanhado de postura tensa, ou seja, auséncia total de movimentos exceto
aqueles associados com os movimentos respiratérios (Bolles e Collier, 1976;

Griffith, 1920; Small, 1899; Darwin, 1960).

Os substratos neurais responsaveis pelo medo condicionado (Vide figura
1) envolvem a porcdo basolateral da amigdala que recebe aferéncias
sensoriais via proje¢cdes diretas provenientes do hipocampo, substancia
cinzenta periaquedutal, cortices sensoriais primarios, nucleo geniculado medial,
talamo, etc. A amigdala desempenha um importante papel na regulagdo do
comportamento defensivo. Lesdes ocasionam inibicdo das reagbes de medo
em resposta a apresentacdo de um estimulo aversivo ou um estimulo
previamente pareado com o choque elétrico nas patas (Blanchard e Blanchard,
1972; Kim e Rison, 1993). Outras respostas condicionadas como hipertensao,
taquicardia e analgesia também sao bloqueadas apods a lesdo da amigdala
(Kapp e Frysinger, 1979; LeDoux e Iwata, 1988; Helmstetter e Bellgowan,
1993). Desta forma, a amigdala € crucial nas reagbes de defesa tipicas em

mamiferos (Blanchard e Blanchard, 1972).

A amigdala contém uma grande gama de nucleos que diferem em

funcdo do tipo celular, densidade, composicdo quimica e conectividade



28

(LeDoux, 2007; Swanson, 2003; Pitkanen e Pikkarainen, 2000). Eles podem ser
divididos em trés grandes grupos: os nucleos profundos ou basolateral (BLA)
da amigdala, que incluem o nucleo lateral, o nucleo basal e o nucleo basal
acessorio; 0s nucleos superficiais ou corticais, que incluem os nucleos do trato
olfatério lateral e o nucleo cortical; e os nucleos do grupo centromedial,
composto pelos nucleos medial e central. Ha ainda os nucleos intercalados e a

area amigdalo-hipocampal (revisado por Fanselow et al., 2009).

O nucleo lateral (LA) é considerado a via de entrada sensorial para a
amigdala porque recebe aferéncias auditiva, visual, gustatodria, olfatéria e
somatossensorial (incluindo dor) do talamo e do coértex. A via talamo-
amidgaldide transmite a informacgao sobre o estimulo aversivo de forma rapida
e sem o controle consciente do individuo (LeDoux, 1996; LeDoux, 1995). Por
outro lado, a via cortico-amigdaldide prové lenta e mais detalhada informacéao
sensorial. Neurénios da LA respondem tanto ao estimulo condicionado como
ao estimulo nao-condicionado, e o bloqueio farmacolégico ou lesdes deste

nucleo, impossibilitam o condicionamento de medo (LeDoux, 1996).

O nucleo central (CE) é considerado a maior via de saida da amigdala.
O CE é responsavel pelo controle da reagdao de medo que inclui respostas
comportamentais, autonémicas e endocrinas via proje¢cdes para o hipotalamo,
a substéncia cinzenta central e o nucleo motor dorsal do vago (LeDoux, 2007;
LeDoux, 1996; LeDoux, 1995; Fanselow e Poulos, 2005; Lang e Davis, 2006;
Maren, 2001; Paré e Quirk, 2004; Rodrigues e Schafe, 2004). Assim, proje¢cdes
para o hipotalamo lateral e o bulbo medeiam as respostas autonémicas. O
nucleo paraventricular do hipotalamo medeia respostas neuroenddcrinas, o

nucleo reticulopontino caudal esta relacionado a resposta de sobressalto e as
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projecdes para a substancia cinzenta periaquedutal sdo criticas para o

congelamento e a nocicepgao (LeDoux, 1996).

Varios trabalhos indicam ainda que a substancia cinzenta periaquedutal
esta envolvida na integracdo e na elaboracdo de estados motivacionais
aversivos (Kim et al, 2013 ; Borelli et al, 2013). A porcao ventral apresenta
grande importdncia na regulacdo do comportamento defensivo. Lesdes
eletroliticas da substancia cinzenta periaquedutal ventral provocam uma

diminuicdo na resposta de congelamento.
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Figura 1 — Substratos neurais do medo condicionado, retirado de Maren
et al.,, 2011. O hipocampo (HIP) é importante para condicionamento que
envolva contexto. Projeta para o cortex pré-limbico (PL), infra-limbico (IL) e
cortex perirrinal (PRh), além da por¢do basal da amigdala (BA) e nucleo
acumbens (Nacc) e nucleo da estria terminalis (BNST). Ja o PL projeta para a
amigdala lateral (LA) que também recebe aferéncias do nucleo geniculado
medial (MGm) e (AC). LA é a principal via de chegada da amigdala e

sabidamente onde os estimulos condicionados (CS) e incondicionados (US) se
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integram, projetando para a BA, massa de células intercaladas (ITC), por¢cao
lateral e medial da amigdala central (CEl e CEm respectivamente. A CEm € a
principal via de saida da amigdala e recebe além das citadas, aferéncias da
CEl, ITC, do nucleo intralaminar posterior talamico (PIN) e MGm. Da CEm ha
projecdes para substratos envolvidos com as respostas comportamentais e
fisiolégicas do medo como a porgao ventral da substancia cinzenta
periaquedutal (VPAG), Hipotalamo lateral (LH), nucleo paraventricular (PVN) e

BNST.

Evidéncias indicam que os cortices pré-limbico (PrL) e infra-limbico (IL)
sao necessarios para a producdo das respostas de medo e extingdo do
condicionamento.. Os neurdnios da LA sao responsaveis por desencadear as
respostas de medo, porém essas respostas duram apenas alguns milésimos de
segundo (Maren e Quirk, 2004; Quirk e Repa, 1995; Paré e Collins, 2000), e,
portanto, n&o sao responsaveis pela continuidade das respostas de
congelamento. Os neurdnios do PrL, ao contrario, mostram um duradouro
aumento em sua atividade que reflete a evolugao temporal do medo (Burgos-
Robles e Vidal-Gonzalez 2009). Outra questdo importante reside no fato que
PrL pode influenciar a extingdo do medo. A atividade dos neurénios do PrL é
maior em ratos que nao conseguem extinguir a memoria (Burgos-Robles e
Vidal-Gonzalez, 2009; Knapska e Maren, 2009), e diminui apos a administragéo
de bloqueadores da expressdao de medo como o propranolol (Rodriguez-
Romaguera e Sotres-Bayon, 2009) e o canabidiol (Lemos e Resstel 2010).
Evidéncias indicam que déficits na extingdo do medo também podem ocorrer

apos estimulagao elétrica do PrL (Burgos-Robles e Vidal-Gonzalez 2009). Isto
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ocorre porque o PrL projeta para a ITC, inibindo os interneurdnios gabaérgicos
(inibitérios). Ja o IL tem projecdes excitatérias sobre a ITC, fundamental para a
aquisicao e consolidacdo da extingdo das memorias condicionadas (Maren et

al, 2011).

Diversos autores sugerem o envolvimento do hipocampo na aquisigao
do aprendizado de medo condicionado, uma vez que lesdes desta estrutura
diminuem o desempenho do animal em tarefas que requerem a aprendizagem
de relagdes espaciais como durante o condicionamento de medo ao contexto
(Anagnostaras e Gale, 2001; Rudy e Barrientos, 2002; Rudy e Matus-Amat,
2005). O condicionamento ao medo contextual é induzido pela exposigdo do
animal a um evento aversivo (um choque) em um determinado contexto.
Evidéncias indicam que esta associacao nao pode ser formada se o roedor ndo
explora suficientemente o contexto antes de receber o choque (Fanselow et al.,
1990). Lesbes (eletrolitica, neuroquimica, administracdo de lidocaina ou
antagonistas colinérgicos) no hipocampo antes ou apdés o treinamento
prejudicam a resposta de congelamento no condicionamento ao medo
contextual e na esquiva inibitéria (O’Keefe e Nadel, 1978; Kim e Rison, 1993;
Phillips e LeDoux, 1992; Kim e Fanselow, 1992; Mcintyre e Miyashita, 2005;
Ammassari-Teule e Pavone, 1991; Maren e Fanselow, 1997; Rogers e Kesner,
2004; Sacchetti e Lorenzini, 1999; Roozendaal e McGaugh, 1997; Roozendaal
e Nguyen, 1999). Entretanto, quando outro estimulo € aplicado, como um tom,
a administracdo de antagonistas glutamatérgicos diminui o aprendizado ao
contexto, mas nao ao tom (Rogers e Kesner, 2004; Frohardt e Guarraci, 1999).
Esses resultados sugerem que o hipocampo pode estar seletivamente

envolvido no aprendizado contextual e ndo € necessario para a subsequente
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associagao do contexto ao estimulo aversivo (Kim e Rison, 1993; Rudy e Huff,
2004). Por outro lado, experimentos realizados recentemente por Chang et al.
(2007) mostraram resultados opostos. O hipocampo esta envolvido na
aquisicao da memoria ao contexto (O’Keefe e Nadel, 1978; Phillips e LeDoux,
1992; Kim e Fanselow, 1992; Rogers e Kesner, 2004). Entretanto, se ele
também esta envolvido na associacao do contexto ao estimulo aversivo ainda é
controverso. Alguns autores tém sugerido que o papel do hipocampo no medo
condicionado seria o de promover a transferéncia de uma configuragcao
espacial do contexto para a amigdala, onde ocorreria entdo, a sua associagao
com os choques, determinando o processo de condicionamento (Fendt e

Fanselow, 1999; Sutherle e McDonald, 1990).

A formacao da memdéria de medo condicionada depende da contingéncia
entre CS e o US. De fato, a apresentacéao repetida do CS, na auséncia de US,
desencadeia um novo aprendizado denominado extingao. Pavlov foi o primeiro
a demonstrar experimentalmente a extingdo de memdrias (Pavlov, 1927) e
seus achados mostraram que nas primeiras apresentacdes do CS a resposta
condicionada era preservada, mas sem pareamento com o US esta resposta
decaia ao longo do tempo. A extingdo tem grande importancia nas memoarias
de medo ja que € um componente importante nas intervengdes
comportamentais para pacientes com memorias de medo patologico. Por
exemplo, a terapia de exposi¢ao envolve a apresentagao aos estimulos ligados
ao medo traumatico em um ambiente seguro (Craske et al, 2008;. Powers et al,

2010;. Rothbaum e Davis , 2003).

A extingdo ndo € o mero apagamento ou a reversdo da memoria do

medo inicial, uma vez que as respostas de medo condicionado podem
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reaparecer (1) com o passar do tempo (recuperagéo espontanea), (2) se o CS
for apresentado em um contexto diferente do qual a extingdo ocorreu
(renovacédo ou renewal), ou (3) se o US for reapresentado de maneira
inesperada (reintegragao ou reinstatement).

Pelo menos trés substratos neurais estdo envolvidos na extincdo:
amigdala, cortex pré-frontal medial e formagao hipocampal. A amigdala é o
local critico de plasticidade em que extingdo das memdérias se processa. A BLA
€ fundamental neste quesito, uma vez que a infusdo de antagonistas do
receptor de NMDA interrompe a aquisicdo da extingdo (Queda et al, 1992,
Laurent et al, 2008; Zimmerman e Maren, 2010), enquanto que o bloqueio dos
receptores NMDA na CE ndo a afeta (Zimmerman e Maren, 2010). Ja o cértex
infra-limbico é critico para a consolidagao e de evocagao da extingdo (Quirk et
al, 1997) e o hipocampo esta envolvido na extingdo relacionada ao contexto (Ji
e Maren, 1997).

Estudos prévios do nosso grupos (Lazaroni et al, 2012) mostraram que a
especificamente em um animal com delegdo genética do receptor Mas, ligante
endogeno para a Ang-(1-7), ndo ha prejuizo de memoria de medo na esquiva
inibitéria e na memoria de trabalho. Porém estes animais apresentaram déficit
da memdria do tipo episodica. Este achados discutem que ndo séo todas
memorias hipocampo-dependentes que sao sensiveis a prejuizos. A memoria
testada na esquiva inibitoria depende além do hipocampo de amigdala e septo
medial (Chen et al, 2013). A memodria de trabalho testada no labirinto em Y
baseia-se na atividade exploratéria do animal e a memoria do tipo episddica

envolve pouca participagdo da amigdala. Além disso, estes achado mostram
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que a integridade do eixo em questdo é importante para a consolidagdo da

memoria do tipo episodica.

1.2. O EIXO ANGIOTENSINA-(1-7)/RECEPTOR MAS

O estudo da fisiologia cardiovascular demonstrou ha cerca de um século
que orgaos como rins, adrenais e pulmdes s&o capazes de secretar peptideos
e hormonios vasoativos que atuam regulando as pressdes dos fluidos corporais
(revisado por Ferrario, 2006). Um dos sistemas classicos responsaveis por tal
controle pressor € o sistema renina-ansiotensina. A renina € uma aspartil-
protease que é secretada pelo rim em resposta a quedas na perfusao renal.
Uma vez secretada, a renina atua sobre receptores de (pro)renina que causam
aumento da resisténcia vascular periférica a fim de aumentar o débito cardiaco
e assim restaurar a pressao arterial e perfusao sistémica, gerando uma alga de
retroalimentacao sobre a perfusao renal. Além disso, a renina também cliva o
angiotensinogénio em angiotensina |, que apesar de baixo poder
vasoconstritor, serve como substrato para a formacédo de angiotensina Il pela
enzima conversora de angiotensina (ECA) presente no plasma (Nguyen et al.
2002). A angiotensina IlI, que é considerado o mais potente peptideo desse
sistema (Peach, 1977; Saavedra, 1992; Wright e Harding, 1992), restabelece a

pressao arterial, permitindo que a perfusao tecidual aumente.

A angiotensina Il age através de dois tipos de receptores
metabotropicos, AT1 e AT2. O receptor AT2 é expresso em menor quantidade

no organismo adulto e tem efeitos por vezes antagbnicos a ativacdo de AT1
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(revisado por Ferrario, 2006). O efeito vasoconstritor da angiotensina Il se da
principalmente pela ativagao do receptor AT1. O receptor AT1 é largamente
expresso nos tecidos, inclusive no cérebro. A angiotensina |l atua sobre o
sistema nervoso simpatico causando facilitacdo adrenérgica (Abdulla et al.
2011). Além disso, exerce inibigao lateral sobre os reflexos comandados pelos
barorreceptores e tem agao regulatoria sobre o mecanismo da sede, elevando
a ingestdo hidrica (McMullan et al. 2007; Fitzsimons e Simons, 1969). A
angiotensina Il pode ainda modular a agdo dos horménios hipofisarios ACTH,

prolactina e LH (Macova et al. 2010).

A cascata de eventos vasomotores continua quando a angiotensina Il é
clivada pela enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) em angiotensina-(1-
7) [Ang-(1-7)] Este ultimo peptideo costuma ter efeitos antagbnicos ao da
angiotensina Il. O receptor preferencialmente ativado pela Ang-(1-7) € o
receptor Mas (Santos et al. 2003), cuja ativacdo causa vasodilatagao (Peiro et
al. 2013). Além disso, dependendo da concentragdgo a Ang-(1-7) (2uM a
104uM) é capaz de se ligar inespecificamente aos receptores AT1 e AT2 (150
vezes menos especifico no primeiro e 6000 vezes menos no segundo que a

Angll), agindo como um agonista fraco (Rowe et al. 1994).

Sabe-se atualmente que o sistema renina-angiotensina esta envolvido
em fung¢des além das cardiovasculares, como por exemplo fungdes cognitivas
como ansiedade, depressao, aprendizagem e memoria (Passos-Silva et al.
2013). De fato, componentes do sistema renina angiotensina sdo expresso no
cérebro de maneira ndo homogénea. Os receptores AT1 e Mas s&o largamente
expressos no hipocampo e amigdala. Os receptores AT2 no hipocampo e

hipotalamo. Os receptores de renina sao encontrados no hipocampo e cerebelo
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(Lavoie et al. 2004 ; Barnes et al. 1993; Benarroch and Schmeichel 1998; Chai
et al. 2000; Harding et al. 1992; von Bohlen und Halbach and Albrecht 2000;

Wright et al. 1993; Zhuo et al. 1998).

A angiotensina Il no hipocampo € capaz de impedir a consolidagao da
memoria condicionada ao medo em ratos através da ativagao de receptores
AT2 (Kerr et al., 2005). O peptideo em questdo é capaz de inibir a LTP e a
LTD, que sado fendmenos eletrofisioldgicos relacionados a aprendizagem e

memoria (Denny et al. 1991 ; Whitlock et al 2006).

Além disso, os componentes do sistema renina angiotensina cerebral
agem de maneira muito mais intricada do que o modelo linear que vigorava
décadas atrds. E sabido que ha outras enzimas capazes de clivar as
angiotensinas, como a NEP, TOP, POP. Ja a ECA é capaz de converter a Ang
| diretamente em angiotensina-(1-7) (Xia e Lazartigues, 2008). Pereira e
colaboradores (2013) mostraram recentemente que no hipocampo de ratos a

producao de Ang-(1-7) diretamente de Ang | se da via TOP.

A ativagdo do eixo angiotensina-(1-7)/receptor Mas ndo so
contrabalanceia a ativagdo dos receptores AT1 pela Ang Il, como o proprio
receptor Mas € capaz de diminuir a expressao celular do receptor AT1 por um
mecanismo de heterodimerizagao (Kostenis et al. 2005). A agao de drogas que
inibem a acdo da ECA (captopril) ou que bloqueiam o receptor de AT1
(losartan) sdo capazes de melhorar a memoria e diminuir o comportamento

ansioso (Raghavendra et al. 2001 ; Hajjar et al., 2008).

O eixo angiotensina-(1-7)/receptor Mas, faz parte dos componentes de

recente estudo/elucidacdo do sistema renina angiotensina. Varios modelos
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foram desenvolvidos para sua melhor compreensao. O bloqueio farmacolégico
do receptor Mas e a delecao genética deste receptor tem fornecido valiosas
informacdes sobre sua funcao fisioldgica, inclusive no sistema nervoso central.
Ja foi demonstrado que a angiotensina-(1-7) é capaz de potencializar a LTP
(Hellner et al. 2005). Além disso, e capaz de melhorar o desempenho de
roedores em tarefas de memdria, diminuir o comportamento do tipo ansioso e
inibir a formagédo de memarias do tipo aversivas (Hellner et al, 2005 ; Bild e

Ciobica, 2012).

Nosso grupo demonstrou recentemente que a integridade do eixo
angiotensina-(1-7)/receptor Mas é fundamental para formacdo das memorias
do tipo declarativas em roedores, uma vez que animais MasKo apresentam

prejuizo nas memorias do tipo episddica (Lazaroni et al. 2011).

1.3. SISTEMA NITRERGICO

O sistema nitrérgico € uma das vias de saida efetoras do sistema renina
angiotensina (Forstermann e Sessa, 2012). O 6xido nitrico € um gas produzido
pela clivagem de L-arginina em L-citrulina. Sua meia vida é curta, cerca de 5
segundos (Paul e Ekambaran, 2011). Se difunde por cerca de 200uM e pode

cobrir até dois milhdes de sinapses (revisado por Steinert et al, 2008).

As enzimas produtoras de Oxido nitrico sdo chamadas de oxido nitrico
sintases (NOS) e existem em trés isoformas principais nos mamiferos. A oxido
nitrico endotelial, a induzivel e a neuronal. A 6xido nitrico endotelial, também

chamada de NOS3, € encontrada em células endoteliais e € a principal enzima



38

constitucional produtora de 6xido nitrico. Além disso, € encontrada também em
células neuronais (Biancardi et al. 2011). A 6xido nitrico sintase induzivel, ou
NOS2, é sintetizada em resposta a processos inflamatérios. E a 6xido nitrico
neuronal, ou NOS1, é encontrada em células neuronais e gliais, principalmente
nas espinhas dendriticas, ou seja, em terminais pods-sinapticos. A NOS1 pode
estar presente também em células do musculo estriado esquelético e cardiaco
e no musculo liso. A NOS1 e a NOS3 sao constitutivamente expressas e suas
atividades sao dependentes de calcio (Bredt et al. 1999 ; Calabrese et al. 2007;

Scwartz et al.1999 ; Xu et al. 1999 ; Rothe et al. 2005 ; McConell et al.2007).

No tecido nervoso a NOS1 tem ativacao fasica e a NOS3 tem ativacao
ténica. Além disso a NOS1 tem taxa de hemerredugdo menor, o que implica em
maior liberagdo de NO ao ser ativada. A diferenca molecular dessas duas
principais enzimas produtoras de NO no tecido nervoso torna a biossintese de
NO cerca de 30 vezes maior pela NOS1 quando comparada com a NOS3
(Stuehr et al, 2004). Além disso a atividade da NOS1 é cerca de quatro vezes

maior no neurdnio que a NOS3 (Stuehr et al, 2004).

A atividade das NOS é modulada, além de co-fatores como o calcio, por
fosforilagdo. Quando fosforiladas podem apresentar-se na forma ativa ou
inativa. Os sitios de ativagdo da NOS3 sdo Ser633 (pela PKA) e Ser1177
(pelas AMPK, AKT, PKA, CAMKII, PKG, FOSFATASE 2), ja o sitio de
inativagdo (pela PKC) desta mesma enzima € Thr495 (Chen et al. 1999; Fulton
et al. 1999; Bauer et al. 2003; Matsubara et al. 2003). Os sitios de ativagéo da
NOS1 séo Ser847 (CAMK Il gera inativagdo enquanto a FOSFATASE 1 ativa a
enzima quando o fosforila) e Ser1412 (AKT), e os de inativacdo sdo Ser852

(PKA e PKG) e Ser741 (CAMKII) (Yoshitomi et al. 2010). (Fulton et al. 1999;
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Dimmeler et al. 1999; Michell et al. 1999 e 2002 ; Boo et al. 2002 ; Butt et al.

2000).

A Ang-(1-7) é capaz de estimular a fosforilagcdo da AKT via PI3K (Giani
et al. 2007). Receptores de membrana, como o Mas, sao capazes de alterar a
conformagcao da PI3K, que por sua vez medeia a conversido de PIP2
(fosfatidilinositol bifosfato) em PIP3 na membrana. A AKT, que é uma proteina
cinase de serinal/treonina se liga ao PIP3 na membrana, o que permite sua
fosforilacao pela PDK1. A ativacdo da AKT €& dependente de PI3K e a via
PI3K/AKT pode ser ativada pelo eixo Ang-(1-7)/Mas (McManus et al. 2004;
Shiojima e Walsh, 2006; Brazil e Hammings, 2001), o que pode culminar com

a ativacao de NOS.

O sistema nitrérgico pode também ser ativado via CaMKIl (Shah et al.
2010 ; Muthalif et al. 1998 ; Ronkainen et al. 2007, Mounta et al. 2007). A
cinase calcio-calmodulina dependente Il (CaMKII) é a proteina mais abundante
na pos-sinapse (Cheng et al. 2006), e é necessaria para a LTP (Silva et al.
1992; Giese et al. 1998 ; Lisman et al. 2002), plasticidade sinaptica (Matsuzaki
et al. 2004 ; Lee et al. 2009; Pi et al. 2010) e algumas formas de aprendizagem
e memoria (Giese et al. 1998; Glazewski et al. 2000; Frankland et al. 2001 ;
Silva, 2003). A CaMKII é uma enzima que consiste em 12 subunidades e cada
uma delas atua como uma cinase de serinal/treonina (Rosenberg et al. 2006).
Quando a concentrag&o de calcio se eleva, a calcio-calmodulina se liga a uma
das subunidades da CaMKIl, o que muda a conformacao estrutural da CaMKII,
expondo seu dominio cinase (Lisman et al. 2002 ; Rosenberg et al. 2006 ; Chao
et al. 2010). A ativagdo de duas subunidades adjacentes causa uma auto-

fosforilagdo na Trh286 da CaMKIl. A CaMKIl pode permanecer ativada
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independentemente da interagdo calcio-calmodulina através de sua auto-
fosforilagao, permanecendo assim mesmo apds a dissociagao do calcio (Saitoh
e Schwartz 1985; Lou et al. 1986; Miller e Kennedy 1986; Yang e Schulman

1999).

A ativacdo de NMDA, leva a abertura de canais de calcio e o aporte
ibnico atua na fosforilacdo da CAMKII ou AKT neuronais. Estas sao vias
importantes na fosforicagdo das NOS, atuando na sua ativagdao. Apods este
evento o 6xido nitrico (NO) atravessa a membrana do terminal pés-sinaptico e
se difunde retrogradamente para agir nas células pré-sinapticas, onde pode
modular a liberagdo de neurotransmissores (Hawkins et al., 1998 e O'Dell et al.,
1991). Na pré-sinapse o principal alvo do NO é a guanilato ciclase soluvel
(GCs), que apods ser ativada contribui na sintese do segundo mensageiro
monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) (Bredt e Snyder, 1989). O GMPc
ativa a proteina cinase dependente de GMPc (PKG), que por sua vez pode
fosforilar uma série de substratos. O GMPc também pode ativar canais idnicos
em neurdnios hipocampais, no cerebelo, bulbo olfatério e hipodfise (Bradley et
al.,, 1995; El Husseini et al.,, 1995; Finn et al., 1996; Biel et al., 1998)
modulando, entdo, a liberagdo de neurotransmissores como glutamato e GABA
(Ferrendelli et al.1974 ; Miki et al.1977 ; Baratti 1996 e 2009 ; Izquierdo et al.,
2006). No hipocampo, por exemplo, o aumento da liberagdo de glutamato
induzido pelo aumento de NO parece ser fundamental para LTP hipocampal, ja
que doadores de NO aumentam a LTP (Lange et al. 2012), enquanto
antagonistas das NOS inibem (Johnstone e Raymond, 2011 ; Li et al. 2012).

Vide figura 2 onde as vias descritas acima estao ilustradas sumariamente.
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Figura 2 — Vias de sinalizacdo moduladas pelo NO, retirado de Steinert,
2010. A liberagdo de glutamato (Glut) na fenda sinaptica ativa receptores
NMDA (NMDAR) e AMPA (AMPAR) que culminam com a liberagcdo de calcio
(Ca2+) que ativa as oxido nitrico sintases (NNOS) que culminam com a
liberagdo de oxido nitrico (NO). A liberacdo de NO estimula as vias de cGMP,
expressao genica, s-nitrosilagdo e formacado de peroxinitrito. O 6xido nitrico
também é capaz de se difundir par o neurbnio pré-sinaptico onde atua como
neuromodulador. Ja o cGMP estimula as vias de sinalizagdo de PKG e também

na ativacao de canais de potassio.

A sintese de NO é um processo altamente regulado. Entretanto, o
consumo ou decaimento do NO depende quase que exclusivamente da
disponibilidade de alvos potenciais. Entre estes alvos esta o O2°, cujo produto
desta reacdo é o peroxinitrito. Em contrapartida, a superéxido dismutase (SOD)

também reage com O2° competindo com o NO. Portanto a SOD é capaz de
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atenuar altas concentragdes de espécies reativas de oxigénio (ROS). Por outro
lado a NOX2 é uma enzima diretamente envolvida na produgéo destes radicais.
De forma esquematica: a ativagao das NOS por agao da Ang-(1-7) aumenta a
liberagdo de NO. Ja a Ang Il ativa as NOX2 que levam a sintese de NADPH e
com isso elevacgao de superodxido. A SOD catalisa o superéxido culminando na
liberagdo de perdxido de hidrogénio e oxigénio. O NO também reage com o

superoéxido e produz o peroxinitrito. (Stuehr et al, 2004).

As enzimas produtoras de ROS podem ser moduladas pela
concentragdo de NO presente no tecido (Jin et al. 2012). As ROS incluem o
superoéxido (0O27) o perdxido de hidrogénio (H202) e os radicais hidroxilas, que
sao produtos téxicos da respiragao celular. Entretanto, o superdxido e o
peréxido de hidrogénio também sédo capazes de atuar na sinalizagao celular,

estimulando receptores de membrana (Clempus e Griendling, 2006).

A SOD e as catalases sdo as principais enzimas envolvidas na
degradacgao das ROS (Sies 1997). A SOD catalisa a dismutagdo do O2" para
H>0O e oxigénio, e é expressa constitutivamente em trés formas: a SOD1 que se
localiza principalmente no citoplasma, mas também esta presente na
mitocdndria, a SOD2 que é expressa somente na matriz mitocondrial e a SOD3
que € encontrada no compartimento extracelular (Zimmerman, 2011).
Portanto, a atividade da SOD é um mecanismo de defesa celular importante
em processos de oxidagao (Sies, 1997).

O NO tem papel crucial em varias formas de aprendizado, como a
memoria espacial, olfatoria, esquiva inibitéria e medo condicionado (Baratti e
Boccia, 1999; Bohme et al. 1993; Chapman et al. 1992; Schafe et al.

2005; Yildiz Akar et al. 2007; Brenman e Bredt, 1997 ; Prast e Philippu, 2001).
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Dias-Peixoto et al.(2008) e Rabelo et al.(2008) demonstraram que o sistema
nitrégico esta prejudicado nos camundongos MasKo em 6rgaos periféricos, o
que seria plausivel ocorrer também no sistema nervoso central.
Interessantemente, estudos prévios mostraram que nos camundongos MasKo

ha maior oxidagéo celular (Rabelo et al. 2008).

No presente estudo investigamos se o déficit de memodria do tipo
episédica observado em animais com o eixo Ang-(1-7)/Mas prejudicado é
devido a um déficit na neuromodulagao nitrérgica. Além disso, investigamos o

papel deste mesmo eixo na memadria de medo.
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4. MATERIAIS E METODOS GERAIS

4.1 Aprovacao dos protocolos pelo comité de ética

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal — CETEA - desta Universidade (protocolo 167/2008) e
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA — também desta

Universidade (protocolo 136/2011).

4.2 Animais

Os camundongos nocautes para o receptor Mas, bem como seus
respectivos controles, camundongos de mesmo background genético, FVB/N
ou C57BL/6, foram fornecidos pelo biotério do laboratério de Hipertensao
Bioquimica do Departamento de Fisiologia e Biofisica da UFMG. Os animais
C57BL/6 utilizados apenas para investigacdo farmacologica foram fornecidos
pelo Centro de Bioterismo do ICB/UFMG. Foi necessario no presente trabalho
0 uso de duas linhagens de camundongos uma vez que ha um dimorfismo em
testes comportamentais entre elas (vide tabela 2 e suas referéncias). A
linhagem FVB/N foi utilizada na maior parte dos experimentos, porém nos teste
de medo condicionado contextual foi necessario o uso da linhagem C57BL/6
uma vez que os FVB/N apresentam prejuizos em tarefas espaciais. Além disso,
outras diferencas entre as duas linhagens quanto a dele¢cdo do receptor Mas

estdo demosntradas na tabela 1 a seguir.
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Disfuncdo endotelial

Presséao arterial

Sindrome

metabdlica

Ansiedade

Memoéria espacial

Memodria do tipo

episodica

Tonus simpatico

presente

hipertensos

presente

N&o ansiosos

Prejudicada (TRO)

prejudicada

alterado

menor

Normotensos

N&o avaliada

Ansiosos

Prejudicada

N&o avaliada

alterado

Tabela 1 — Diferengas entre as duas linhagens de camundongos (FVB/N

e C57BL/6) nocautes para o receptor Mas em varios aspectos fisioldgicos,

cognitivos e comportamentais. (Whalter et al, 1998 ; Lazaroni et al, 2012 ;

Rabelo et al, 2008 ; Whalter et al, 2000 ; Moura et al, 2007 ; Santos et al,

2007).
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Todos os animais foram mantidos em estante ventilada, prépria para
animais de laboratério, com temperatura constante de 22+1°C e umidade entre
40-70%. A sala onde se localiza esta estante possuiu controle do ciclo claro-
escuro, 12/12 horas. Em cada gaiola foram mantidos de 3 a 5 camundongos

com alimento e agua ad libitum.

Todos os protocolos foram realizados observando-se as normas
internacionais contidas no, “Guide For The Care And Use Of Laboratory
Animals” Editado pelo “US National Institutes Of Health (NIH publication n°® 85 —

23 revisado em 1996).

4.3. Analise Estatistica

Os resultados de western blot, concentragcédo de nitrito, labirinto em cruz
elevado, radioimunoensaio e reconhecimento de objetos foram expressos
como Média = Erro Padrdo da Média (EPM) e utilizou-se o Teste-t de Student

nao pareado para analisar os dados.

Os resultados da curva dose-resposta de losartan intra-hipocampal e
concentragédo de nitrito em animais expostos a objetos foram expressos como
Média £ Erro Padrdo da Média (EPM) e utilizou-se ANOVA de uma via com

post-hoc de Bonferroni para analisar os dados.

Os resultados de esquiva inibitéria foram inicialmente submetidos ao
teste de normalidade de D’'Agostino e Pearson e apesar dos dados

provenientes do grupo FVB/N apresentarem distribuicdo normal, os dados dos
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animais MasKo n&o apresentaram distribuicdo normal. Sendo assim,
analisamos os dados com estatistica ndo paramétrica, Kruskal-Wallis com

Dunn's Multiple Comparison Test.

Os resultados da atividade locomotora, condicionamento ao som e ao
contexto foram analisados utilizando-se ANOVA de duas vias repetida, ja a
escala de resposta ao choque foi analisada com ANOVA de duas vias nao

repetida.

4.4 Western blot

O protocolo de Western Blot foi utilizado para analise da expressao de
proteinas hipocampais, a saber: ECA2 (FVB/N n= 8, MasKo n=8) (Alpha
Diagnostic, 786465A1), NOS1 total (Santa Cruz, sc-8309), NOS1 fosforilada
no residuo Ser 852 (Santa Cruz, sc-19826), NOS3 total (Santa Cruz, sc-654),
NOS3 fosforilada no residuo Ser1177 (Santa Cruz, sc-12972), NOS3
fosforilada no residuo Thr495 (Cell Signaling, 9574S), SOD1 (Upstate, 06984),
NOX2 (AbCam, ab43801), AKT (Cell Signaling, 9272S), AKT fosforilada no

residuo Ser473 (Cell Signaling 9271S) e PI3K (Cell Signaling, 5569s)..

Os animais foram eutanasiados e o0s cérebros dissecados para
isolamento de cortex e hipocampo. Os tecidos foram congelados em freezer -
80°C e posteriormente homogeneizados em tampao de lise. A concentracao de
proteinas de cada amostra foi determinada utilizando o método de Bradford.
Em gel de eletroforese que variou de 8 a 12% dependendo do tamanho da

proteina estudada, foi pipetado de 25 a 50 ug de proteina de cada amostra,
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previamente marcada com SDS 5x e desnaturadas em banho-maria a 95°C por
5 minutos. As amostras passaram pela etapa de corrida a 100 volts durante
cerca de 120 minutos. Apds a corrida das amostras em gel, o processo de
transferéncia para membrana de nitrocelulose ou PVDF foi feito também a 100

volts.

Apos as proteinas terem sido transferidas para a membrana, esta foi
incubada com solugao de bloqueio (BSA a 5% em TBS) por 60 minutos e
posteriormente com solugdo contendo um anticorpo primario destinado a
proteina de interesse onde permaneceu em agitacdo overnight a 4°C. No dia
seguinte, as membranas foram lavadas e depois incubadas com anticorpo
secundario fluorescente por 60 minutos. Apés a lavagem com anticorpo
secundario as membranas foram lavadas novamente e colocadas em scanner
de fluorescéncia ODYSSEY®. As bandas foram identificadas segundo um
padrao fluorescente de peso molecular. As imagens foram entdo analisadas e
as bandas foram quantificadas de acordo com sua intensidade, o que € um
correspondente indireto da quantidade da proteina. Além disso, utilizou-se
como normalizador da quantidade de proteina pipetada, a expressao de -

actina presentes na mesma membrana.

4.5. Cirurgia para implantagao de canulas intra-hipocampais

Sob anestesia (cetamina a 70mg/kg e xilazina a 10mg/kg) os animais
foram colocados no aparelho estereotaxico, foi feita uma incisdao de

aproximadamente 5mm no topo da cabeca do animal, o peridésteo removido
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mecanicamente e feito trés orificios de 1.1 mm na superficie 6ssea do cranio.
Duas céanulas de 26G foram implantadas obedecendo as coordenadas da
regidao CA1 do hipocampo dorsal (DV 1.0mm, LL 1.6mm, AP 1.94mm). As
canulas foram fixadas a cabecga do animal com cimento dental de zinco e uma
canula oclusora permaneceu no interior da canula guia para evitar entupimento.
Um pequeno parafuso (2mm) foi ancorado no osso frontal para manter o
capacete mais estavel. As drogas foram administradas no volume de 0.5
uL/lado em velocidade aproximada de 5ul/h através de uma canula injetora de
33G que foi acoplada a um tubo de polietileno unido a uma seringa de Hamilton

de 1ul (Lazaroni et al., 2012).

Na ocasiao da histologia, os cérebros foram transferidos para solugao de
paraformaldeido a 10% durante 24 horas e sacarose a 20% durante 48 horas,
posteriormente fatiados em micrétomo criostato a fim de se preparar laminas
histolégicas que foram coradas em vermelho neutro. O principal objetivo desta
etapa foi a verificacdo do local exato onde a canula foi implantada. Somente
animais com canulas na regido de interesse foram incluidos nas analises dos

dados.

4.6 Analises Farmacoloégicas

As drogas utilizadas foram:

1. Losartan Potassico (Sigma®), antagonista de receptores AT+, na
concentracdo de 10mg/kg, via intraperitoneal, administrado
imediatamente apos cada sessao de teste no condicionamento ao

medo (Polidori et al., 1996; Raghavendra et al., 2001; Wang et al.,
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2003). Além disso, uma curva de losartan intra-hipocampal foi
realizada nas concentragdes de 0.2, 2, 20 e 200 uM. A droga foi
injetada imediatamente apods o treino da tarefa de reconhecimento

de objetos.

2. Angiotensina-(1-7), obtida do laboratério de hipertensao
bioquimica e injetada intra-hipocampal nas concentragbes de

1mg/ml e 2mg/ml.

3. A-779, bloqueador do receptor Mas, obtida do laboratério de
Hipertensdo Bioquimica e injetada intra-hipocampal nas

concentracdes de 1 e 5 mg/ml.

4. L-NAME, inibidor de oxido nitrico sintases, (SIGMA®), injetado
intra-hipocampal na concentragdo de 1 pug/ul (Rezayof et al.

2010).

5. SNAP, doador de oxido nitrico, (SIGMA®), injetado intra-
hipocampal na concentracédo 10ug/ul e diluido em DMSO 30%

(Furini et al. 2010).

Além disso, os grupos controle receberam mesmo volume de salina pela
mesma via de administracdo da droga de interesse, exceto os controle do
grupo SNAP que receberam solugédo de DMSO 30%, respeitando-se o mesmo

intervalo de aplicagao das drogas.



