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Resumo

A regido rostro-dorsal da matéria cinzenta periaqueductal (MCPd)
apresenta abundantes neurbénios imunoreativos para a enzima éxido nitrico
sintase neuronal (nNOS). A ativacdo de receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA) pés-sinapticos é o principal estimulo para ativagdo da nNOS e a
consequente sintese de 6xido nitrico (NO) enddgeno. A participacédo do NO nas
respostas defensivas imediatas eliciadas pela MCPd tem sido amplamente
estudada sob diferentes paradigmas, no entanto, apesar das investigacoes
realizadas, a participagdo do sistema nitrérgico nos processos de
aprendizagem e formag¢do de memdrias na MCPd ainda nao foi desvendado
totalmente. Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar como o NO modula
as respostas defensivas imediatas produzidas pela estimulagdo quimica da
MCPd e a sua participagdo no processo de aquisicado de uma memdéria aversiva
durante o paradigma de condicionamento olfatério. Intervencdes
farmacolégicas nos pontos criticos de regulacdo da via nitrérgica foram
realizados mediante o uso do inibidor especifico da nNOS, 7-Nitroindazole, o
sequestrador de NO extracelular, C-PTIO, e o doador de NO, Spermine
NONOate. Além disso, a quantificacdo in vivo do NO produzido durante a
sessdo de condicionamento e de teste foi realizada mediante o uso da sonda
fluorescente DAF-FM DIACETATO com o intuito de obter uma medida
bioquimica direta que permita correlacionar as respostas comportamentais
observadas com a concentracdo de NO na MCPd, dando robustes a nossos
resultados. Em linhas gerais foi observado que: existe uma correlacédo
diretamente proporcional entre as respostas defensivas observadas apos a
estimulacdo quimica da MCPd e a concentragcdo de NO medida; que o NO
participa ndo sé da modulacdo das respostas defensivas imediatas mas
também do processo de aquisicao do condicionamento aversivo olfatério; e que
o NO tem a capacidade de modular a neurotransmissao glutamatérgica
desempenhando um papel tanto na homeostase do sistema neural quanto no
equilibrio neuroquimico necessario para a ocorréncia dos processos de

plasticidade sinaptica subjacentes ao aprendizado aversivo.

Palavras chave: Oxido nitrico, Matéria cinzenta periaquedutal dorsal,

Condicionamento aversivo olfatério



Abstract

The rostral region of the dorsal periaqueductal gray matter (dPAG) has
abundant inmunoreactive neurons to neuronal nitric oxide synthetase (nNOS)
enzyme. The activation of postsynaptic N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors
is the main stimulus for NNOS activation and consequent synthesis of
endogenous nitric oxide (NO). The participation of NO in the immediate
defensive responses elicited by the PAG has been investigated under different
paradigms, however, despite the investigations until now, the participation of the
nitrergic system in the processes of learning and memory formation in the
dPAG has not yet been fully understood. Therefore, the objective of this work
was to investigate how NO modulates the immediate defensive responses
produced by the chemical stimulation of dPAG and its participation in the
acquisition process of an aversive memory during the olfactory conditioning
paradigm. Pharmacological intervention at critical points of the regulatory
nitrergic pathway were performed using the specific nNOS inhibitor 7-
Nitroindazole, the extracellular NO scavenger C-PTIO, and the NO donor,
Spermine-NONOate. In addition, the in vivo quantification of the NO produced
during the conditioning and test session was performed using the DAF-FM
DIACETATE fluorescent probe with the purpose of obtaining a direct
biochemical measurement that allows to correlate the behavioral responses
observed with the concentration of NO at dPAG, giving robust to our results. In
general terms, it was observed that: there is a directly proportional correlation
between the defensive responses observed after the chemical stimulation of the
dPAG and the measured NO concentration; NO plays a role not only in the
modulation of the immediate defensive responses but also in the acquisition
process of the olfactory aversive conditioning; NO has the ability to modulate
glutamatergic neurotransmission by regulating of neural system homeostasis
and the neurochemical balance necessary for the occurrence of the synaptic

plasticity processes underlying aversive learning.

Keywords: Nitric oxide, Dorsal periaqueductal gray matter, Olfactory aversive
conditioning
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1. INTRODUCAO

1.1. Valor adaptativo das emocoes

“A sobrevivéncia do mais apto”, frase cunhada por Herbert Spencer em seu
livro "Principles of Biology" (1864), e adotada por Charles Darwin na quinta edicao
do seu renomado livro, "The Origin of Species" (1869), € frequentemente uma frase
controversa, sujeita a diferentes interpretagdes, que tem gerado grandes debates ao
longo da histéria da Biologia. O individuo mais apto muitas vezes nao é o mais forte
nem o mais inteligente, é aquele que melhor se adapta as mudancas nas condicoes
ambientais as quais estd exposto, conseguindo sobreviver e se reproduzir,
transmitindo seus genes e garantindo assim a perpetuacao da sua espécie.

A exposigdo constante a diversos estimulos ambientais leva a mudancas
psicologicas e fisiolégicas, capazes de produzir diferentes respostas
comportamentais. Dentro do conjunto de comportamentos que auxiliam a
sobrevivéncia dos individuos, aqueles gerados pelas emocdes apresentam um papel
fundamental.

A palavra emocéo, deriva do latim emover, que significa agitacdo, movimento,
excitacdo. Os individuos podem experimentar emocgdes tanto positivas quanto
negativas, dentre as emocodes antigamente classificadas como basicas encontramos
tristeza, felicidade, surpresa, nojo, medo e raiva (Ekman, 2004; Ostrosky e Vélez,
2013; Damasio, 2014). O medo, por exemplo, leva ao desenvolvimento de
estratégias de defesa, as quais desempenham um papel significativo do ponto de
vista adaptativo frente as ameacas que podem afetar a sobrevivéncia, o bem-estar
ou a seguranca de um individuo, pelo qual o estudo dos comportamentos defensivos
tornou-se uma area de pesquisa de grande interesse (Hetem e Graeff, 1997).

O livro “The expression of the emotion in man and animals” publicado em
1872 por Charles Darwin marcou o inicio dos estudos comportamentais, e a
evolucdo dos mesmos. Nesse livro Darwin destaca que as emocdes e sua
expressdao foram inicialmente aprendidas e, a causa da sua utilidade, foram
transmitidas aos descendentes transformando-se em inatas. De fato, fatores de
aprendizagem levam a aquisicdo e consequente expressdo de novas estratégias
comportamentais ao longo do desenvolvimento do individuo, aumentando a
probabilidade de adaptacédo e sobrevivéncia das espécies as novas caracteristicas

do ambiente externo.
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1.2. Plasticidade dos comportamentos defensivos

A expressdao dos comportamentos defensivos possui uma longa histéria
filogenética. Os padrdes de respostas comportamentais ndo permanecem fixos ao
longo do tempo, mudam constantemente conforme os estimulos apresentados, o
entorno, o estagio de desenvolvimento e as experiéncias vivenciadas (Kats e Dill,

1998; Kavalier e Choleris, 2001; Wiedenmayer, 2009).

A ontogenia consiste nas mudangas fenotipicas que ocorrem ao longo do
desenvolvimento de um individuo (Tinbergen, 1963). Neste contexto Wiedenmayer
(2009) classificou em trés grupos as mudancas que ocorrem nas respostas
defensivas (RD) durante a ontogenia de diversas espécies: mudancgas nas respostas
nao aprendidas, mudancas dependentes de experiéncias e mudangcas de
comportamentos defensivos aprendidos. Algumas espécies sao capazes de
apresentar respostas defensivas ante o primeiro encontro com uma ameaga,
enquanto outros ndo possuem essa capacidade e precisam adquirir uma estratégia
defensiva frente a uma situacéo perigosa.

Ameacas naturais como predadores, assim como a exposicao a estimulos
fisicos perigosos ou desagradaveis para o individuo sdo considerados estimulos
aversivos. Este tipo de estimulo induz uma resposta defensiva imediata que
dependendo do impacto gerado no individuo pode levar a aprendizagem. O
aprendizado fica estabelecido quando ap6s o animal passar por um evento aversivo,
a exposicao a estimulos associados a essa situacdo desagradavel sao capazes de
evocar a resposta adquida (Wiedenmayer, 2009).

Existem diferentes formas de aprendizagem, mediante experiéncias
individuais, aprendizagem social (por observacdo do comportamento dos pares
normalmente), ndo associativo (habituacdo e sensibilizacdo) e associativo, entre
outros. Dos tipos de aprendizagem anteriormente citados, a aprendizagem
associativa possui uma grande relevancia na histéria da pesquisa das RD e os

circuitos neurais envolvidos nelas.

1.3. Condicionamento aversivo olfatorio

Durante a aprendizagem associativa diferentes tipos de respostas defensivas
podem ser apresentadas por um individuo dependendo do tipo de ameaga a qual é
exposto, presente versus potencial. Essas respostas podem ser exibidas pela
exposicdo a um predador natural, a estimulos associados a esse ou quando exposto
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a um estimulo previamente neutro que adquire propriedades aversivas ap6s ser
devidamente pareado a um estimulo aversivo (Blanchard e Blanchard, 1989; Kim e
Jung, 2006).

Neste contexto, o condicionamento aversivo Pavloviano é um dos paradigmas
comportamental melhor estabelecido e mais utilizado para o estudo da
aprendizagem e da memoria. Neste paradigma, um estimulo emocionalmente
neutro (EN, estimulo visual, auditivo ou olfatério) adquire caracteristicas aversivas
quando é pareado com um estimulo incondicionado aversivo (El, por exemplo:
choque elétrico ou estimulacdo de estruturas neurais). Como resultado, respostas
defensivas podem ser eliciadas quando o estimulo condicionado (EC, luz, som ou
odor) € apresentado separadamente no futuro (Pavlov, 1927; Fanselow e
Ponnusamy, 2008; Kincheski e col., 2012).

Em relacdo aos estimulos olfatérios, diferente dos humanos, a principal
entrada sensorial mediante a qual os roedores captam informacado do ambiente &
pelo olfato. Durante o desenvolvimento dos roedores, ocorre inicialmente a
maturacao dos sentidos olfatério e tatil, em seguida o sistema auditivo e finalmente o
sistema visual. Da mesma forma, as respostas condicionadas sdo apresentadas de
forma mais pronunciada frente a estimulos olfatorios, seguido de estimulos auditivos
e por fim estimulos visuais (Richardson e col., 2000).

Pistas olfatérias derivadas de secrecbes corporais como urina e fezes de
espécies predadoras (Isogai e col., 2011), odores de coespecificos estressados
(Brechbdhl e col. 2008), moléculas como amina B fenetilamina (PEA) derivada da
urina de predadores (Ferrero e col., 2011), 2,4,5-trimetiltiazolina (TMT) derivado das
fezes de raposa (Rosen e col., 2015), induzem RD inatas naturalmente. Por outro
lado, odores inicialmente neutros também podem adquirir propriedades aversivas
apos ser associados com um estimulo incondicionado em um paradigma de
condicionamento aversivo olfatério (CAO), sendo capazes de evocar respostas
defensivas quando os individuos sao expostos novamente a pista olfatéria
condicionada (Silva e col., 2016).

O sistema olfatério consta de varios subsistemas envolvidos no
processamento das pistas olfatérias que indicam perigo, o sistema olfatério principal
(SOP), o sistema olfatério acessério (SOA) e o ganglio de Grueneberg (GG)
(Takahashi, 2014). O SOP reconhece substancias quimicas volateis que transmitem
informacgdes sobre a localizacdo de presas e predadores, assim como de alimentos
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(Firestein, 2001). O SOA além de ser capaz de detectar kairomonas (Papes e col.,
2010; Ben-Shaul e col.,, 2010) apresenta uma fungdo mais especializada para
detectar sinais de fase fluida, ndo volateis, que vem de outros individuos como
feroménas (Dulac e Torello 2003; Breer e col., 2006). O GG € uma pequena
estrutura na ponta do nariz, capaz de detectar tanto odores intraespecificos quanto
interespecificos, transmitindo principalmente sinais de coespecificos estressados
(Brechbihl e col., 2008, 2013).

Tanto o SOP quanto o SOA recebem informacao olfatéria e enviam projecdes
para nucleos da amigdala que convergem numa via comum que se comunica com o
circuito hipotalamico de resposta ao predador, o qual processa as informacdes
recebidas e integra os estimulos olfatérios e ndo olfatérios, organizando assim as
respostas defensivas e recrutando estruturas para sua execucao (Canteras, 2002;
Motta e col., 2009, Takahashi, 2014).

Como citado acima, informagdes olfatérias sdo pareadas com estimulos
incondicionados (El) durante o CAO. Os modelos de condicionamento aversivo
classicos geralmente empregavam o choque elétrico nas patas de roedores como El
(Rosen e col., 1998; Kroon e Carobrez, 2009; Burman e col., 2014), no entanto,
atualmente estimulos cada vez mais especificos vém sendo utilizados conforme o
objetivo da pesquisa.

Estimulos incondicionados como cloreto de litio (Bernal-Gamboa e col., 2011),
pentilenotetrazol (Cavalli e col.,, 2009; Galvdo e col., 2010), som desagradavel
(Leaton e Cranney, 1990; Neumann e col., 2008), exposicdo ao predador vivo
(Dielenberg e McGregor, 2001, Yang e col., 2004, Carvalho-Netto e col., 2009), odor
de predador (Hubbard e col., 2004; Do Monte e col., 2008), estimulacao quimica de
estruturas neurais (Pavesi e col., 2011; Kincheski e col., 2012, Back e Carobrez,
2018) e estimulagao optogenética (Johansen e col., 2010, Assareh e col., 2016) sé&o
capazes de induzir RD e dar suporte a aquisicao durante experimentos utilizando
paradigmas de condicionamento aversivo.

O CAO, paradigma comportamental escolhido para o desenvolvimento desta
pesquisa, permite obter informagdes que nos permitem estudar discriminadamente
as fases de aquisicdo, consolidacao, evocacao e extincgdo da memdria (Slotnick,
2001), fornecendo a possibilidade de avaliar aspectos neurobiol6gicos destas etapas
e 0s circuitos neurais subjacentes (Garakani e col., 2006; McGaugh, 2000; Nader e
col., 2000; Kroon, 2012; Kincheski e col., 2012).
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1.4. Neurobiologia do comportamento defensivo

Estudos pioneiros estabeleceram que estruturas classicas como amigdala,
hipotalamo e mesencéfalo sdo capazes de evocar, modular e organizar o0s
comportamentos defensivos. Com a amigdala, responsavel pela andlise e a
integracao de diferentes informacdes sensoriais, 0 hipotalamo atuando na integracao
das informacdes de diferentes areas cerebrais, e a matéria cinzenta periaquedutal
(MCP) agindo como uma via final de defesa coordenando as RD frente a ameaga
(Blanchard e Blanchard, 1988). Graeff (1994) propbés que diferentes estratégias
comportamentais de defesa se correlacionam com sistemas neuronais proprios e
interconectados, assim, o hipotalamo medial, a amigdala e a MCP constituiriam o
“sistema cerebral aversivo” responsavel pela integragéo e elaboragédo das RD.

A amigdala é uma das estruturas neurais mais importantes que participa no
condicionamento aversivo, enviando densas projecdes para a regiao dorsomedial do
nacleo ventromedial hipotalamico (VMHdm) (Canteras e col., 1995). O VMHdm junto
com o nucleo hipotalamico anterior (NHA) e o nucleo pré-mamilar dorsal (PMd)
constituem o “circuito hipotalamico de resposta ao predador” (Canteras e col., 1997;
Cezario e col., 2008; Staples e col., 2008; Canteras e col., 2008; Do Monte e col.,
2008; Pavesi e col., 2011, Gross e Canteras, 2012). Além disso, o0 VMHdm envia
projecdes para o NHA e a MCP dorsal, enquanto o NHA por sua parte se comunica
com o PMd, o qual também envia projecoes para a MCPd. Sendo assim, a MCPd
parece ser um dos objetivos principais a ser recrutado para coordenacao e execucao
de respostas defensivas por parte do circuito de resposta ao predador (Canteras,
2002; Canteras e col., 2015).

Além de coordenar a expressdo de RD evidentes como luta e fuga (Graeff e
col.,, 1988), a MCP participa da modulacdo de comportamentos mais sutis como
avaliacdo de risco, esquiva, dindmica do processo de associacdo durante a
aquisicdo de um condicionamento aversivo e a expressdo de respostas defensivas
aprendidas (Teixeira e Carobrez, 1999; Kincheski e col., 2012).

Varios estudos tem demonstrado a participacdo da MCPd em processos
cognitivos. Em 1987, Di Scala e colaboradores, relataram que a estimulagao elétrica
da MCP era capaz de promover o aprendizado em paradigmas de tipo pavloviano
quando eram pareados com estimulos neutros como luz e som, demonstrando

assim que a estimulacdo desta estrutura dava suporte como EIl neste tipo de
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paradigma. Além disso, a estimulacao quimica de receptores glutamatérgicos NMDA
mediante a administracdo do agonista N-metil-D-aspartato (NMDA) também foi
capaz de induzir aquisicdo quando utilizado como El no paradigma do CAO,
reforcando o envolvimento da MCPd n&o apenas nas RD imediatas, mas também
nos processos de aprendizagem e memoéria (Kincheski e col.,, 2012; Back e
Carobrez, 2018).

1.5. Caracteristicas neuronatomicas e funcionais da MCP

A MCPd, é uma estrutura mesencefalica que se encontra em torno ao
aqueduto cerebral, estendendo-se rostro-caudalmente desde uma regido préxima a
comissura posterior até o nivel do locus coeruleus (Paxinos e Mai, 2004). Baseados
nas suas caracteristicas neuroanatdbmicas, varios estudos tem dividido a MCP ao
longo do seu eixo em quatro colunas longitudinais, a coluna dorsomedial (MCPdm),
dorsolateral (MCPdI), lateral (MCPI) e ventrolateral (MCPvl) como detalhado na
Figura 1 (Carrive, 1993; Bandler e col., 2000). Deve destacar-se que os neur6nios
das diferentes colunas se comunicam entre si, gerando um complexo circuito de
neuromodulagéo intrinseca ao longo da MCP (Jansen e col., 1998).

A MCP recebe projegdes corticais originadas principalmente do cortex
prefrontal, insular e amigdala (Mantyh, 1982; Rizvi e col.,, 1991). A porcao
dorsolateral, MCPdI, recebe projecoes do cértex préfrontal e do ndcleo basolateral
da amigdala (BLA), enquanto a MCPdm recebe projecbes de outro nucleo da
amigdala, o nucleo central (CeA). A MCPI recebe projecoes do cortex dorsomedial e
cingulado, e do CeA. Por fim, o cortex orbital e o CeA se projetam para a MCPvl (An
e col., 1998, Linnman e col, 2012).

Devido a suas conectividades, a MCP se encontra relacionada a diversos
sistemas funcionais, como sistema limbico, sensorial, motor e autonédmico (Beitz,
1982). Participa da modulacao e expressao de comportamentos sexuais € maternais
(Sakuma e Paff, 1979; Lonstein e Stern, 1997, 1998), modulacao da dor (Besson e
col.,, 1991; Coimbra e Brandao, 1997), mudancas autonémicas (Carobrez e col.,
1983; Bandler e Carrive, 1991), comportamentos defensivos relacionados a eventos
aversivos (Fanselow, 1991; Carrive, 1993; Canteras e Goto, 1999), vocalizacao
(Jurgens, 1994; Gruber-Dujardin, 2010), entre outros.

Em relacdo as RD, a ativacdo da MCPd foi evidenciada pelo aumento da

expressao da proteina Fos nesta regido frente a estimulos incondicionados como
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choque nas patas (Babai e col., 2001), exposicdo ao predador (Canteras e Goto,
1999) ou odor de predador (Dielenberg e McGregor, 2001). Dependendo da coluna
estimulada, a MCP pode apresentar diferentes perfis funcionais. Enquanto a
estimulacdo da MCP dorsolateral e lateral evoca estratégias de enfrentamento
ativas, como comportamentos de luta/fuga, hipertensédo e taquicardia, a estimulacao
ventrolateral evoca comportamentos passivos, como hiporeatividade, hipotenséo e
bradicardia (Behbehani, 1995; Bandler e col., 2000). Além disso, diversos estimulos
aversivos podem ativar areas diferentes, sendo que predadores, agressores
coespecificos ou estimulos dolorosos séo processados por distintas colunas da MCP
(Gross e Canteras, 2012). Ameacas predatorias estimulam a coluna dorsolateral,
enquanto pistas de agressores coespecificos se dirigem a MCPdm e estimulos
dolorosos a MCPvI (Gross e Canteras, 2012; Motta e col., 2016).

ESTRATEGIAS DE
ENFRENTAMENTO

ENFRENTAMENTO
PASSIVAS

Figura 1. Representacdo esquematica da divisdo anatdbmica e funcional da matéria cinzenta
periaqueductal. Estdo detalhadas as quatro colunas que rodeiam o aqueduto central, dm:
dorsomedial, dl: dorsolateral, I: lateral e vl: ventrolateral. Imagem modificada de Bandler e col (2000) e
Linnman e col. (2012).

Varios autores sugeriram que a influencia da MCPd no aprendizado aversivo
e na expressao de respostas condicionadas se deve a suas projecées ascendentes

para estruturas envolvidas com o processamento e a formagdo de memorias
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aversivas. A MCP envia densas projecdes para as regides hipotalamicas, NHA e a
regido perifornical da area hipotalamica lateral (LHAsf) (Kincheski e col., 2012) e
ambas estruturas se projetam fortemente para o PMd (Goto e col., 2005; Risold e
col., 1994). Dados da literatura indicam que a modulagdo do processamento da
membéria pelo PMd envolveria as suas projecées a o nucleo reuniens (RE) e a parte
ventral do nucleo anteromedial (AMv) (Canteras e Swanson, 1992; Risold e
Swanson, 1997), duas estruturas talamicas que se projetam para o circuito cortico-
hipocampal-amigdalar relacionado ao aprendizado do medo.

1.6. Neurotransmissao: papel do sistema glutamatérgico e do oxido nitrico na
MCP

A estimulacdo da MCP mediante diversas técnicas, elétrica (Carobrez e col.,
1983; Fanselow, 1991, Sandner e col., 1992), quimica (Krieger e Graeff, 1985;
Kincheski e col., 2012; Back e Carobrez, 2018); ou por optogenética (Deng e col.,
2016; Assareh e col., 2016) tem sido amplamente utilizada na pesquisa das RD e os
processos mnemonicos relacionados a eventos aversivos. A modulagdo destes
processos € realizada por diversos sistemas de neurotransmissao como
glutamatérgico, serotoninérgico, GABAérgico, endocanabinoide, vanildide, nitrérgico
(Schenberg e Graeff, 1978; Fogaca e col, 2012; Graeff e col, 2015; Back e Carobrez,
2018), dos quais damos destaque aqui a modulagao observada pela interacao entre

os sistemas glutamatérgico e nitrérgico.
1.6.1. Sistema glutamatérgico

O sistema glutamatérgico e seus componentes, o glutamato (principal
neurotransmissor excitatério), seus receptores, transportadores e enzimas de
sintese e degradacdo (Collingridge e Lester, 1989), sdo essenciais para 0s
processos de aprendizagem, memorias e eventos de plasticidade sindptica
subjacentes. O glutamato (GLU) é armazenado em vesiculas, as quais quando a
membrana pré-sinaptica é despolarizada liberam seu conteudo para a fenda
singptica onde o GLU atinge e ativa seus receptores alvo. Uma parte deste GLU
liberado é recaptado pelos transportadores de aminoacidos excitatorio, EAAT1 e
EAAT2, e levado para neurbnios e astrdcitos, onde é re-armazenado em vesiculas
ou convertido em glutamina, pela glutamina sintetase, respectivamente (Collingridge
e Lester, 1989; Traynelis e Wollmuth, 2010).
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Os receptores glutamatérgicos, sdo classificados em base a sua estrutura e
funcdo em ionotrépicos e metabotropicos (Figura 2). Os receptores ionotrdpicos,
ligados a canal ibnico, permitem a passagem de céations e subdividem-se em NMDA,
AMPA e CAINATO, conforme sua afinidade por agonistas sintéticos (Traynelis e
Wollmuth, 2010). Os receptores metabotrépicos, acoplados a proteinas G
(Gi/G0/Gq), ativam cascatas de sinalizagao intracelular e se dividem em trés grupos
de acordo com a proteina G acoplada. Grupo |, Glum1 e Glumb5, ligados as proteinas
Gas e/ou Gaqg/11 (estimulatoria), grupo Il, Glum 2 e Glum3, ligados a proteina Gai/0
(inibitoria) e grupo I, Glum4, 6, 7 e 8, ligados a proteinas Gai/0 (inibitéria) (Gladding
e col., 2009; Alexander e col., 2015).

Os receptores NMDA sao cruciais nos processos de aprendizado e memoria
e encontram-se distribuidos em grande densidade na MCPd, em sua maioria na pos-
sinapse (Albin e col., 1990). Estes receptores sdo heterotetrameros, constituidos por
duas subunidades GluN1 fundamentais onde se encontra o sitio de ligagdo para
glicina — co-agonista — (Laurie e Seeburg, 1994; Paupard e col.,, 1997), e duas
subunidades regulatérias onde esta localizado o sitio para o glutamato, as quais
podem ser a subunidade GIuN2, para qual existem quatro variantes GIuN2A-D, e a
subunidade GIUN3 que apresenta duas variantes GIUN3A-B (Goebel e Poosch,
1999; Paoletti e col., 2013). A composicédo das subunidades regulatérias define as
propriedades cinéticas e farmacoldgicas dos NMDARs. Nas dareas neurais
envolvidas com fungdes cognitivas como hipocampo e cértex pré-frontal
predominam as subunidades GIuN2A e GIuN2B (Paoletti e col., 2013; Sanz-
Clemente e col., 2013; Baez e col., 2018).

Além dos sitios de ligacao para glicina e glutamato, os NMDARs, possuem
sitios de ligacdo regulatérios para magnésio, zinco e poliaminas (Traynelis e
Wollmuth, 2010). Quando o neurdnio encontra-se em repouso o poro do NMDARs
esta ocupado por um fon Mg?*, o qual é deslocado do seu lugar quando ocorre a
despolarizacdo prévia da membrana permitindo a ligagcdo do GLU ou seu agonista
sintético na subunidade GIuN2, levando assim ao influxo de cétions através da
membrana plasmatica. Os NMDARs possuim maior permeabilidade para Ca?** do
que ao Na* e K* (Van Dogen, 2009; Traynelis e Wollmuth, 2010). O Ca** ingressa na
célula e interage com proteinas quinases, fosfatases e complexos protéicos que
levam a ativacdo de cascatas moleculares que promovem mudancas sinapticas
responsaveis por diversas respostas como as RD imediatas, aprendizagem aversiva
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e formacdo de memdrias, que sdo de nosso interesse, entre outras incontaveis

respostas celulares desencadeadas.

lonotrépicos Metabotropicos
ANPA Kanato MDA < -~ -
= 'L_ :i- N
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Figura 2. Receptores Glutamatérgicos lonotrépicos AMPA, KAINATO e NMDA. Metabotrépicos
Classe |, Il e lll, e as composicdes de subunidades. Adaptado de Flores Soto e col. (2012).

Os receptores AMPA/Cainato, heterotetrameros, constituidos pelas
subunidades GluA1, GluA2, GIuA3 e GluA4, sao mais permeaveis ao Na* e K* do
que ao Ca?* (Traynelis e Wollmuth, 2010; Henley e Wilkinson, 2016). Devido a sua
alta afinidade pelo glutamato, os AMPAR s&o capazes de mediar a
neurotransmissao glutamatérgica necessaria para a despolarizacdo de membrana
que os NMDARs precisam para o deslocamento do Mg?* do poro, no momento em
que o glutamato e a glicina ligam-se no receptor. Dada a complexidade de ativagcao
dos NMDARs, estes sdo considerados detectores de coincidéncia molecular pré e
pds-sinapticas (Seeburg e col., 1995; Van Dogen, 2009; Traynelis e Wollmuth, 2010,
Baez e col., 2018).

1.6.2. Oxido Nitrico e vias de sinalizaciao

O 6xido nitrico (NO do inglés “Nitric Oxide”), inicialmente descrito como “fator
de relaxamento derivado do endotélio” devido a suas fungdes de sinalizacédo
observadas no sistema cardiovascular, é uma molécula ubiqua, pouco
convencional, e multifuncional, que além de possuir uma importancia fundamental
para o sistema cardiovascular, atua como mensageiro no sistema nervoso e

apresenta importantes fung¢des no sistema imunolégico.
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O NO é um radical livre de baixo peso molecular (30 g mol™), coeficiente de
difusdo aquoso (3,3 pm? ms™ '), taxa de difusdo aquosa (cerca de 2,5 ym em 1 ms) e
tempo de meia vida de 5 — 30 segundos (Lancaster, 1997; Garthwaite, 2016). Duas
caracteristicas importantes diferenciam o NO de outros neurotransmissores. Devido
ao fato de ndo ser armazenado em vesiculas singpticas e a sua alta solubilidade
lipidica, o NO consegue atravessar as membranas celulares rapidamente (3 nm em
cerca de 3 ns), e difundir-se para células vizinhas (Ignarro, e col., 1987; Palmer e
col., 1987; Moller e col., 2005), além disso, ele ndo se liga em um receptor de
membrana classico.

As enzimas responsaveis pela sintese bioquimica do NO sdo conhecidas
como enzimas oxido nitrico sintase (NOS do inglés “Nitric Oxide Synthase”), as quais
sdo complexas proteinas que se apresentam em trés isoformas nos vertebrados.
Existem duas isoformas constitutivas, a isoforma endotelial (eNOS ou NOS 3) e a
isoforma neuronal (NNOS ou NOS 1), as quais sao calcio dependentes. A terceira
isoforma, a induzivel (INOS ou NOS 2), é ativada na presenca de estimulos
imunolégicos, nas quais citocinas pré-inflamatérias estimulam a producdo de NO
(Bredt e Snyder, 1990; Bredt, 1999; Kerwin e Heller, 1994; Hemmens e Mayer, 1998;
Stuehr, 1997; Stuehr e col., 2001).

A primeira NOS purificada e clonada a partir do cerebelo de ratos foi a nNOS
(NOS neuronal, Brenman e col., 1996; Steinert e col., 2010). Os mondémeros de
NNOS apresentam uma estrutura com dois dominios, um dominio oxigenase (N-
terminal) e um dominio redutase (C-terminal), podendo estar separados pelo sitio de
ligacdo da calmodulina (CaM) como pode observar-se na Figura 3. O sitio de ligagéo
para L-Arginina encontra-se no dominio oxigenase que possui também os sitios de
ligacdo para tetrahidrobiopterina (BH4), um sitio ativo heme tipo citocromo P-450, e
um sitio de ligagdo para Zn" que facilita a dimerizagdo da nNOS. Outro cofator
necessario para producdo de NO é a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH) que se liga no dominio redutase onde se encontram os sitios de ligacao
para duas flavinas, a mononucleotideo de flavina (FMN) e a dinucleotideo de flavina
e adenina (FAD). A ligacdo do complexo Ca®*/CaM facilita a transferéncia de
elétrons doados pelo NADPH no dominio redutase para o dominio oxigenasse via
FAD, FMN e heme, respectivamente (Sagami e col, 2001; Noguchi e col, 2001;
Hemmens e col, 2000; Roman e Master, 2006; Zhou e Zhu, 2009).
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A ativacdo da nNOS depende de sua ligacdo ao complexo Ca?*/CaM. No SNC
o estimulo pos-sinaptico mais importante para produgdo de NO é a ativagédo do
principal receptor para glutamato, o receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), e em
menor medida a ativagao do receptor AMPA (Garthwaite e col., 1988, Steinert e col.,
2010).

A nNOS encontra-se associada a subunidade NR2B do receptor NMDA
mediante a ligacdo com a proteina de densidade po6s-singptica 95 (PSD-95) no seu
dominio PDZ (NMDAR-PSD-95-nNOS), o que deixa a enzima a 18 nm da membrana
celular, préxima ao receptor NMDA (Brenman e col., 1996; Valtschanoff e Weinberg,
2001). Essa disposicéo facilita a unido do complexo Ca?*/CaM — nNOS, o que leva a
dimerizagcdo da enzima aumentando a afinidade da L-Arginina pela BH4, permitindo
a oxidacao da L-Arginina e assim gerando como produto final o NO e a citrulina
(Garthwaite e col., 1988; Garthwaite e col., 1989; Salerno, 2008; Zhou e Zhu, 2009).

MADPH —= & \ Ca® | L-Arginina
— |
COOH- NADPH  FAD FMN e -ARG.'MEM@H)---- POZ —— NH;
NADP: Gitrulina + NO
Dominio redutase Dominio oxigenase

Figura 3. Estrutura da nNOS e via metabdlica de formacédo do NO. A ligacdo do complexo Ca*/CaM
facilita a transferéncia de elétrons doados pelo NADPH no dominio redutase para o dominio
oxigenase, leva a dimerizacdo da enzima nNOS aumentando a afinidade de L-Arginina pela BH4,
permitindo a oxidacao da L-Arginina, gerando como produto final citrulina e NO. Adaptado de Zhou e
Zhu (2009)

Existem varias vias de transducao do sinal do NO, porém, a mais estudada e
melhor compreendida até o momento é a via NO-GCs-GMPc na qual a responsavel
pela transdugéao do sinal do NO é uma hemo-proteina heterodimérica, conhecida
como guanilato ciclase soluvel (GCs), que se encontra ligada a enzimas e associada
indiretamente as membranas (WP e col., 1977; Talavera-Cuevas e col., 2003; Zhao
e col., 1999).

A ativacao da cascata de sinalizagdo NO-GCs-GMPc resulta na produgéo de
GMPc que media os efeitos do NO no organismo, como por exemplo, canais idnicos

dependentes de nucleotideos ciclicos (CNG) (Kaupp e Seifert, 2002; Craven e
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Zagotta, 2006), proteinas quinases ativadas por GMPc (PKG) e fosfodiesterases
reguladas por GMPc (PDE) (Bender e Beavo, 2006; Garthwaite, 2008).

Uma das fungbes mais importantes do GMPc é a ativacdo da proteina
quinase G (PKG), uma quinase especifica serina/treonina que estd amplamente
distribuida pelo SNC (Steinert e col.,, 2010), encontrando-se no cerebelo, nos
ganglios da raiz dorsal, bulbo olfatério, hipocampo, talamo, entre outros, e modula
muitos processos fisiologicos importantes. Por outro lado, as PDE podem
metabolizar o préprio GMPc finalizando a sinalizagdo NO-GCs (Feil e col., 2005;
Vaandrager e col., 2005; Hofmann e col., 2006; Garthwaite, 2008).

LTP/LTD
L3

A"~ s opa

~———(® DOADOR DE NO

coanerrep

Expressdo génica

Difusdo
retrograda

“..p  Trafego de receptores

S-nitrosilagdo

«» Nitrotirosinagdo

"k Meurotransmissor de
volume

Figura 4. Neurotransmissdo nitrérgica. A ativagdo dos receptores NMDA e em menor medida de
receptores AMPA, leva a um influxo de Ca®" que estimula a nNOS a sintese de NO, o qual leva a
ativagao da guanilato ciclase soltvel (GCs) e consequente produg¢ao de GMPc e ativagao de diversas
cascadas bioquimicas. Na pds-sinapse participa de processos como expressao génica, trafego de
receptores, S-nitrosilagédo, nitrotirosinagédo, processos de plasticidade sinaptica como LTP/LTD, e por
difusédo pode agir como neurotransmissor de volume. Pode difundir-se de forma retrégrada para agir
na pré-sinapse. Pontos cruciais para interferéncia desta neurotransmisséo sao: inibigdo da nNOS (L-
NMMA, 7-NI), inibicdo da GCs (ODQ), metabolizacdo de GMPc (PDE) ou administracao de doadores
de NO. Imagem modificada de Steinert e col. (2010).

Outras vias de sinalizacdo relevantes nas quais participa o NO sédo a S-
nitrosilagdo de grupos tiol (Stamler e col., 2001; Selvakumar e col.,, 2009), a
nitrotirosinagdo, uma reagao da tirosina com peroxinitrito para formar 3 residuos de
nitrotirosina (ONOO-) (Steinert e col., 2010). Além disso, o NO pode influenciar no
trafico de receptores pds-sinapticos (Serulle e col., 2008), na liberagcdo de outros
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neurotransmissores, na expressao génica (Contestabile, 2008), difundir-se e agir
como neurotrasmissor de volume ou como mensageiro retrégrado (Steinert e col.,
2008, 2010).

O NO pode modular os receptores glutamatérgicos ionotropicos (iGluR)
mediante duas vias, uma direta, independente de GMPc, e uma indireta dependente
de GMPc (Ahern e col., 2002; Wang e col, 2012). A via direta envolve a S-
nitrosilacao de proteinas que levam a modificagdes na estrutura e fungao terciaria de
iGIuR (Sen e Snyder, 2010) enquanto a via indireta esta mediada pela estimulacao
de GMPc e consequente ativacao das cascatas bioquimicas dependentes deste
mensageiro (Bredt e Snyder, 1989).

Portanto, o NO participa ativamente de uma ampla variedade de processos
neurobiolégicos como neurogénese (Romero-Grimaldi e col., 2008; Islam e col.,
2003), plasticidade sinaptica (Bohme e col., 1993; Bon e Garthwaite, 2003),
isquemia e citotoxidade (Sun e col., 2005), neurodegeneracao (Moncada e Bolafos,
2006; Zhou e Zhu, 2009), depressédo, ansiedade (Zhou e col., 2007; Hua e col.,
2008), dor, comportamento alimentar, sono, atividade reprodutiva (Garthwaite, 2008)
aprendizagem e memoéria, respostas defensivas (Guimaraes e col., 2005).

1.7. NO e comportamentos de defesa

Estudos utilizando técnicas de histoquimica para NADPH e
imunohistoquimica para c-Fos demonstraram a presenca de células nNOS positivas
em numerosas regides envolvidas com respostas de defesa, sendo elas: a amigdala
medial e lateral, o hipocampo dorsal, o nlcleo paraventricular, PMd e NHA, o nucleo
bed da estria terminalis, o cortex pré-frontal medial e ventromedial, e a MCP (Vincent
e Kimura, 1992; Garthwaite, 1991; De Oliveira e col., 2000b; Guimaraes e col., 2005;
Schafe e col., 2005; Beijamini e Guimaraes, 2006, Pavesi e col., 2012; Shioda e col.,
2012; Campos e col., 2013b; Vila-Verde e col., 2016).

Na MCP, foi observada uma correlacao entre a distribuicao das células nNOS
positivas com a funcionalidade das colunas longitudinais (dorsomedial, dorsolateral,
lateral e ventral) nos comportamentos defensivos. Estando a maior parte das células
imunoreativas (IR) concentrada na coluna dorsolateral. Movimentando-se em
direcdo caudal ao longo do eixo rostro-caudal da MCP, esta populacao de células

aumenta em numero e vai mudando sua distribuicdo medial e ventralmente. Ja nos
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niveis caudais a area da coluna dorsolateral ocupada por NOS-IR foi notavelmente
reduzida (Onstott e col, 1993).

A participacao do NO nas RD imediatas eliciadas pela MCP na presenca de
um estimulo aversivo vem sendo estudada ha mais de 20 anos sob diversos
paradigmas como exposicdo ao predador (Beijamini e Guimaraes, 2006),
condicionamento de medo contextual (Kelley e col., 2010, 2011), condicionamento
aversivo visual, auditivo (Schafe e col., 2005) e estimulagdo quimica de estruturas
do circuito neural defensivo (De Oliveira e col., 2001; Overeem e col., 2010, Pavesi e
col., 2013).

A exposicdo ao predador ativa a nNOS na MCPd, e varios experimentos
demonstraram a modulagéo das respostas defensivas inatas pelo NO (Chiavegatto e
col., 1998; Beijamini e Guimaraes, 2006). O bloqueio dos receptores NMDA
mediante a administragcdo de antagonistas atenua as respostas defensivas inatas
produzidas pela presenca do gato, indicando a participacdo do sistema
glutamatérgico neste tipo de resposta. Além disso, inibidores seletivos da nNOS
também foram capazes de atenuar as respostas induzidas pelo estimulo do
predador (Aguiar e Guimaraes, 2009; Carvalho-Netto e col., 2009).

Por outro lado, a micro-injecdo de aminoacidos excitatérios direto na MCPd
induz respostas de fuga e ativa a nNOS produzindo um aumento na sintese de NO.
Doadores de NO, como SIN-1 (De Oliveira e col., 2000a; Moreira e col., 2004),
complexo 6xido nitrico/dietilamina (DEA/NQO) (De Oliveira e col., 1999) e 6-(2-Hidroxi-
1-metil-2-nitro-hidrazino)-N-metil-1-hexanamina  (NOC-9) intra-MCPdI geraram
reacgdes de fuga (Braga e col., 2009). A administracdo prévia de antagonistas dos
receptores glutamatérgicos NMDA, AMPA/Kainato € capaz de reverter essas
respostas defensivas, demonstrando o envolvimento da via NMDA-NO na
modulacédo da MCPd (Moreira e col., 2004).

Nao podemos deixar de destacar que o sistema olfatério de roedores,
altamente desenvolvido, possui um grande numero de células positivas para nNOS,
e as vias de sinalizacdo do NO podem processar as informacoes resultantes de
pistas olfatérias. Células nNOS positivas foram observadas no cértex piriforme e na
camada glomerular do bulbo olfatério, duas areas necessarias para o aprendizado
olfatério (McNamara e col., 2008; Pavesi e col., 2013). A associacédo entre o NO e
memorias olfatérias foi inicialmente descrita em estudos sobre reconhecimento
maternal em ovelhas (Kendrick e col., 1997) e social em roedores (Béhme e col.,
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1993). Camundongos knock-out para nNOS submetidos a um paradigma de
condicionamento aversivo olfatério utilizando choque nas patas também
demonstraram déficit na retengcdo de uma memoria olfatéria e generalizagdo do odor
(Pavesi e col., 2013).

1.8. NO, aprendizagem e memoria

O repertério comportamental observado nos animais deriva da atividade
coordenada de circuitos neurais. Modificagdes comportamentais observadas apés
determinadas experiéncias sdo o0 resultado de processos de aprendizagem
sustentados por mudangas na eficacia da transmicdo quimica sinptica (Kandel,
2001; Sweatt, 2016).

Diversos estudos demonstraram que o NO pode afetar desde os
comportamentos observados durante a fase de aprendizagem até as diferentes
fases da memodria como memdria a curto, médio e longo prazo, evocagédo e
reconsolidacao (Susswein e col., 2004). Porém, a participagdo da neurotransmissao
nitrérgica nestes processos € controversa e parece ser dependente muitas vezes da
espécie estudada, da fase de desenvolvimento na qual se encontra e o paradigma
empregado para o estudo do fenémeno (Son e col., 1998; Blackshaw e col., 2003).

Os processos de plasticidade sinaptica associativa ou Hebbiana (Hebb, 1949)
envolvidos na aquisicdo de um aprendizado e a formacdo de memorias melhor
estudados s&o a potencializagcdo de longa duracdo — LTP do inglés long-term
potentiation — (Lomo, 1966; Bliss e Gardner-Medwin, 1973; Morris e col, 1983), e a
depressao de longa duragdo — LTD do inglés long-term depression (Linden,1996;
Mauk e col., 1998).

A plasticidade sinaptica em estruturas como cerebello, hipocampo, cértex e
amigdala envolvem mudancas tanto pré quanto pés-sinapticas (Schafe e col., 2005).
O glutamato é um dos principais neurotransmissores envolvidos nestes processos, a
ativacao de receptores NMDA pdés-sinapticos leva a um incremento nos niveis de
Ca® e consequente ativacdo das cinases Ca®‘/Calmodulina cinase |l (CAMKII),
proteina quinase C (PKC) e tirosina cinase Fyn, as quais induzem o processo de
LTP. A CAMKII e a PKC fosforilam os receptores AMPA aumentando sua
sensibilidade para glutamato, contribuindo desta forma para a manutencdo pos-
singptica da LTP (Matynia e col., 2002). Por outro lado, um mensageiro retrégrado
precisa transmitir a informacédo do inicio da LTP no sitio pds-sinaptico para a pré-
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sinapse, e o NO parece ser um bom candidato para este trabalho (Schuman e
Madison, 1991).

O NO pode modular a LTP mediante varias vias, o principal alvo do NO ¢ a
enzima GCs, a ativagédo desta leva a um incremento nos niveis de GMPc (Bredt e
Snyder 1989), o qual ativa a proteina cinase dependente de GMPc (PKG) que
modula outros mensageiros secundarios (Garthwaite, 2008). A administracdo de
inibidores da PKG bloqueia a LTP, enquanto a ativacdo desta pode induzir LTP
(Zhuo e col., 1994a; Son e col, 1998; Susswein e col., 2004) o que demonstra a
participacdo de GMPc neste processo sinaptico. A PKG parece modular este
processo mediante a ativacdo de fosfodiesterases que degradam GMPc¢ diminuindo
sua concentragdo o que é necessario para que ocorra a LTP (Monfort e col., 2002;
Susswein e col., 2004). Outra via pela qual o NO parece regular a LTP seria pelo
blogueio da ribosilacdo do ADP, o que bloqueia o processo de LTP (Schuman e col,
1994; Kleppisch e col.,, 1999). Além dos efeitos pré-sinapticos, o NO pode
potencializar a LTP na pos-sinapse (Ko e Kelly, 1999) ou suprimir-la mediante a S-
nitrosilacao de proteinas (Murphy e Bliss, 1999). Além disso, o NO participa do
trafego de receptores AMPA necessario para processos de plasticidade sinaptica
(Huang e col., 2005; Rameau e col., 2007).

A participacdo do NO na LTD foi relatado tanto para o cerebelo (Lev-Ram e
col., 1997) quanto para o hipocampo (Lev-Ram e col., 1997; Wu e col., 1998), onde
pode agir na pds-sinapse ou como mensageiro retrégrado mediante os mecanismos
antes mencionados.

Assim, a informacdo acima citada demonstra a importancia do estudo do NO

nos processos de aprendizagem e formacao de memodrias.
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2. JUSTIFICATIVA

A matéria cinzenta periaquedutal (MCP) envolvida na organizacao e instrugao
de respostas defensivas imediatas e aprendidas apresenta na sua coluna
dorsolateral abundantes neurbnios imunoreativos para a enzima oxido nitrico
sintetase neuronal (NNOS). O conjunto de informagcbes apresentadas até aqui
mostra como o NO participa da modulacdo das RD imediatas coordenadas pela
MCPd, assim como a complexa interacao que se da entre o sistema glutamatérgico
e o nitrérgico durante o processamento da informagéo aversiva nesta estrutura. No
entanto, apesar das investigacbes realizadas, o papel do sistema nitrérgico nos
processos de aprendizagem e formacado de memdrias a partir da estimulagdo da
MCPd ainda nao foi estudado em profundidade.

3. HIPOTESE

O NO modula as estratégias comportamentais de defesa imediata
coordenadas pela matéria cinzenta periaquedutal dorsal (MCPd), no entanto a
aprendizagem mediada por ela durante a aquisicao de um condicionamento aversivo

olfatério (CAO) ocorre de forma independente do sistema nitrérgico.

4. OBJETIVO GERAL

Estudar as estratégias comportamentais adotadas durante o condicionamento
aversivo olfatério como consequéncia da modulagdo quimica do sistema nitrérgico
na matéria cinzenta periaquedutal dorsal correlacionando os resultados obtidos com

a concentracado de NO quantificada mediante fluorescéncia.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar os efeitos da interferéncia da inibicdo da enzima sintetizadora de
NO, oxido nitrico sintase neuronal, sobre as RD imediatas e a aquisicdo de uma
membéria aversiva no CAO.

2. Analisar os efeitos da interferéncia da captura do NO na fenda sinaptica
sobre as RD imediatas e aquisicdo de uma memoria aversiva no CAO.

3. Padronizar um protocolo para quantificar os niveis de NO in vivo, usando a
sonda fluorescente DAF-FM DIACETATO.
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4. Quantificar o nivel de NO produzido pela estimulacdo quimica da MCPd
mediante NMDA.

5. Quantificar o nivel de NO apds a inibicdo da nNOS quando utilizada a
estimulacado quimica da MCPd| mediante a administracdo de NMDA.

6. Avaliar se a estimulacao quimica da MCPd mediada pela administragdo de
um doador de NO é capaz de induzir aquisicdo do CAO.

7. Quantificar a liberagdo de NO induzida pelo doador de NO utilizado
durante o CAO.

8. Avaliar os efeitos da interferéncia dada pela inibicdo da nNOS e a captura
do NO na fenda sindptica sobre a expressdo de uma memdéria aversiva.

9. Quantificar os niveis de NO produzidos durante a sesséo de teste do CAO.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. Animais

Para o desenvolvimento deste trabalho de investigacao foram utilizados ratos
machos heterogéneos da espécie Rattus norvegicus, da linhagem Wistar, pesando
260-360 g entre 3-4 meses de idade, provenientes do Biotério Central da UFSC,
localizado no Campus Trindade, Florianopolis, SC. Ap6s o desmame dos mesmos,
foram alojados no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia da mesma
universidade. Uma semana antes de atingir a idade apropriada para 0s processos
cirurgicos, foram transferidos para o biotério do Laboratério de Neurobiologia
Comportamental, onde foram mantidos em gaiolas coletivas (3 a 4 animais por caixa
de 41x34x16cm) e em ambiente com temperatura controlada (22 + 1°C), com
exaustor ativado, em ciclo de iluminacao claro-escuro 12/12h (luzes acesas as 7h e
desligadas as 19h), com acesso ad libitum a comida e agua. A limpeza das caixas

foi realizada mediante lavado e troca da serragem duas vezes na semana.

6.2. Consideracoes éticas

Este trabalho foi realizado utilizando procedimentos experimentais aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), sob o numero 4301200818. Foram respeitadas as
recomendagbes éticas da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL) e a lei AROUCA (No 11.794, de 8 de outubro de 2008), com o
Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagédo Animal (CONCEA).

Todos os animais deste projeto foram submetidos ao procedimento de célculo
estatistico. Para definicdo do tamanho da amostra baseou-se no teste de estimativas
aplicando a férmula descrita abaixo:

n= {[(z, + 2p) * s]/5} 2

O calculo baseia-se no intervalo de confianca da diferenca entre as médias ou
entre proporcdes (8), do desvio-padrdao (s) do parametro alfa (a) que é a
probabilidade aceitavel de erro do Tipo | (falso positivo) e do parametro beta (B), erro

do Tipo Il (falso negativo).
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Assim sendo, seguem 0s seguintes pressupostos para o calculo:

1. O valor de a foi fixado em 0,05. Assim o valor de z, baseado na tabela de valores
de z para distribuicéo bi-caudal é 1,96.
2. O valor de B foi fixado em 0,10. Assim o valor de zg baseado na tabela de valores
de z (distribuicdo unicaudal) é 1,28.
3. O valor da diferenca entre as médias dos grupos como sendo pelo menos 40%
(baseado em dados experimentais do nosso laboratério). Experimentos biolégicos
tém embutido um erro da ordem de 10-15% (resultantes de variagdes individuais),
pois diferencas entre dois grupos que sejam menores que 20% do valor da média de
cada grupo podem aumentar a probabilidade de cometer erros tipo | ou tipo Il
4. O valor do desvio padrdo como sendo em média 35% do valor das médias.
(baseado em dados experimentais do nosso laboratério):

n= {[(1,96 + 1,28) * 35]/40} 2 = 8.0

Define-se 0 numero de 8 animais por grupo em protocolos onde serdo avaliados

pardmetros comportamentais.

6.3. Cirurgia estereotaxica

Todos os animais deste projeto foram submetidos ao procedimento de cirurgia
estereotaxica 10 dias antes do inicio dos experimentos para a implantacdo de
canulas-guia na MCPd para posterior intervencao farmacolégica. Os animais foram
anestesiados com uma combinagdo de cloridrato de cetamina (10%; Cetamin®;
Syntec, Brasil) e cloridrato de xilazina (2%; Xilanzin®; Syntec, Brasil) via
intraperitoneal (3:2; 1,0 ml/kg). Apds a auséncia total dos reflexos, os animais foram
cuidadosamente posicionados no aparelho estereotaxico (Insight®, Ribeirdo Preto,
Brasil) onde foi administrada anestesia local acima da calota craniana (lidotesim 3%:
cloridrato de lidocaina e norepinefrina 1:50.000; 0,1 ml, PROBEM, Alpino
Catanduva/SP). Logo, foi realizada a tricotomia e entdo uma incisdo longitudinal
para a exposi¢ao da calota craniana, e visualizagdo do Bregma e do Lambda, pontos
de interseccdo entre as suturas coronal e sagital e lambddide e sagital,
respectivamente. Apds a remocao do escalpo e assepsia com HoO, (3%), foram
fixados dois parafusos de aco inoxidavel no cranio, um deles foi colocado no 0sso
frontal ipsilateral a canula-guia e o outro no 0sso parietal, contralateral a canula-guia.
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A implantacao da canula-guia (13,0 mm) foi direcionada para a regiao da MCPd, de
acordo com as coordenadas do atlas estereotaxico para ratos (Paxinos e Watson,
1998). As coordenadas empregadas para a canulagdo, partindo do bregma como
referéncia foram: Antero-posterior (AP): -5,8 mm; Médio-lateral (ML): -2,0 mm e
Dorso-ventral (DV): -4,0 mm. Uma vez implantadas as canulas-guia, a superficie
craniana foi recoberta com uma camada de acrilico auto polimerizavel (Jet®, Brasil),
permitindo a formacao de uma protese sélida para isolamento da area. Ainda, para
evitar possiveis obstrugdes, foram inseridos fios de ago inoxidavel (mandril, n° 28,
0,30 mm) em cada canula-guia. Imediatamente apés a cirurgia, foi administrado, por
via subcutanea (2,5mg/kg; 0,1 ml), uma solugdo antipirética, analgésica e anti-
inflamatéria de flunixinameglumina (Banamine®; Schering-Plough, Brasil) e uma
solucao antibiética de Benzilpenicilina benzatina/procaina/potassica,
dihidroestreptomicina base (sulfato), estreptomicina base (sulfato) (Pentabiético®,
Zoetis, Brasil) por via intramuscular (24.000 Ul). Logo apés, os animais foram
retirados do aparelho estereotaxico e colocados em caixas com serragem limpa,
onde foram cobertos por serragem para que a temperatura fosse mantida até que o
animal se recupere da anestesia. Os animais foram acompanhados por 3-4 horas

apos o procedimento, para assegurar a total recuperacao.

6.4. Farmacos e solucoes utilizados nos experimentos

Para manipulacao farmacoldgica, as seguintes drogas foram utilizadas:

e N-metil-D-aspartato (NMDA; Sigma-Aldrich®): agonista dos receptores NMDA
glutamatérgicos

e 7- Nitroindazole (7NI; Sigma-Aldrich®): inibidor especifico para a enzima
oxido nitrico sintase neuronal, NNOS

e Carboxy- PTIO (C-PTIO; Tocris Bioscience®): sequestrador de 6xido nitrico
extracelular

e Spermine NONOate (SP; Tocris Bioscience®): doador de 6xido nitrico

e DAF-FM DIACETATO (4-amino-5-metilamino-2’,7’-difluorofluoresceina
diacetato): sonda fluorescente (Invitrogen™)

e Acetato de amila (Aldrich Chemical®, EUA): odor sintético de ésteres frutados
(banana)
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As concentracoes dos farmacos e intervalos de microinjecées aqui utilizadas
foram baseadas na literatura: NMDA (25, 50 e 200 pmol) (Kincheski e col., 2012;
Back e Carobrez, 2018), 7NI (40 e 100 nmol) (Ferreira e col., 1999; Morato e col.,
2004; Spoliddrio e col., 2007), C-PTIO ( 1 e 2 nmol) (Guimaraes e col., 2005; Aguiar
e col., 2014), DAF-FM DIACETATO (5 e 10 uM) (Kojima e col., 1998; Lepiller e col.,
2007). Para o experimento utilizando o doador de NO, foram realizados
experimentos piloto e uma curva dose-resposta foi realizada utilizando as doses de
Spermine NONOate de 5, 10, 20, 40, 80 nmol. Todos os farmacos foram diluidos em
solugdes iniciais de maior concentragdo e armazenados em aliquotas em congelador
a -20°C. No dia das microinjecdes, as solugbes foram descongeladas e diluidas em
uma solucdo-tampéo fosfato (PBS 0,1 M; pH=7,4) para as concentragbes
necessarias. A solugcdo de acetato de amila 5%, diluida em propilenoglicol, foi
mantida em congelador a -20°C e levada a temperatura ambiente para ser usada

nos experimentos.
6.5. Microinjecao cerebral

Para a administracdo das drogas no sitio de injecdo, os animais foram
gentilmente imobilizados com o auxilio de uma flanela e o0 mandril foi removido com
um alicate. Em seguida, uma agulha injetora 27G (comprimento de 14,5 mm) foi
inserida na canula-guia, conectada a uma microseringa (Hamilton®, 5 pl) por meio
de um tubo de polietileno (PE-10) preenchido com a solucdo a ser injetada. As
microseringas estavam acopladas a bomba de infusdo (modelo B12000, Insight®
Ltda., Ribeirdo Preto, Brasil), o que permitiu a administracdo automatica do volume
de 0,2 pl/cénula para a MCPd na canula-guia, em uma velocidade constante de 0,6
dl/min. Uma bolha de ar no tubo de polietileno entre a solucao a ser injetada e agua
destilada foi utilizada para visualizagdo e controle da infusdo através do tubo. As
agulhas injetoras foram mantidas no interior das canulas por um periodo adicional de
20 s apos o fim da injecdo para maximizar a difusdo e evitar possivel refluxo da
droga.

Alguns grupos experimentais receberam uma microinjecéo, outros receberam
duas ou trés microinjecbes com intervalos que variaram conforme o protocolo
utilizado. Ainda, as intervengbes farmacologicas foram feitas em dois momentos:

antes da sessao de condicionamento (aquisi¢cdo) e antes do teste (expressao).
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6.6. Aparatos experimentais
6.6.1. Caixa de Condicionamento

O pareamento do estimulo neutro com o estimulo incondicionado foi realizado
na caixa de condicionamento (Insight® Ltda., Ribeirdo Preto, Brasil) medindo 25 x 25
x 25 cm, com paredes de acrilico, sendo a face frontal e tampas confeccionadas em
acrilico transparente. O assoalho da caixa é composto de grades distanciadas 1 cm
entre elas. Um compartimento em forma de gaveta localizado abaixo do piso
gradeado da caixa serviu para recolhimento dos residuos e para a instalacdo da
fonte do estimulo olfatério durante a sessao de condicionamento.

6.6.2. Caixa de Odor (teste)

Este aparato, inteiramente construido em acrilico, € dividido em dois
compartimentos, um fechado (20 x 25 x 40 cm) com cobertura, mimetizando um
ambiente seguro, e um aberto (40 x 25 x 40 cm) sem cobertura. Para permitir a
visualizagdo dos animais no teste, as paredes frontais, tanto do compartimento
aberto quanto do fechado, sdo construidas em acrilico transparente. Uma pequena
abertura (6 x 6 cm), situada na parede divisoria, permite o livre acesso dos animais a
ambos os compartimentos. Na parede lateral do compartimento aberto, do lado
oposto a abertura entre os compartimentos, a fonte do estimulo olfatério
condicionado foi fixada.

6.6.3 Fonte de odor

Foi utilizada como fonte de odor uma solugcdo contendo acetato de amila
diluido em propilenoglicol (5 %), sendo que 100 pL desta solugdo foi adicionada em
um papel filtro (4 cm x 4 cm) colocado no compartimento abaixo do piso gradeado
da caixa de condicionamento ou na parede oposta do compartimento fechado na
caixa de odor. O papel foi trocado a cada animal.

6.7. Procedimento para o Condicionamento Aversivo Olfatério

O protocolo para o Condicionamento Aversivo Olfatério (CAO) utilizado neste
trabalho foi adaptado de trabalhos previamente realizados no Laboratério de
Neurobiologia Comportamental (Kroon e Carobrez, 2009). No primeiro dia foi

realizada uma sessdo de familiarizagdo, na qual os animais foram colocados em
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uma caixa de condicionamento para a livre exploracdo do ambiente por 5 min, a fim
de conhecer o nivel basal dos comportamentos defensivos e para permitir a
exploragcdo do ambiente pelos animais evitando comportamentos de neofobia que
podem interferir no dia do condicionamento. No segundo dia apds a manipulagao
farmacologica (intra-MCPd), os animais foram colocados novamente na caixa de
condicionamento, na presenca do estimulo olfatério neutro, odor amilacetato 5 %,
por 10 min. No terceiro dia, com o intuito de diminuir as influéncias contextuais
adquiridas na caixa de condicionamento, a analise da expressdo do comportamento
defensivo evocado pelo estimulo condicionado (odor) foi realizada em uma caixa
diferente, a caixa de odor, para avaliar apenas as respostas ligadas a memoria
evocada pela pista olfatéria. Os animais foram colocados na caixa de odor pelo
compartimento aberto junto a parede diviséria e foram deixados por 5 min, para livre
exploracao e avaliacao dos comportamentos basais no ambiente novo em auséncia
da fonte de odor. Finalmente, no quarto dia os animais foram colocados novamente
na caixa de odor por 10 min, na presenca da fonte de odor de amilacetato. Essa
sessao possibilitou a avaliacdo das respostas frente ao estimulo condicionado
(odor).

Durante todos os dias de experimentacao os aparatos utilizados foram limpos
com solugdo de etanol 10% e secos com papel toalha apds a retirada de cada
animal. Os experimentos foram realizados em um ambiente com som atenuado,
temperatura controlada (22 £ 1 °C) e intensidade de luz definida como 80 lux para
caixa de condicionamento, enquanto que na caixa de odor, luminosidade de 4 lux no
espaco aberto e 1 lux para o espaco fechado. Um exaustor presente logo acima dos
aparatos utilizados era ligado durante a limpeza realizada entre a troca de animais
na sala de experimentacao, impedindo assim o acumulo do odor volatil de acetato
de amila no ambiente.

Todos os experimentos foram registrados através de um sistema de video-
camera, permitindo desta forma a correta avaliagdo dos comportamentos exibidos
durante as diferentes sessdes. A analise dos comportamentos defensivos foi
realizada utilizando o programa KINOSCOPE (GNU General Public License, version
3 (GPL v3) (Kokras e col, 2017).
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Figura 5: Protocolo experimental do condicionamento aversivo olfatério. A fase de aquisi¢éo se leva a
cabo na caixa de condicionamento no segundo dia, e a fase de expressao na caixa de odor no Gltimo
dia. As microinjecdes foram realizadas no dia 2 e 4 conforme protocolo. O odor esteve presente no
segundo e quarto dia. Protocolo e figuras adaptados de Kroon e Carobrez (2009); Kincheski e col.,
(2012); Back e Carobrez (2018).

6.8. Parametros Comportamentais Analisados

Para a sessédo de familiarizacdo e condicionamento (Dia 1 e 2), na caixa de

condicionamento, foram avaliados os seguintes parametros:

- Congelamento (%): Comportamento de congelamento, caracterizado pela auséncia
total de movimentos no corpo, exceto a movimentagdo do térax no processo
respiratorio.

- Agachar-Cheirar (%): Postura investigativa que o animal assume ficando em
posicdo agachada com o dorso curvado (crouching), acompanhado de qualquer
movimento de cabega, a procura de novas informagdes do ambiente.

- Investigagao vertical (%): Postura assumida pelo animal quando este se sustenta
apenas nas duas patas traseiras, sem que as patas dianteiras toquem o chéo.

- Investigacdo horizontal (%): Livre exploracdo na caixa, com as quatro patas
tocando o chéo.

- Autolimpeza (%): Comportamento de autolimpeza, quando o animal lambe ou
esfrega suas patas dianteiras em alguma parte de seu corpo.

Na sessdo de familiarizacdo e teste (Dias 3 e 4), na caixa de odor os

seguintes parametros foram quantificados:

- Tempo de aproximacéao (%): Tempo em que o animal permanece com pelo menos
a cabeca ou uma das patas préxima a fonte de odor.

- Tempo escondido (%): Tempo em que o animal permanece com as 4 patas no
compartimento fechado da caixa de odor.

- Tempo de head-out (%): Tempo em que a animal permanece no compartimento

fechado da caixa e com a cabeca e/ou as patas dianteiras invadindo o
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compartimento aberto, realizando um comportamento denominado avaliacao de

risco.

6.9. Métodos de quantificacao do NO

O NO por ser um radical livre pode reagir com diferentes espécies quimicas, o
que pode influenciar nas concentracées, taxas de meia vida, e distribuicdo espaco-
temporal, sendo assim uma molécula biol6gica complexa de estudar.

Ao longo dos anos, tém sido desenvolvidas uma ampla gama de técnicas
para quantificagdo do NO, métodos quimicos, fisicos e biologicos, que permitem
hoje a deteccdo de NO até niveis de attmoles (5x10™'" moles) (Gertz, 2018).

A espectroscopia 6tica tem sido utilizada por muito tempo para quantificacéo
de nitritos e NO, sendo a “reacdo de diazotacdo de Griess” uma das técnicas
pioneiras nesta area (Griess, 1879). Técnicas electroquimicas (Shibuki, 1990), de
voltametria ciclica e amperometria (Peiris e Pubudu, 2009), espectrometria de
masas (Dubey e col, 2007), espectroscopia fotoeletronica de rayos X (McManus e
col., 2005), espectroscopia laser infrarroja quantica em cascata e sensorizacédo
mecatrénica (Di Franco e col., 2009), espectrometria de ressonancia paramagnética
eletrénica (Yoshimura e col.,, 1996) quimiluminescéncia (Leone e col., 1996;
Woldman e col. 2009), e 0 uso de sondas fluorescentes baseadas em organometais
(Chang e Chang, 2012; Huili e Ajun, 2015), sdo algumas das técnicas disponiveis
para quantificar NO.

Dentre as técnicas acima mecionadas, as de bioimagem baseadas em
sondas fluorescentes apresentam caracteristicas vantajosas como alta sensibilidade
e seletividade, viabilidade experimental e resolucdo espaco-temporal, que as
converte em uma ferramenta poderosa para o estudo in vitro e in vivo de células e
tecidos (Nagano, 2009; Chen e col., 2011; Yang e col, 2013; Wolley e col., 2013).

Segundo Li e Wan (2015), uma boa sonda fluorescente deve apresentar as
seguintes carateristicas:

*Ser soluvel em &agua e permeavel a membrana, para poder ingressar
facilmente nos tecidos e células.

*Nao devem ser citotdxicas nem interferir com os processos biol6gicos
normais.

*Devem apresentar mudancgas dindmicas das propriedades fluorescentes
apos reagir com NO ou seus produtos.
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*Devem ser sensiveis as mudancgas de concentracao do NO celular.
*Ser excitaveis a longitudes de onda baixas, a fim de prevenir a

autofluorescéncia.

Reunir todas essas caracteristicas em uma sonda € muito dificil, porém as
sondas fluorescentes para NO baseadas em compostos organicos apresentam
varias destas caracteristicas.

Nagano e col (2009) desenvolveram sondas baseadas na funcionalidade de
grupos o-diamina, nas quais uma parte funcional da o-diamina reage com a forma
oxidada do NO para produzir um derivado triazélico fluorescente.

Baseados neste principio, para o estudo do NO em células vivas foram
desenhadas e sintetizadas sondas que incorporaram diaminofluoresceinas “DAF” e
um grupo diacetato ou éster de acetoximetilo para conferir a carateristica de
permeabilidade. Diversos analagos de DAF sédo encontrados na literatura, cada um
com propriedades particulares DAF-2, DAF-4 e DAF-5 (derivados diclorados)
(Nakatsubo e col., 1998; Kojima e col., 1998), DAF-FM (derivado fluorado) (Kojima e
col., 1999). Destas sondas, DAF-FM DIACETATO (4-Amino-5-Metilamino-2',7'-
Difluorofluoresceina Diacetato) possui atomos de fluor nas posicoes 2’ e 6’, e um
grupo N-metilo (Figura 6), o que proporciona uma maior resisténcia a
fotodecoloragdo em comparacdo com DAF-2 (Kojima e col., 1999), uma maior
estabilidade em condi¢cdes de pH superior a 5,5, a diferenca de DAF-2 que se torna
instavel em pH menores a 7 e DAF-4 e DAF-5 que se mostraram muito instaveis em
pH proximos a neutralidade (Nakatsubo e col., 1998; Kojima e col., 1998 e 1999).
Além disso, DAF-FM DIACETATO apresenta uma sensibilidade 1.4 vezes maior que
DAF-2 (Kojima e col., 1999; Itoh e col., 2000).
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Figura 6. DAF-FM DIACETATO (nao fluorescente) atravessa a membrana celular e uma esterase
cliva o grupo diacetato liberando no espago intracelular o composto DAF-FM o qual é fracamente
fluorescente e que ao reagir com o6xido nitrico se transforma num derivado benzotriazolico
fluorescente. Adaptado de Molecular Probes, Inc., Copyright (2001).
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Com o objetivo de obter uma evidéncia direta da concentragdo de NO, o que
incrementa a relevancia e robustez dos dados comportamentais obtidos a partir da
modulacédo farmacologica na via nitrérgica realizados durante este trabalho de
pesquisa, decidimos escolher a sonda DAF-FM DIACETATO para realizar a
quantificagdo in vivo do NO produzido na MCPd durante as fases de aquisicéo e

expressao do CAO.

6.10. Grupos Experimentais

Todos os animais utilizados durante este trabalho foram submetidos ao
protocolo de condicionamento aversivo olfatério descrito no item 6.7. Dois grupos
experimentais foram realizados, no primeiro grupo as intervencdes farmacolbgicas
foram realizadas antes da sessao de condicionamento, a fim de avaliar respostas
defensivas imediatas e aquisicdo do CAO. No segundo grupo experimental as
intervencdes foram realizadas antes da sessao de teste na caixa de odor, onde foi
avaliada a participacédo do NO na expressao das respostas defensivas aprendidas.

6.10.1. Grupo Experimental 1: Participacado do NO na modulacao das
respostas defensivas imediatas e na aquisicdo do CAO obtido através da
estimulacao quimica da MCPd

6.10.1.1. Experimento 1: Efeitos da inibicio da nNOS sobre as respostas

defensivas imediatas e aquisicdo de uma memoaria aversiva

Este experimento foi realizado com o intuito de avaliar se a administracdo do
inibidor da nNOS, 7NI, poderia interferir nos comportamentos imediatos apo6s a
infusdo de NMDA e a associacao entre este e a pista olfatéria.

Ap6s 30 min de ambientacdo numa sala adjacente a sala experimental, os
animais foram submetidos ao CAO conforme descrito no item 6.7. Na sessédo de
condicionamento todos 0s grupos receberam duas microinjecdes. Uma microinjecao
inicial (0,2 pl) de PBS (grupo controle) ou 7NI (40 ou 100 nmol), e 10 min apés foi
administrado (0,2 ul) PBS ou NMDA (50 pmol), resultando nos seguintes grupos
experimentais [PBS-PBS (n=10), PBS-NMDA 50 pmol (n=8), 7NI 40 nmol-PBS
(n=9), 7NI 40 nmol-NMDA 50 pmol (n=8), 7NI 100 nmol-PBS (n=8), 7NI 100 nmol-
NMDA 50 pmol (n=13)]. Imediatamente apds, os animais foram colocados na caixa
de condicionamento impregnada com odor de acetato de amila durante 10 min. Nos
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seguintes dias os animais foram expostos a sessao de familiarizagdo (em auséncia
do odor), e teste (em presencia da pista olfatoria) na caixa de odor como descrito no
item 6.7 e os parametros comportamentais foram analisados conforme descrito no
item 6.8.

6.10.1.2. Experimento 2: Efeitos da captura do NO na fenda sinaptica sobre as

respostas defensivas imediatas e a aquisicdo de uma memdaria aversiva

Este experimento foi realizado no mesmo formato que o experimento 1 com o
objetivo de testar a influencia do NO produto da nNOS assim como do NO
circundante produto de outro tipo de NOS (iNOS, eNOS) nas RD e na aquisicdo do
CAO. Para isso foi administrado um sequestrador de NO extracelular, C-PTIO (1 e 2
nmol) ou PBS, 10 minutos antes da estimulacdo da MCPd mediante a infusdo de
NMDA 50 pmol e posterior exposi¢ao a sessao de condicionamento, resultando nos
seguintes grupos experimentais [PBS-PBS (n=10), PBS-NMDA 50 pmol (n=8), C-
PTIO 1 nmol-PBS (n=8), C-PTIO 1 nmol-NMDA 50 pmol (n=9), C-PTIO 2 nmol-PBS
(n=8), C-PTIO 2 nmol-NMDA 50 pmol (n=8)].

Os parametros comportamentais desta sessdo e das sessOes de
familiarizagdo e teste levadas a cabo na caixa de odor nos dias subsequentes foram

analisados conforme descrito no item 6.8.

6.10.1.3 Experimento 3: Padronizacdo de um protocolo para a quantificagdo de NO
in vivo mediante o uso da sonda fluorescente DAF-FM DIACETATO

A padronizagdo deste protocolo foi realizada com o intuito de obter uma
medida direta da quantidade de NO que estava sendo liberado mediante a infusdo
de NMDA 50 pmol no dia do condicionamento. Para isso duas microinjecées com 10
min de diferenca entre elas foram realizadas numa sala quase escura, com 0 minimo
de luminosidade necessaria para o procedimento.

A sonda fluorescente DAF-FM DA foi inicialmente diluida em 20 uL de DMSO
para preparacao da solucdo estoque 5 mM. No dia do experimento 1 pL da solugéo
mae foi diluida em 1 mL de PBS para atingir a concentracao desejada de DAF-FM
DA 5 uM. Os animais receberam inicialmente uma micro-injecado de DAF-FM DA 5
UM (0,2 pl, numa velocidade de 0,6 pl/min), e foram logo alocados numa gaiola
isolada por 10 min até ser realizada a infusdo de NMDA 50 pmol. Imediatamente
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apos este procedimento, os animais foram colocados na caixa de condicionamento
por 10 min, e quando retirados da caixa imediatamente eutanasiados mediante o
procedimento de perfuséo transcardiaca (solugao salina 0,9 %, 150 ml, solucao de
paraformaldeido 4 %, 150 ml, durante 20 min).

Os encéfalos foram coletados e mantidos em formalina 10% por 48 horas.
Apos esse periodo, foram imersos em uma solugdo de sacarose (30%, Vetec®,
Brasil) por 24 horas para criopreservacdo. Para obtencdo de fatias coronais da
MCPd marcada com DAF-FM os encéfalos foram congelados a -25°C e cortes
coronais na espessura de 15 um foram realizados no criostato Leica® CM1850
(Microsystems AG®, Wetzlar, Alemanha) em condi¢ées de minima luminosidade no
Laboratério Multiusuario do Centro de Ciéncias Biolégicas (CCB) da UFSC.

As laminas com as fatias recentemente cortadas foram acondicionadas,
mediante adicido de duas gotas de Gel Mount™ (Biomeda Corp. Sigma Aldrich®) e
cobertas com laminula. Imediatamente apds foram levadas para sua observagéo e
obtencdo de fotos ao Microscépio de Fluorescéncia Leica DMI 3000B (Leica®,
Wetzlar, Alemanha) e as imagens obtidas foram analisadas mediante o software
ImageJ®.

Com a finalidade de quantificar apenas o 6xido nitrico gerado na MCPd as
fotos em tamanho 4x (40 vezes) foram avaliadas mediante a superposicao da
imagem da MCPd, no AP -5.8 obtida do atlas Paxino e Watson (1998). Secdes
retangulares das imagens em aumento 10x atingindo a MCPd foram recortadas
utilizando o programa Paint, e analizadas mediante o uso do software Image J®. O

procedimento de edicdo encontra-se detalhado na Figura 7.
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Figura 7. Representacao esquematica da edigdo das imagens da MCPd marcadas com DAF-FM. A.
Superposicao da fotomicrografia fluorescente (aumento 4x, 40 vezes) com a imagem do atlas Paxino
e Watson (1998). B. Imagem obtida mediante campo claro (aumento 4x, 40 vezes). C. Delimitacdo da

area de fluorescéncia pertencente a MCPd. D. Imagem finalmente editada utilizada para quantificagcao
de NO.

6.10.1.4. Experimento 4: Quantificagdo in vivo do nivel de NO produzido pela

estimulacédo quimica da MCPd mediante a administracado de NMDA

Este experimento foi desenhado para quantificar os niveis de NO produzidos
pela infusdo de trés doses de NMDA, 25, 50 e 200 pmol na MCPd as quais foram
utilizadas em trabalhos anteriores deste laboratério.

Para isso foi realizada uma infuséo inicial de DAF-FM DA 5 pM, e 10 min
depois foi administrado NMDA nas doses acima mencionadas. Imediatamente apos
0os animais foram colocados na caixa de condicionamento durante 10 min,
resultando nos seguintes grupos experimentais [DAF-FM 5 uM-PBS (n=3), DAF-FM
5 uM-NMDA 25 pmol (n=3), DAF-FM 5 uM-NMDA 50 pmol (n=3), DAF-FM 5 uM-
NMDA 200 pmol (n=3)]. Os parametros comportamentais referentes a essa sesséo
foram analisados como descrito no item 6.8. Seguidamente foram realizados os
procedimentos para retirada dos encéfalos e quantificagdo do NO mediante analise
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de imagens em duplicata pelo software ImageJ® como descrito no protocolo
detalhado no item 6.10.1.3.

6.10.1.5. Experimento 5: Quantificacéo in vivo do NO presente na MCPd apés a

inibicdo da nNOS realizada antes da infusdo de NMDA 50 pmol

Este experimento foi realizado com o intuito de verificar se existe uma
correlagdo entre o comportamento observado apds a inibicdo da nNOS durante a
sessdo de condicionamento na qual foi utilizada a estimulagdo quimica mediada por
NMDA e os niveis de NO encontrados na MCPd.

Seguindo o mesmo formato do experimento anterior foram realizadas 2 ou 3
microinjecoes intra-MCPd. A infusdo inicial foi de PBS (grupos controle) ou DAF-FM
DA 5 pM. Apés 10 min foram administrados PBS, NMDA 50 pmol ou 7NI 100 nmol.
O grupo que recebeu o inibidor 7NI, 10 min depois desta infusdo, recebeu ainda
mais uma microinjecdo de NMDA 50 pmol, resultando nos seguintes grupos
experimentais [PBS-PBS (n=3), PBS-NMDA 50 pmol (n=3), DAF-FM 5 uM-PBS
(n=3), DAF-FM 5 pM-NMDA 50 pmol (n=3), DAF-FM 5 uM- 7NI 100 nmol- NMDA 50
pmol (n=3)].

6.10.1.6. Experimento 6: Curva dose-resposta para estimulacido da MCPd

utilizando o doador de NO Spermine NONOate como estimulo incondicionado

Dados da literatura tém demonstrado que os doadores de NO geram fortes
respostas defensivas quando sdo microinjetados diretamente na MCPd. Aqui
testamos se a estimulacdo quimica da MCPd mediante a infusdo do doador de NO
Spermine NONOate seria capaz de gerar aprendizado no CAO. Para isso foram
realizados varios experimentos pilotos nos quais foi realizada uma unica injecao de
PBS ou Spermine NONOate nas doses de 5, 10, 20, 40 e 80 nmol imediatamente
antes da exposicdo a caixa do condicionamento, resultando nos seguientes grupos
experimentais [PBS (n=8), Spermine NONOate 5 (n=8), 10 (n=8), 20 (n=8), 40
(n=11), 80 (n=8) nmol].

Nos seguintes dias se levaram a cabo as sessdes de familiarizacao e teste na
caixa de odor como descrito no item 6.7 e os parametros comportamentais foram

analisados durante os trés dias conforme descrito na se¢éo 6.8.
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6.10.1.7. Experimento 7: Quantificagdo da liberacao de NO induzida pela infusédo de
Spermine NONOate na MCPd

Altas doses de Spermine NONOate geram fortes respostas defensivas
imediatas, porém, nao foram capazes de promover associacdo com a pista olfatéria
pareada neste experimento. No entanto a dose mais baixa de doador utilizada neste
trabalho demonstrou ser capaz de dar suporte a aquisicdo do CAO. Mediante este
experimento buscamos quantificar os niveis de NO produzidos pelo doador a fim de
correlacionar as concentragdes de NO com a capacidade de induzir aprendizagem
associativa na MCPd.

Uma microinjecdo de DAF-FM DA 5 uM foi administrada 10 min antes da
estimulacdo com PBS ou as doses Spermine NONOate 5 e 80 nmol, resultando nos
seguintes grupos experimentais [DAF-FM DA 5 uM-PBS (n=3), DAF-FM DA 5 uM-
Spermine NONOate 5 nmol (n=3), DAF-FM DA 5 uM-Spermine NONOate 80 nmol
(n=3)]. Os procedimentos de avaliacdo comportamental e quantificacdo utilizados

foram os mesmos descritos para os experimentos de quantificagdo anteriores.

6.10.2. Grupo experimental 2: Participacdo do NO na expressdao de
respostas aprendidas durante o CAO

6.10.2.1. Experimento 8: Efeitos da interferéncia dada pela inibicdo da nNOS e a

captura do NO na fenda sinaptica sobre a expressao de uma memoria aversiva

O objetivo deste experimento foi avaliar se intervengdes farmacoldgicas
realizadas no quarto dia utilizando 7Nl e C-PTIO antes da sessé&o de teste poderiam
interferir na expressao dos comportamentos relacionados a evocacao das respostas
aprendidas durante o CAO.

O protocolo utilizado neste experimento foi o protocolo padrdo do CAO
descrito no item 6.7. No dia do condicionamento foi administrada uma Unica
microinjecao, de PBS ou NMDA 50 pmol, imediatamente antes de colocar os
animais na caixa de condicionamento. No dia do teste 10 min antes da exposicao a
caixa de odor, foi realizada uma infusdo de PBS, 7NI (100 nmol) ou C-PTIO (2 nmol),
resultando nos seguintes grupos experimentais [PBS (cond)-PBS (teste) (n=8),
NMDA 50 pmol (cond)-PBS (teste) (n=8), NMDA 50 pmol (cond)-7NI 100 nmol
(teste) (n=8), NMDA 50 pmol (cond)-C-PTIO 2 nmol (teste) (n=8)]. Os parametros
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comportamentais foram analisados durante os trés dias consecutivos, conforme

descrito no item 6.8.

6.10.2.2. Experimento 9: Quantificagao in vivo do NO produzido durante a evocagao

de uma memoria aversiva

A evocacao de uma memoria envolve a ativacdo de mecanismos moleculares
que participam da re-modulagdo das mesmas. Mediante este experimento fomos
corroborar se existe uma mudanca no nivel de expressao de NO durante a elicitacéo
das respostas aprendidas.

O protocolo empregado neste experimento foi 0 protocolo padréo de 4 dias do
CAO. No dia do condicionamento todos o0s animais receberam uma unica
microinjecdo de PBS ou NMDA 50 pmol imediatamente antes de serem colocados
na caixa de condicionamento impregnada com odor de acetato de amila por 10 min.
No dia do teste, 10 min antes da exposi¢cdo a caixa de odor, todos os animais
receberam uma infusdo de DAF-FM DA 5 uM (0,2 ul), resultando nos seguintes
grupos experimentais [PBS (cond)-DAF-FM DA 5 uM (teste) (n=3), NMDA 50 pmol
(cond)- DAF-FM DA 5 uM (teste) (n=3)]. Apds a sessao de teste foram realizados os
procedimentos para retirada dos encéfalos e quantificagdo do NO mediante analise
de imagens como descritos no item 6.9.1.3. Os parametros comportamentais foram

analisados durante os trés dias consecutivos, conforme descrito no item 6.8.

6.11. Verificacao do sitio de injecao e histologia

Apoés o procedimento experimental, foi realizada a eutanasia dos animais com
anestesia de cetamina e xilazina (4:3; 1,5 ml/Kg) juntamente com exposicdo ao gas
isoflurano em camara fechada. Apds verificacdo da auséncia de movimentos
respiratérios e opacidade dos olhos, foi realizada uma microinjecdo da solucao
corante Azul de Evans (0,5%, Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) no sitio encefalico
empregado para infusdo de farmacos durante os experimentos a fim de determinar o
sitio da microinjegdo. Em seguida, seus encéfalos foram removidos e armazenados
em uma solucao de formalina (10%) durante no minimo 48 horas.

No caso de técnicas imunohistoquimicas, os animais foram anestesiados com

a mesma dose de anestésico pré-cirurgico e perfundidos via transcardiaca, com
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solugao salina (0,9% 150 ml), seguida por uma solucédo de paraformaldeido 4% (150
ml), durante 20 min.

A efeitos de crioprotecdo, 24 horas antes de ser levados ao criostato, os
cérebros foram colocados em uma solucdo de sacarose 30% (Vetec®, Brasil).
Cortes coronais (50 pm) foram realizados em criostato (Leica® CM1850,
Microsystems AG®, Wetzlar, Alemanha), coletados em laminas gelatinizadas e
observados em microscopio estereoscopico para verificagdo do sitio de
microinjegcdo. Para analise estatistica foram considerados os animais com o sitio de
microinjecdo na porcao dorsal da MCP, o qual foi conferido com base no atlas
Paxinos e Watson, 1998 (Figura 8).

Figura 8. Imagem de um corte coronal do encéfalo de ratos evidenciando o sitio de microinjegao. Eixo
anteroposterior -5.8 mm em relagdo ao bregma. O sitio de microinjegdo na matéria cinzenta
periaquedutal dorsal (MCPd) rostral esquerda foi destacado com o corante azul de Evans.

A coloracdo de Nissl foi realizada num grupo de laminas com o objetivo de
avaliar se as doses de NMDA 50 pmol, SP 5 e 80 nmol utilizadas neste trabalho
geraram dano tecidual. As laminas coradas foram fotografadas em um microscopio
optico invertido acoplado a um sistema de captura de imagem (Microscépio Invertido
Olympus IX83, Japao).



54

Figura 9. Fotomicrografia de um corte coronal do encéfalo de rato com a coloragéao de Nissl na regiao
da MCPd mostrando o local da microinje¢cdo do doador de NO Spermine NONOate 5 nmol.
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Figura 10. Diagrama esquematico de cortes coronais do encéfalo de rato, localizando a MCPd. Os
circulos pretos indicam o local das microinjecdo, o nimero de circulos representados € menor do que
0 numero de animais utilizado nos protocolos experimentais. Anteroposterior -5.8 mm, -6.04 mm e -
6.30 mm com relagédo ao bregma (Paxinos e Watson, 1998).
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6.12. Analise estatistica

Todos os parametros comportamentais observados durante o CAO foram
transformados em porcentagem e considerados como variaveis dependentes.
Analisados pelo teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov e o teste de Levene para
homocedasticidade.

Os dados obtidos no dia do condicionamento foram agrupados em
comportamentos defensivos (% congelamento + % agachar-cheirar) e
comportamentos nado defensivos (% autolimpeza + % exploracdo vertical + %
investigacao).

No dia da familiarizac&o na caixa de odor e no dia do teste foram avaliados os
parametros %TE (tempo gasto no compartimento fechado) e %TA (tempo préximo a
fonte de odor).

Para analisar os dados obtidos pelos diferentes grupos durante a sessao de
familiarizacdo na caixa de odor foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) de
uma via. Nos experimentos nos quais ndo foram encontradas diferengas estatisticas
entre os grupos durante esta sessdao, os valores obtidos foram agrupados e
representados numa barra horizontal como média + 95% do intervalo de confiancga.
Ja os dados do grupo tratado com C-PTIO, onde foi observada uma diferenca
significativa na sessdo de familiarizacdo foram analisados junto com os dados do
obtidos da sessdao de teste, através da ANOVA para medidas repetidas e
representados como média + erro padrao da média.

Para analise dos dados obtidos na sessdo de condicionamento e de teste,
foram utilizados ANOVA de uma via, ANOVA fatorial e ANOVA de medidas
repetidas, sendo especificado o teste utilizado nos resultados de cada experimento.
Em todos os casos que a ANOVA indicou valores significativos, os dados foram
submetidos ao teste post hoc correspondente.

As analises foram realizadas através do programa Statistica® (versao 13;
TIBCO® Statistica™ Software Inc) e os graficos montados no programa Prisma 5.0
(GraphPad Prism®, San Diego, EUA). O nivel de significancia considerado foi de p <
0,05.
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7. Resultados

Grupo Experimental 1: Participacao do NO na modulacao das respostas
defensivas imediatas e na aquisicao do CAO obtido através da estimulacao
quimica da MCPd

7.1. Experimento 1: Efeitos da inibicdo da nNOS, sobre as respostas defensivas

imediatas e aquisicdo de uma memaria aversiva

Na Figura 11 sao ilustrados os comportamentos defensivos (Fig. 11A) e néo
defensivos (Fig. 11B) analisados na sess&o de condicionamento e a expressao das
respostas evocadas quando os animais foram novamente expostos ao odor
previamente pareado com o El analisadas na sesséao de teste (Fig. 11 C e D).

Durante a sessao de condicionamento, a ANOVA revelou efeitos significativos
para os fatores pré-tratamento [F(2,50)= 6,179; p= 0,0039] e tratamento [F(1,50)=
11,12; p= 0,0016]. Também foi observada uma interacdo entre esses fatores
[F(2,50)= 5,89; p= 0,0050] (Fig. 11A). O teste post hoc Newman Keuls indicou que a
administracdo de 7NI na dose de 100 nmol foi capaz de reduzir as respostas
defensivas induzidas pela administracdo de NMDA 50 pmol quando comparado com
os grupos PBS-NMDA 50 pmol e 7NI 40 nmol-NMDA 50 pmol (Fig.11A). A analise
dos comportamentos ndo defensivos demonstrou uma diferenga significativa para os
parametros pré-tratamentos [F(2,50)=5,93; p= 0,0049], tratamento [F(1,50)= 11,52;
p= 0,0013], e uma interacao entre estes fatores [F(2,50)= 5,86; p= 0,0052]. O teste
post hoc revelou um aumento dos comportamentos ndo defensivos no grupo que
recebeu a dose maior de 7NI em relagdo aos grupos PBS-NMDA 50 pmol e 7NI 40
nmol-NMDA 50 pmol (Fig. 11B). Esses resultados demonstraram que a maior dose
de 7NI foi capaz de diminuir as respostas defensivas induzidas pela estimulacao
quimica da MCPd com NMDA 50 pmol.

Na sesséo de teste foi observado um efeito do fator tratamento [F(1,50)= 4.81;
p= 0,0329] sobre o parametro comportamental %TE e uma interacao entre os fatores
pré-tratamento x tratamento tanto para a %TE [F(2,50)= 5,30; p= 0,0081] quanto
para %TA [F(2,50)= 3,53; p= 0,0366]. O teste post hoc revelou uma reducédo na %TE
e um aumento na %TA nos grupos que receberam 7Nl em ambas doses, 40 e 100
nmol em relagdo ao grupo PBS-NMDA 50 pmol (Fig. 11 C e D). Portanto, ambas as
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doses de 7NI foram capazes de interferir com o processo de aquisicdo do CAO,

prejudicando o aprendizado associativo aversivo deste paradigma.
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Figura 11. Acima fluxograma indicando o delineamento experimental. A esquerda, % de
comportamentos defensivos (A) e nao defensivos (B) observados durante a sessao de
condicionamento onde foi realizada a administragdo de PBS ou 7NI (40 e 100 nmol) 10 min antes da
estimulacdo da MCPd com PBS ou NMDA 50 pmol. A direita, expressdo de comportamentos
apresentados durante a reexposicao a pista olfatoria na sessao de teste, representados pela % de
tempo escondido (C) e aproximado a fonte de odor (D). As colunas representam a média + e.p.m.. As
barras horizontais representam o intervalo de confianga (95%) superior € inferior da média dos dados
obtidos durante a sesséo de familiarizagdo. ANOVA fatorial seguido pelo post hoc de Newman-Keuls.
*p < 0.05 do grupo PBS-NMDA 50 pmol (8) comparado ao grupo PBS-PBS (10) e 7NI 40 nmol-NMDA
50 pmol (8) em comparacao a 7NI 40 nmol- PBS (9). #p < 0.05 diferenca significativa entre os grupos
PBS-NMDA 50 pmol (8), 7NI 40 nmol-NMDA 50 pmol (8) e 7NI 100 nmol-NMDA 50 pmol (13).

7.2. Experimento 2: Efeitos da captura do NO na fenda sinaptica sobre as

respostas defensivas imediatas e a aquisicdo de uma memoria aversiva

Para a andlise dos dados deste experimento foram aplicados dois tipos de
testes, ANOVA fatorial para sessdo de condicionamento, e ANOVA para medidas

repetidas para as sessdes de familiarizacdo e teste, jA que os dados da
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familiarizacdo apresentaram efeitos significativos do fator pré-tratamento para os
parametros %TE e %TA.

Para sessdo de condicionamento foram observados efeitos significativos do
pré-tratamento [F(2,45)= 4,41; p= 0,0178], tratamento [F(1,45)= 7,81; p= 0,0076] € a
interacao entre esses fatores [F(2,45)= 6,35; p= 0,0037] sobre os comportamentos
defensivos (Fig. 12A). Os mesmos efeitos foram observados para os
comportamentos ndo defensivos, sendo o pré-tratamento [F(2,45)= 4,20; p= 0,0212],
tratamento [F(1,45)= 7,50; p= 0,0087] e interacao dos fatores anteriores [F(2,45)=
6,08; p= 0,0046] (Fig. 12B).

O teste post hoc Newman Keuls indicou que ambas as doses de C-PTIO, 1 e
2 nmol, reduziram os comportamentos defensivos gerados pela administracdo de
NMDA 50 pmol, incrementando os parametros nao defensivos avaliados como pode
ser observado na Figura 12.

A andlise da sessado de teste, a qual foi realizada conjuntamente com os
dados da familiarizagcdo mediante ANOVA de medidas repetidas, mostrou um efeito
para o fator pré-tratamento [F(2,45)= 4,44; p= 0,017], interacao entre os fatores pré-
tratamento x tratamento [F(2,45)= 5,79; p= 0,005] para %TE (Fig. 12C), e um efeito
do pré-tratamento para %TA [F(2,45)= 5,50; p= 0,0072] (Fig. 12D).

O teste post hoc utilizado, Newman Keuls, indicou que ambas as doses de C-
PTIO, as quais ndo geram um efeito per se, foram capazes de interferir com a
aquisicao do CAO, levando a uma diminui¢do do tempo que os animais deste grupo
passam escondidos no compartimento fechado da caixa de odor e um incremento do
tempo préximo a fonte de odor em comparagao com o grupo que recebeu NMDA 50
pmol-PBS (Fig. 12C e 12D).
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Figura 12. Acima fluxograma indicando o delineamento experimental. A esquerda, comportamentos
defensivos (A) e nao defensivos (B) observados durante a sessdo de condicionamento onde foi
realizada a administragao de PBS ou C-TPIO (1 € 2 nmol) 10 min antes da estimulagdo da MCPd
mediante a microinjegdo de NMDA 50 pmol. Os dados desta sessdo foram analisados mediante
ANOVA fatorial seguido do post hoc Newman-Keuls. A direita, dados de % de tempo escondido (C) e
tempo proximo a fonte de odor (D) observados durante as sessdes de familiarizagdo e teste
realizadas na caixa de odor, analisados mediante ANOVA de medidas repetidas seguido do post hoc
Newman-Keuls. As colunas representam a média + e.p.m. *p < 0.05 do grupo PBS-NMDA 50 pmol (8)
comparado ao grupo PBS-PBS (10). #p <0.05 diferengas significativas entre os grupos PBS-NMDA
50 pmol (8), C-PTIO 1 nmol-NMDA 50 pmol (9) e C-PTIO 2 nmol-NMDA 50 pmol (8).

7.3. Experimento 3-4: Quantificagdo in vivo do nivel de NO produzido pela

estimulacdo quimica da MCPd mediante a administracdo de NMDA

A quantificacdo do NO mediante o uso da sonda fluorescente DAF-FM
DIACETATO permitiu obter uma medida bioquimica direta da quantidade de NO que
estava sendo produzido no momento da sessdao de condicionamento. Aqui
correlacionamos as respostas comportamentais observadas nesta sessao, quando
administrado PBS ou 3 doses de NMDA diferentes, 25, 50 e 200 pmol, com a
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fluorescéncia emitida pela sonda e medida mediante o software ImageJ® como
ilustrado na Figura 13.

Os dados obtidos foram analisados mediante ANOVA e foi evidenciado um
efeito significativo do tratamento [F(3,14)= 18,88; p= 0,00003] sobre as respostas
defensivas observadas nesta sessao (Fig. 13.A), e a quantidade de fluorescéncia
emitida [F(3,20)= 17,25; p= 0,000009] (Fig. 13.B). O teste post hoc Newman Keuls
mostrou que os grupos que receberam NMDA 50 e 200 pmol apresentaram
respostas defensivas mais fortes e apresentaram maior emissédo de fluorescéncia,
indicando maior conteudo de NO que nos grupos que receberam PBS e NMDA 25
pmol.
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Figura 13. Acima o fluxograma indicando o delineamento experimental. A esquerda, comportamentos
defensivos (A) observados durante a sessao de condicionamento onde foi realizada uma microinjecao
inicial da sonda fluorescente DAF-FM DA 5 uM 10 min antes da administragcao de  PBS, NMDA 25,
50 ou 200 pmol. A direita, dados obtidos da intensidade de quorescenC|a das imagens obtidas a partir
de cortes coronais da MCPd e analisados mediante o software ImageJ (B). . Todos os dados foram
analisados mediante ANOVA de uma via seguido do post hoc Newman-Keuls. As colunas
representam a média £ e.p.m. *p < 0.05 comparado ao grupo PBS (3). u.a= unidade arbitraria.

Uma andlise minuto a minuto dos dados comportamentais obtidos a partir
deste experimento foi realizada a fim de avaliar se a sonda fluorescente DAF-FM
DA, a qual reage ao ligar-se irreversivelmente com o NO produzido, poderia interferir

com as respostas comportamentais.
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Na Figura 14 observa-se uma comparacao dos parametros comportamentais
avaliados durante a sessao de condicionamento entre os grupos NMDA 50 pmol, e
DAF-FM 5 uM -NMDA 50 pmol. ANOVA encontrou uma diferenca estatisticamente
significativa [F(1,4)= 11,46; p= 0,00043] s6 para o comportamento agachar-cheirar,
ndao achando diferencas significativas entre os grupos para os outros parametros,
demonstrando que a sonda n&o interfere nas respostas de congelamento

autolimpeza, exploracéo vertical e investigagao.
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Figura 14. Analise minuto a minuto dos parametros comportamentais avaliados durante a sessao de
condicionamento apds a infusdo de NMDA 50 pmol, representado pela linha cinza ou DAF-FM 5 puM-
NMDA 50 pmol, representado pela linha azul. Os pontos junto as linhas representam a média dos
comportamentos defensivos. *p < 0.05 do grupo DAF 5 uM-NMDA 50 pmol (3) comparado ao grupo
NMDA 50 pmol (3).
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7.4. Experimento 5: Quantificacao in vivo do NO presente na MCPd apdés a inibicao

da nNOS realizada antes da infusdo de NMDA 50 pmol

No experimento 1 foi demonstrado que a administragcao do inibidor da nNOS
7Nl na dose de 100 nmol foi capaz de reduzir as respostas defensivas apresentadas
apos a estimulacdo da MCPd com NMDA 50 pmol. Aqui apresentamos os dados
comportamentais e a quantificagao de NO produzido durante a sessado de
condicionamento quando utilizado o 7NI. Os dados foram analisados mediante
ANOVA de uma via, e como pode ser observado na Figura 15 foi evidenciado um
efeito do tratamento [F(4,10)= 13,19; p= 0,00053] sobre as respostas defensivas e a
quantidade de NO produzido apds os tratamentos empregados [F(4,25)= 6,72; p=
0,0008]. O teste post hoc Newman Keuls indicou que os grupos que receberam
NMDA 50 pmol apresentaram respostas defensivas mais intensas e maior
fluorescéncia que aqueles recebendo PBS. Além disso, como ilustrado na Figura 15,
a administragcdo de 7NI 100 nmol, 10 min antes da infusdo de NMDA 50 pmol, foi
capaz de reduzir as RD assim como a fluorescéncia até niveis ainda menores que
aqueles observados para o grupo controle (PBS). Indicando uma inibicao da
producao basal de NO produzido diante o estimulo fisico gerado pela microinjegéo.
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Figura 15. Acima o fluxograma indicando o delineamento experimental. A esquerda, comportamentos
defensivos (A) observados durante a sessdao de condicionamento na qual foi realizada uma
microinje¢do inicial de PBS ou da sonda fluorescente DAF-FM DA 5 uM 10 min antes da
administragédo de PBS, NMDA 50 pmol ou 7NI 100 nmol. O grupo que recebeu 7NI, 10 min apds
recebeu mais uma infusdo de NMDA 50 pmol. A direita, dados obtidos da intensidade de
fluorescéncia das imagens obtidas a partir de cortes coronais da MCPd e analisados mediante o
software ImageJ® (B). Todos os dados foram analisados mediante ANOVA de uma via seguido do
post hoc Newman-Keuls. As colunas representam a média + e.p.m. *p < 0.05 comparado ao grupo
PBS (3). u.a= unidade arbitraria.

Na Figura 16 se encontram as imagens obtidas para cada um dos
tratamentos deste experimento. Os grupos controle PBS-PBS e PBS-NMDA 50
pmol, ndo demonstraram sinais de autofluorescéncia. Como representado
estatisticamente, podemos observar nas fotos apresentadas aqui a diferenca de
fluorescéncia entre os grupos DAF-FM 5 uM-PBS, o qual apresenta uma quantidade
de fluorescéncia basal devido ao proprio evento de microinjecdo da substancia
neutra, e o grupo DAF-FM 5 upM-NMDA 50 pmol, o qual incrementa
significativamente a quantidade de fluorescéncia emitida.

No caso do grupo que recebeu o tratamento DAF 5 uM-7NI 100 nmol- NMDA
50 pmol, observa-se uma fluorescéncia ainda menor que a do grupo DAF-FM 5 uM-
PBS, indicando que o inibidor 7NI foi capaz de reduzir os quantidade de NO

produzido até niveis menores que o basal.
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PBS-PBS PBS-NMDA, DAF-PBS DAF-NMDA  DAF-TNI-NMDA

Figura 16. Fotografias da emisdo de fluorescéncia gerada pela reacdo DAF-FM --- NO na MCPd.
Acima fotos de cada tratamento realizado neste experimento, embaixo uma ampliacdo do sitio de
injecao do grupo DAF-FM 5 uM —NMDA 50 pmol. Contraste das fotos -10.

7.5. Experimento 6: Curva dose-resposta para estimulacdo da MCPd utilizando o

doador de NO Spermine NONOate como estimulo incondicionado

Os dados obtidos a partir da curva dose-resposta realizada utilizando
Spermine NONOate como El no dia da sessdo de condicionamento, foram
analisados mediante ANOVA de uma via seguido do teste post hoc Dunnett.

Mediante estas andlises foram encontrados efeitos do tratamento sobre as
respostas defensivas [F(5,45)= 14,45; p= 0,000001] (Fig. 17A) e ndo defensivas
[F(5,45)= 13,19; p= 0,000001] (Fig. 17B) durante a sessao de condicionamento. O
teste post hoc indicou que todas as doses administradas de SP foram capazes de
induzir RD robustas em comparag¢ao com o grupo que recebeu PBS.

Na sesséo de teste foi observado um efeito significativo do fator tratamento
para %TE [F(5,45)= 2,43; p= 0,0493] (Fig. 17C) e %TA [F(5,45)= 4,16; p= 0,0034]
(Fig. 17D). O teste de Dunnett determinou que unicamente o grupo que tinha
recebido a dose menor, SP 5 nmol, durante a sessado de condicionamento, manteve-
se por mais tempo no compartimento fechado, e afastado da fonte de odor, que o
grupo que recebeu PBS indicando a aquisicao de uma memdéria aversiva para o odor
utilizado como EC quando utilizada esta dose no CAO.
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Figura 17. Curva dose-resposta Spermine NONOate. Acima o fluxograma indicando o delineamento
experimental. A esquerda, comportamentos defensivos (A) e ndo defensivos (B) observados durante
a sessdo de condicionamento induzidos pela microinjecdo de diferentes doses de Spermine
NONOate, 5, 10, 20, 40 e 80 nmol na MCPd. A direita, expressao de comportamentos % tempo
escondido (C) e tempo préximo a fonte de odor (D) apresentados durante a reexposicdo ao EC
durante a sessdo de teste. As colunas representam a média + e.p.m. As barras horizontais
representam o intervalo de confianga (95%) superior e inferior da média dos dados obtidos durante a
sessdo de familiarizagdo. ANOVA seguido pelo post hoc. *p < 0.05 dos grupos SP 5 nmol (8), SP 10
nmol (8), SP 20 nmol (8), SP 40 nmol (11) e SP 80 nmol (8) comparado ao grupo PBS (8).

A estimulagdo quimica da MCPd utilizando o doador de NO Spermine
NONOate como EI durante a sessdo de condicionamento do CAO foi um
procedimento novo dentro do nosso laboratério pelo qual decidimos fazer uma
caracterizacao das respostas comportamentais observadas ap6s a administracéo da
dose de SP 5 nmol, a qual foi capaz de promover aquisicdo de uma memoria
aversiva, e da dose SP 80 nmol, a qual induziu fortes respostas defensivas, porém,
nao conseguiu gerar aprendizagem neste paradigma.

Na Figura 18 encontram-se ilustrados os parametros comportamentais
avaliados durante a sessdao de condicionamento, imediatamente apds a
administracdo de PBS, NMDA 50 pmol e Spermine NONOate nas doses 5 e 80
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nmol. As analises realizadas minuto a minuto foram avaliadas mediante ANOVA de
medidas repetidas seguida do teste post hoc Newman Keuls.

Em relacdo aos comportamentos defensivos observamos diferencgas
significativas para % de congelamento [F(3,29)= 6,37; p= 0,0019], % de agachar-
cheirar [F(3,29)= 13,93; p= 0,000008], % de exploracao vertical [F(3,29)= 3,57; p=
0,0260] e % de investigacao [F(3,29)= 12,38; p= 0,00002]. O teste post hoc indicou
que para os parametros % de congelamento e % de exploragao vertical houve uma
diferenga significativa entre os grupos NMDA 50 pmol, SP 5 e 80 nmol quando
comparados com o grupo PBS, porém nao foram observadas diferencas entre eles.
Para o comportamento % de agachar-cheirar, a diferenca foi evidenciada entre o
grupo NMDA 50 pmol e o grupo PBS sé para o minuto 10. Finalmente para % de
investigagdo os animais que receberam NMDA 50 pmol e a dose de SP 80 nmol se
diferenciam do grupo PBS e SP 5 nmol, j& que durante os primeiros minutos da
sessao investem mais tempo na investigagdo da caixa de condicionamento até que
nos seguintes minutos atingem uma porcentagem de tempo de congelamento
bastante alta na qual se mantém quase até o final da sessdo, sendo este
comportamento acompanhado pela postura de avaliagdo da area, agachar- cheirar.
No entanto o grupo que recebeu a dose de SP 5 nmol apresenta um comportamento
oscilante entre congelamento, pouco tempo agachado cheirando, e bastante tempo
investigando a caixa.

Na Figura 18 observa-se que a dose de SP 80 nmol induz respostas
defensivas de uma magnitude muito semelhante as induzidas pelo NMDA 50 pmol,
enquanto os animais que receberam a dose de 5 nmol, apresentaram
comportamentos mais sutis.

Os comportamentos nao defensivos ndo mostraram um padrdao de
comportamento especifico dose-dependente, porém, o comportamento do grupo que
recebeu SP 80 nmol foi muito similar com o grupo NMDA 50 pmol. Ndo foram

observadas diferencgas significativas para o parametro % autolimpeza.
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Figura 18. Andlise minuto a minuto dos parametros comportamentais avaliados durante a sessao de
condicionamento apos a infusédo de PBS (linha preta), NMDA 50 pmol (linha cinza), SP 5 nmol (linha
azul) ou SP 80 nmol (linha vermelha). Os pontos juntos as linhas representam a média dos
comportamentos defensivos. Todos os dados foram analisados mediante ANOVA seguida do teste
post hoc Newman Keuls. *p < 0.05 dos grupos NMDA 50 pmol (8), SP 5 nmol (8) e SP 80 nmol (8)
comparado ao grupo PBS (8).

7.6. Experimento 7: Quantificacdo da liberagdo de NO induzida pela infusdo de
Spermine NONOate na MCPd

Neste experimento analisamos as RD apresentadas e a quantidade de NO
que estava sendo produzido pela menor e a maior dose de Spermine NONOate
utilizadas durante a sesséo de condicionamento. Os dados obtidos foram analisados
mediante ANOVA de uma via, e se observou um efeito significativo do tratamento
[F(2,9)= 42,90; p= 0,000025] para o parametro comportamentos defensivos (Fig.
19A) e a intensidade de fluorescéncia que estava sendo emitida [F(2,15)= 31,00; p=
0,000005] (Fig. 19B). O teste post hoc Newman Keuls indicou que ambas as doses
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induziram fortes RD quando comparadas com o grupo que recebeu PBS, e que por
sua vez as doses eram diferentes entre elas em relacao aos niveis de NO produzido.
Como pode ser observado na Figura 19, a dose de SP 80 nmol produz RD e emite
fluorescéncia muito mais robustas do que a dose de SP 5 nmol.
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Figura 19. Acima o fluxograma indicando o delineamento experimental. A esquerda, comportamentos
defensivos (A) observados durante a sessdo de condicionamento induzidos pela microinje¢ao de PBS
ou SP 5 ou 80 nmol apés a administragdo da sonda fluorescente DAF-FM DA 5 puM. A direita, dados
da intensidade de fluorescéncia das imagens obtidas a partir de cortes coronais da MCPd e
analisados mediante o software ImageJ® (B). Todos os dados foram analisados mediante ANOVA de
uma via seguido do post hoc Newman-Keuls. As colunas representam a média = e.p.m. *p < 0.05 dos
grupos SP 5 nmol (3) e SP 80 nmol (3) comparado ao grupo PBS (3).

Grupo experimental 2: Participacao do NO na expressdo de respostas
aprendidas durante o CAO

7.7. Experimento 8: Efeitos da interferéncia dada pela inibicdo da nNOS e a captura

do NO na fenda sinaptica sobre a expressdo de uma meméria aversiva

Neste experimento foram realizadas interferéncias farmacoldgicas no dia da
sessao de teste com o intuito de verificar se a inibicdo ou o sequestro de NO na
fenda sinaptica poderiam influenciar na expressao das respostas comportamentais
frente a reexposicdo dos animais ao odor previamente pareado com a microinjecao
de NMDA 50 pmol (El) no paradigma do CAO.
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A andlise realizada mediante ANOVA de uma via revelou um efeito do
tratamento [F(3,27)= 8,93; p= 0,00028] sobre os comportamentos defensivos (Fig.
20A) e [F(8,27)= 8,08; p= 0,00053] para comportamentos n&o defensivos (Fig. 20B),
avaliados na sessao de condicionamento. O teste post hoc Newman Keuls mostrou
que os grupos que receberam NMDA 50 pmol apresentaram um incremento das RD
e uma diminuicdo de comportamentos ndo defensivos quando comparados com o
grupo PBS.

Antes da sessao de teste foram administrados 3 tratamentos diferentes, PBS,
7Nl 100 nmol e C-PTIO 2 nmol. Observou-se um efeito significativo do fator
tratamento [F(3,27)= 6,57; p= 0,0017] sobre a expressdo das respostas evocadas
pelo odor de acetato de amila. Como pode observar-se na Fig. 20C a analise post
hoc (N.K) mostrou que os grupos que tinham sido condicionados mediante a infuséo
de NMDA 50 pmol, e que no dia do teste receberam PBS ou 7NI, ndo foram
influenciados por estes tratamentos quando comparados com 0 grupo que recebeu
C-PTIO, o qual ficou no compartimento fechado quase o mesmo tempo que o grupo
controle PBS-PBS, demonstrando a interferéncia do C-PTIO durante a evocagao das
respostas aprendidas. Nao foram encontradas diferencas significativas para o
parametro %TA.
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Figura 20. Acima o fluxograma indicando o delineamento experimental. A esquerda, comportamentos
defensivos (A) e ndo defensivos (B) observados durante a sessdo de condicionamento no CAO
induzidos pela microinjegdo de PBS ou NMDA 50 pmol na MCPd. A direita, expressdo dos
comportamentos de % de tempo escondido (C) e tempo préximo a fonte de odor (D) apresentados
durante a sesséo de teste. Antes da reexposicdo ao EC foi administrado PBS (8), 7NI 100 nmol (8) ou
C-PTIO 2 nmol (8). As colunas representam a média + e.p.m. As barras horizontais representam o
intervalo de confianga (95%) superior e inferior da média dos dados obtidos durante a sessdo de
familiarizacdo. Todos os dados foram analisados mediante ANOVA de uma via seguido do post hoc
Newman-Keuls. *p < 0.05 comparado ao grupo PBS.

7.8. Experimento 9: Quantificagédo in vivo do NO produzido durante a evocagao de

uma memoria aversiva

Como néao foi observado um efeito do inibidor 7NI sobre a expressdao dos
comportamentos evocados pela reexposicdo a pista olfatéria no experimento
anterior, avaliamos os niveis de NO produzidos na sessao de teste.

A Figura 21 ilustra os dados do comportamento no CAO e a quantificacdo de
NO durante esta sessdo. A analise dos dados foi realizada utilizando ANOVA de
uma via, e foi observado um efeito do tratamento [F(1,4)= 19,30; p= 0,0117] sobre os
comportamentos defensivos avaliados na sessdo de condicionamento (Fig. 21A), e
para %TE [F(1,4)= 26,39; p= 0,0068] avaliado na sessao de teste (Fig. 21C). O teste
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post hoc Newman Keuls revelou uma clara diferenga entre o grupo que recebeu
NMDA 50 pmol, quem mostrou um incremento das RD durante a sessédo de
condicionamento e passou mais tempo no compartimento fechado no dia do teste,
em comparag¢ao com o grupo que recebeu PBS. Na sessao de teste nao foram
observadas diferencas significativas para intensidade de fluorescéncia, o que indica
qgue nao houve um incremento significativo na quantidade de NO liberado quando os

animais foram reexpostos ao estimulo olfatério (Fig. 21B).
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Figura 21. Acima o fluxograma indicando o delineamento experimental. A esquerda, comportamentos
defensivos (A) observados durante a sessdao de condicionamento no CAO induzidos pela
microinje¢cdo de PBS ou NMDA 50 pmol. A direita, dados obtidos da intensidade de fluorescéncia
emitida apés a infusdo da sonda fluorescente DAF-FM DA 5 uM antes da sessao de teste (B). C
representa o parametro tempo escondido (%TE) avaliado durante a sessao de teste. Todos os dados
foram analisados mediante ANOVA de uma via seguido do teste post hoc Newman-Keuls. As colunas
representam a média £ e.p.m. *p < 0.05 do grupo NMDA (3) comparado ao grupo PBS (3).
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8. Discussao

As respostas defensivas (RD) inatas sdo fundamentais para a sobrevivéncia
dos individuos durante as fases iniciais da sua vida. As experiéncias e
aprendizagem possuem grande relevancia, pois modificam os comportamentos
defensivos ao longo da ontogenia levando a maturagdo, reorganizagcdo e
configuracao das RD expressadas diante um entorno dinamico.

Paradigmas de condicionamento de tipo Pavloviano sdo muito Uteis para o
estudo dos circuitos e mecanismos neuronais envolvidos nas RD e aprendizado.
Das estruturas envolvidas nestes circuitos a matéria cinzenta periaquedutal (MCP)
foi considerada durante muito tempo uma interface anatémica e funcional
responsavel pela integragcdo de informacdes provenientes de diferentes éareas
encefalicas e instrucdo de comportamentos e respostas autonémicas associadas as
RD (para revisao ver Benarroch, 2012). No entanto, sabe-se hoje que a MCP possui
a capacidade de promover aprendizagem e modular processos mais complexos
mediante a regulagao fina de uma intrincada rede de neurotransmissao (Kincheski e
col., 2012; Back e Carobrez, 2018).

Devido a forte presenca de neurdnios imunoreativos (IR) para nNOS na
porgao rostro-dorsal da MCP todos os experimentos realizados durante este trabalho
foram dirigidos para esta area. Além disso, considerando que o sistema olfatério de
roedores, altamente desenvolvido, possui um grande numero de células positivas
para nNOS, e que as vias de sinalizacao do NO podem processar as informagdes
resultantes de pistas olfatérias, neste estudo avaliamos o papel do oxido nitrico
durante as respostas defensivas imediatas eliciadas pela estimulagdo quimica da
MCPd e sua patrticipagdo no processo de aquisicao de um condicionamento aversivo
olfatério (CAO).

Sem duvida, as respostas comportamentais imediatas, aprendizagem e os
processos mnemoénicos nao sdo eventos unitarios e como veremos ao longo desta
discussdo o NO age de diferentes formas dependendo do paradigma
comportamental empregado, das doses e os tempos utilizados, e das fases da
membéria testadas, provavelmente devido a sua caracteristica de neurotransmissor
promiscuo.
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Efeitos da inibicao da nNOS sobre as respostas defensivas imediatas e aquisicao de

uma memoaria aversiva

A estimulagdo da MCPd mediada pela administracdo de NMDA produz um
incremento significativo nos niveis de NO endbégeno. Com o objetivo de estudar o
papel deste tanto nas resposas defensivas imediatas quanto na aquisicdo do CAO
no primeiro experimento deste trabalho foram utilizadas duas doses do inibidor
seletivo para nNOS, o 7NI. Nossos resultados demonstraram que nas nossas
condicoes experimentais apenas a maior dose de 7Nl foi capaz de reduzir as RD
induzidas pela microinjecdo de NMDA, o que esta de acordo com o observado por
Spolidério e colaboradores (2007) quando duas doses de 7NI foram testadas no
hipocampo dorsal antes da exposicao ao LCE e o teste de Vogel. Eles relataram que
das duas doses utilizadas, 10 e 100 nmol, s6 a microinjecdo de 100 nmol produz
efeitos ansioliticos no LCE; da mesma forma para o teste de Vogel, doses de 30 e
100 nmol foram testadas e novamente s6 a maior dose foi capaz de induzir um
incremento no numero de lambidas neste teste. Por outro lado, a administracao de
uma dose de 7Nl 40 nmol na MCPdl em um paradigma no qual foi administrado
sistemicamente 1.0 g/kg de alcool antes da exposicao ao labirinto em cruz elevado
(LCE) gerou um efeito ansiolitico (Morato e col., 2004).

A efetividade dos inibidores da NOS para atenuar as RD em diferentes
paradigmas esta amplamente documentada na literatura. Inibidores nao seletivos da
NOS como L-NOARG injetado tanto sistemicamente (De Oliveira e col., 1997)
quanto intra-MCPd (Guimaraes e col., 1994) produziram efeitos tipo- ansioliticos no
LCE. L-NAME reduziu a laténcia da esquiva inibitéria no labirinto em T elevado
guando microinjetado 5 min antes no ventriculo lateral (Calixto e col., 2008). NPLA
foi efetivo também ao diminuir as RD apresentadas por roedores na presenca de um
predador vivo (Aguiar e Guimaraes, 2009), e por camundongos no paradigma de
exposicao ao rato (RET do inglés -Rat exposure test-) (Carvalho-Netto e col., 2009).

No entanto, a administracdo de inibidores da NOS antes da modulacéo
quimica da MCPdI tem gerado diversos resultados. Aguiar e colaboradores (2006)
observaram em experimentos realizados em ratos, que a administracdo do inibidor
L-NAME (100 e 200 nmol) ndo conseguiu impedir as reacoes imediatas de fuga e
salto induzidas pela microinje¢gdo de NMDA (0,1 nmol) intra-MCPd| durante os

minutos iniciais apds sua administracdo, 0 que sugere que as respostas
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comportamentais observadas a partir da estimulacdo exdégena do receptor NMDA
nao dependem da ativagdo da via nitrérgica. Por outro lado, um estudo similar,
realizado em camundongos, demonstrou que a administracdo de NPLA (0,4 nmol)
antes da estimulagdo com NMDA (0,04 nmol), foi capaz de reduzir significativamente
0s comportamentos de salto, corrida e freezing observados durante um tempo de 5
min (Miguel e Nunes de Souza, 2006). Além disso, NPLA também foi efetivo ao
reduzir significativamente o comportamento de freezing induzido pela estimulagéo da
MCPdI mediante a microinjecdo do antagonista CB1, AM251, e do agonista TRPV1,
Capsaicina (Uliana e col., 2016). A diferenca encontrada por estes pesquisadores no
efeito dos inibidores da NOS pode ser devido a especie de roedor utilizada, as doses
de NMDA empregadas para a estimulacdo da MCPdI ou também pode ser pelo
tempo de observacao e quantificacdo dos caracteres observados.

Como destacado anteriormente o NO nao apresenta o padrdo de
comportamento tipico dos neurotransmissores convencionais e as respostas
observadas dependem tanto do paradigma empregado quanto das doses e tempos
utilizados durante a sesséao experimental. Portanto, o resultado observado no nosso
estudo, no qual apenas a maior dose de 7NI foi capaz de reduzir as RD induzidas
pela microinjecdo de NMDA na MCPd, esta de acordo com o observado por outros
pesquisadores onde a modulagdo das RD imediatas foram dependentes das doses
utilizadas, dos tempos avaliados, e da intensidade do estimulo utilizado.

As intervencdes farmacolégicas realizadas antes da exposicdo a sessao de
condicionamento influenciam tanto nas RD imediatas quanto na associacdo do
estimulo incondicionado com o estimulo inicialmente neutro. A grande maioria dos
estudos encontrados na literatura avaliam apenas o papel do NO nas RD eliciadas
pela MCPd frente a estimulos aversivos, porém, poucas pesquisas tem relatado os
efeitos da inibicdo da sintese de NO sobre a aquisicdo de um condicionamento
coordenado por esta estrutura.

Quando analisada a aquisicao do CAO na sessao de teste observamos que
apesar da menor dose de 7Nl ndo ter influenciado as RD durante a sessao de
condionamento, ambas as doses prejudicaram o aprendizado, confirmando a
participacédo do NO durante o processo de associacdo no CAO.

Investigagdes realizadas em outras espécies de animais tém relatado efeitos
controversos em relagdo a participagdo do NO em processos mnemoénicos. A
inibicdo da NOS mediante o uso de NOArg ou L-NAME em abelhas Apis mellifera
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antes do condicionamento olfatério ndo inibiu a resposta de expansao da probdscide
(REP) durante a sesséo de condicionamento, nem a aquisicdo quando foi utilizado
um treinamento simples, porém, a aquisicdo e a memoria de longo duragao foram
influenciadas pela inibigado da NOS quando foi utilizado um treinamento mudltiple,
observando-se uma forte diminuicdo do REP 24 horas apés (Miiller, 1996).

Um estudo baseado no comportamento alimentar de Aplysia testou se a
inibicdo da NOS mediante a administracao de L-NAME seria capaz de influenciar no
aprendizado da tarefa. A administragdo de L-NAME 10 minutos antes do treinamento
nao interferiu com o comportamento alimentar per se, porém bloqueou a formacgéo
das memdrias a curto, meédio e longo prazo. (Katzoff e col., 2002). Da mesma forma,
um estudo baseado no comportamento alimentar do molusco Hélix também
demonstrou que a administracdo de L-NAME n&o interfere no comportamento
espontaneo, porém prejudicou o aprendizado, jA que 0 grupo que recebeu o
tratamento com inibidor da NOS demorou mais tempo para encontrar o alimento em
comparagao com o grupo controle (Teyke, 1996). Assim, os dados antes citados déo
suporte ao observado no nosso primeiro experimento, no qual a menor dose de 7NI
apesar de néo interferir nas RD imediatas na sessdo de condicionamento foi capaz
de prejudicar a aquisicdo do CAO da mesma forma que a maior dose.

Além disso, Rufino e colaboradores (2019) mostraram recentemente que a
administracao de NPLA na MCPd imediatamente ap6s a exposicdo de um roedor a
um predador, prejudica a aquisicdo do condicionamento contextual. Refor¢ando a
importancia da manutencao de niveis 6timos de NO durante a fase de aquisi¢éo até
entrar na fase de consolidagédo da memoria aversiva.

Alguns autores tém argumentado que a inibicdo nao especifica da NOS
poderia prejudicar a aprendizagem e memdria devido a um incremento na pressao
arterial (Takahashi e col.,, 1985) decorrente da vasoconstricdo e consequente
diminuicédo do fluxo sanguineo para o encéfalo (Paul e Ekambaram, 2011) ja que o
NO se caracteriza por induzir o relaxamento dos vasos sanguineos e incrementar o
fluxo de sangue para o encéfalo (Garthwaite e Boulton, 1995). No entanto, o
composto 7-Nitroindazole (7NlI), utilizado neste trabalho, inibe a NOS por competicdo
com L-arginina e tetrahidrobiopterina e apresenta uma seletividade 10 vezes maior
pela isoforma neuronal (nNOS) (Wolff e Gribbin, 1994). Desta forma o 7NI parece
nao afetar a isoforma endotelial da NOS a qual participa da regulagdo do fluxo
sanguineo encefalico (Yildiz e col., 2007). Dando suporte a que o prejuizo observado


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paul%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21623030
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na aquisicdo do CAO durante nosso primeiro experimento é decorrente da atividade
da nNOS.

Efeitos da captura do NO na fenda sinaptica sobre as respostas defensivas

imediatas e a aquisicdo de uma memodria aversiva

Com o objetivo de complementar a informacéo proporcionada pela inibicao
seletiva da nNOS, no nosso segundo experimento utilizamos um sequestrador de
NO e de outras espécies reativas de oxigénio, C-PTIO, o qual ao agir
extracelularmente consegue capturar tanto o NO formado no citoplasma pos-
sindptico que se difunde através da membrana para pré-sinapse, quanto o NO
produzido por outras isoformas da NOS que poderia influenciar nos resultados
observados nesta pesquisa.

Duas doses de C-PTIO foram utilizadas para o segundo experimento deste
trabalho, no qual se observou que ambas foram capazes de reduzir as RD induzidas
pela infusdo de NMDA, confirmando que a captura do NO na fenda sinaptica
interfere com as respostas imediatas como sugerido por outros trabalhos nos quais a
administracdo de C-PTIO gerou efeitos de tipo ansiolitico antes da exposi¢cao ao
LCE (File, S., 1992; Guimaraes e col., 2005; Lisboa e col., 2013).

A diminuicdao das RD apresentadas pelos grupos que receberam a menor
dose de C-PTIO durante a sessdo de condicionamento se manteve no dia da
familiarizacdo. Uma diminuicdo significativa no tempo permanecido no
compartimento fechado acompanhado pelo aumento da aproximacédo a fonte de
odor, em auséncia do estimulo olfatério, foi evidenciado nesta sessao tanto para o
grupo controle quanto para o grupo que recebeu a estimulacdo quimica no dia
anterior.

Deve considerar-se que na MCPd, o NO interage de forma complexa com
outros sistema de neurotransmissdao como glutamato, GABA, serotoninérgico e
endocanabinoide (De Petrocellis e col., 2004, Lisboa e col., 2013). Como C-PTIO
interfere na transmisséo nitrérgica de uma forma geral e influencia também outros
sistemas de neurotransmissdao, 0s comportamentos observados na sessao de
familiarizagdo provavelmente foram devido a que 24 horas néo foi suficiente para os
sistemas alterados voltarem para seu equilibrio basal. O restabelecimento do
comportamento esperado para o grupo controle, foi observado na sessao de teste
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no dia seguinte a familiarizacao, dando suporte a nossa hipétese da demora para os
sistemas sinapticos retornarem ao seu equilibrio quimico.

No contexto da aprendizagem e a memoria, como relatado anteriormente para
inibidores da NOS, existe pouca informacdo disponivel na literatura sobre a
interferéncia que pode causar a captura do NO sobre a aquisicao de um
condicionamento. Na sessdo de teste deste experimento foi observada uma
diminuicdo na porcentagem do tempo que 0s grupos que receberam C-PTIO
permaneceram no compartimento fechado, assim como um incremento do tempo
aproximado ao estimulo olfatério, o que indica que a administracdo de C-PTIO 10
min antes do condicionamento prejudicou a aquisigdo do CAO.

Nossos resultados coincidem com o observado em experimentos realizados
em Aplysia californica utilizando um paradigma de condicionamento alimentar no
qual foram contabilizadas as tentativas por engolir um alimento enredado numa
rede. No referido trabalho demonstraram que a captura de NO mediante
administracdo de C-PTIO antes da sessdo de treinamento n&o influenciou os
comportamentos alimentares per se, porém, quando os animais foram reexpostos a
esta tarefa apresentaram um prejuizo tanto na aprendizagem, quanto na memoria de

longa duracéo (Katzoff e col., 2002).

Quantificagcdo in vivo do nivel de NO produzido pela estimulacdo quimica da
MCPd mediante a administracdo de NMDA

Considerando que a MCPd apresenta uma abundante quantidade de
neurénios imunoreativos para nNOS na regido rostro-dorsal, migrando caudalmente
para ventral (Onstott, 1993); durante o desenvolvimento deste trabalho o terceiro
experimento teve como objetivo a padronizacdo de um  protocolo para a
quantificagdo de NO in vivo mediante o0 uso de uma sonda inicialmente neutra, que
ao reagir com NO emite fluorescéncia permitindo que as imagens bioldgicas obtidas
sejam medidas em softwares digitais como ImageJ®

Ao ser o NO um radical livre, altamente difusivel e com uma meia vida muito
curta, a obtencdo de uma medida direta que proporcione informacao espaco-
temporal adequada é um grande desafio. Kojima e colaboradores (1999)
desenvolveram uma serie de sondas baseadas nas caracteristicas das
diaminofluoresceinas, das quais, as caracteristicas de independéncia do pH,
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fotoestabilidade, e maior sensibilidade, apresentadas pela sonda DAF-FM
DIACETATO nos levaram a sua escolha para a padronizagao deste protocolo.

O estudo da cinética de ativacdo de DAF-FM DA na presenga de NO
utiizando o doador de NO Spermine NONOate (Namim e col.,, 2013) tem
demonstrado que existe uma relagdo linear entre a intensidade de fluorescéncia (IF)
e a concentragdo de NO liberado por diferentes doses do doador empregado.
Quando a concentragdo de DAF-FM DA administrada € maior do que a
concentracao de NO produzida a pendente € proporcional a concentragdo de NO e
independente da concentragcao de DAF-FM DA. No entanto, em presenca de
grandes quantidades de NO foi observada uma saturagdo de DAF-FM, portanto, a
calibracdo da relacdo [DAF-FM] vs [NO] resulta de suma importancia na
padronizacao de um protocolo de quantificagcdo baseado em sondas fluorescentes,
pelo qual durante os testes realizados neste experimento duas doses de DAF-FM
DA, 5 uM e 10 uM foram empregadas. N&o observando-se diferengas significativas
entre a fluorescéncia emitida por elas optamos por utilizar a menor dose testada.

Por outro lado, Broillet e colaboradores (2001) relataram que a presenca de
cations como Ca?* pode produzir um incremento na fluorescéncia, portanto, também
testamos um protocolo de descalcificagdo utilizando uma solugédo de EDTA 0,5 M,
porém nas nossas condi¢cdes experimentais foi observado um incremento da
fluorescéncia no grupo que passou pela descalcificagéo, razao pela qual este passo
do protocolo foi descartado.

Finalmente, o protocolo descrito no experimento trés nas condigbes utilizadas
neste trabalho se mostrou sensivel a mudancas na concentracdo de NO quantificado
quando utilizadas diferentes doses de compostos estimulantes, o que foi
evidenciado pela diferenca na quantificacdo da IF emitida como sera descrito ao
longo desta discussao.

Além disso, como DAF-FM DA se liga de forma irreversivel ao NO outorgando
estabilidade a fluorescéncia observada, pois a mesma ndo desaparece apds a
eliminacdo do NO (Namin e col., 2013), com o objetivo de verificar se esta ligacao
poderia interferir nas RD observadas devido a diminuicdo do NO disponivel, fizemos
uma analise minuto a minuto dos comportamentos expressados durante a sessao de
condicionamento por um grupo estimulado com NMDA e um grupo que recebeu
DAF-FM DA antes da estimulagio com a mesma dose de NMDA. Como
representado na Figura 14, a maioria dos parametros comportamentais avaliados
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ndo apresentaram influéncia da sonda fluorescente, sobre o0s parametros
comportamentais analisados na sessé@o de condicionamento, indicando que 0 uso
desta sonda né&o interfere com os comportamentos, 0 que resulta uma vantagem

deste protocolo para quantificar NO em sistemas in vivo.

Intensidade de ativacdo da MCPd quando é estimulada pela infusdo de
NMDA

A estimulagéo de receptores NMDA € o principal fator ativador da sintese de
NO enddgeno, entdo, com o intuito de correlacionar os niveis de NO produzido pelas
diferentes doses de NMDA empregadas em trabalhos anteriores do nosso
laboratério, com as respostas comportamentais observadas para cada caso, no
quarto experimento deste estudo foi realizada a quantificacdo do NO produzido pela
estimulacdo da MCPd utilizando trés doses de NMDA, uma dose sub-efetiva, uma
efetiva e uma dose alta.

Na Figura 13B observa-se um incremento significativo da fluorescéncia nos
grupos que receberam as doses mais altas de NMDA em relag&o ao grupo controle
e 0 grupo que recebeu a dose sub-efetiva, 0 que se correlaciona com as respostas
comportamentais observadas em trabalhos anteriores realizados no nosso
laboratério (Kincheski e col., 2012; Back e Carobrez, 2018). Quando avaliamos o
comportamento apresentado imediatamente apds a estimulacdo quimica da MCPd e
os niveis de NO produzidos, observamos que efetivamente o grupo que recebeu a
menor dose de NMDA apresenta RD leves e um IF baixo, o que pode ser
correlacionado com uma IF similar ao grupo controle, dando suporte a falta de
efetividade desta dose. Por outro lado, o grupo que recebeu a maior dose de NMDA
apresentou fortes RD durante esta sessdo e uma IF que duplicou a IF do grupo
NMDA 50 pmol, e foi 5 vezes mais intensa que os outros grupos. A dose efetiva de
NMDA, capaz de promover RD e aprendizagem, apresenta um incremento de 2
vezes maior na IF em comparacdo com o grupo controle € 0 grupo que recebeu a
menor dose de NMDA. Assim, os dados obtidos neste experimento nos permitem
fazer uma correlagédo direta dos comportamentos observados ap6s a administracao
de diferentes doses de NMDA com o nivel de NO produzido por esta estimulacdo,
observado pela IF medida pelo método de quantificacdo aqui proposto, fornecendo
desta forma suporte bioquimico aos resultados observados em pesquisas realizadas

anteriormente neste laboratério.
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Por outro lado, durante a padronizacdo do CAO realizada no nosso
laboratério, quatro doses de NMDA foram microinjetadas numa regido mais caudal
da MCPdI por Kincheski e colaboradores (2012). Eles observaram que apenas a
dose de 100 nmol foi capaz de induzir a associacado entre o estimulo aversivo e o
odor de acetato de amila (Kincheski e col., 2012). No entanto, outros pesquisadores
deste grupo de investigacao observaram que na regiao rostral desta coluna da MCP,
a dose de 50 pmol foi capaz de dar suporte a aquisicdo do CAO (Zanella, 2015;
Sperandio, 2016; Webber, 2017; Back e Carobrez, 2018). A hip6tese geralmente
aceita para esta diferenca regional na resposta a diferentes doses é que existe uma
densidade de receptores para NMDA distribuida diferencialmente ao longo eixo
rostro caudal (Albin e col., 1990). No entanto, continuando na linha de pensamento,
que correlaciona os niveis de NO produzidos pela estimulagédo de receptores NMDA,
e considerando os numerosos neurbnios imunoreativos para nNOS encontrados na
regido rostro-dorsal da MCPd, é possivel pensar na probabilidade destes estarem
colaborando para potencializagdo da neurotransmissao glutamatérgica, pelo qual
uma dose de NMDA 50 pmol seria capaz de gerar as mesmas respostas observadas
na regiao mais caudal pela dose de 100 pmol, reforcando a idéia da modulacao
comportamental gerada em conjunto pelos sistemas glutamatérgico-nitrérgico.

Neste contexto, e com o intuito de confirmar os dados obtidos no primeiro
experimento deste trabalho, no quinto experimento realizamos a quantificacdo de
NO apdés a inibicao da nNOS. Aqui observamos que novamente os dados
comportamentais avaliados durante a sessao de condicionamento foram diretamente
proporcionais a IF observada. Note-se que os grupos que nao receberam a infusdo
de DAF-FM DA nao apresentaram autofluorescencia per se. Por outro lado, o grupo
controle expressou um IF caracteristico da expressao basal de NO diante o estimulo
fisico da microinjecdo e o grupo NMDA manifestou altos niveis de NO evidenciados
pela elevada IF. Ja o grupo que recebeu a infusdo do inibidor 10 min apds a
microinjecao de DAF-FM DA e 10 min antes da estimulagdo com NMDA, apresentou
uma IF ainda menor que a observada para o grupo controle, o que indica que a
inibicdo da nNOS foi capaz de reduzir a producao basal de NO da MCPd neste
experimento, dando suporte aos resultados observados no primeiro experimento
deste trabalho, no qual a maior dose de 7NI foi capaz de reduzir as RD induzidas
pela microinjecao de NMDA até niveis menores que o grupo controle e prejudicar a
aquisicao do CAO.
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Estimulacdo quimica da MCPd mediante a administragdo do doador de NO
Spermine NONOQOate

No sexto experimento deste trabalho testamos se a estimulagcdo quimica da
MCPd mediante a infusao do doador de NO Spermine NONOate (SP) seria capaz de
promover aprendizagem no CAO quando utilizada como EI.

A curva dose-resposta demonstra um incremento das RD diretamente
proporcional ao incremento das doses de Spermine NONOate (SP) utilizadas. No
entanto, as respostas comportamentais condicionadas observadas no dia do teste
foram inversamente proporcionais as doses de SP administradas. Quanto maior a
dose de SP administrada maior foi a intensidade das RD durante a sessdo de
condicionamento e menor a resposta condicionada no dia do teste.

Nossos dados estdo de acordo com a literatura que mostra que a
microinjecao intra-MCPd| de doadores de NO como NOC-9 (Braga e col., 2009),
SIN-1 e DEA/NO provocam respostas defensivas como fuga e salto acompanhadas
por um incremento da expressdao de c-FOS nesta estrutura (De Oliveira e col.,
2000a). Como estas respostas foram atenuadas pela administracao de antagonistas
dos receptores ionotrépicos glutamatérgicos, AP7 e NBQX (Moreira e col., 2004), se
sugere que as RD observadas apés a infusdo de doadores de NO estaria mediada
pela liberagdo de glutamato facilitada pelo incremento nas concentragées de NO.

Em relacdo a aprendizagem, no dia da sessao de teste das cinco doses de
SP que foram utilizadas neste experimento, apenas a menor dose de SP foi capaz
de induzir a aquisicdo da memoria olfatoria aversiva na MCPd. Neste contexto, a
partir do momento em que Kincheski e colaboradores (2012) demonstraram que a
estimulacdo quimica da MCPdI foi capaz de dar suporte ao processo de aquisicao
do CAQ, a investigacao sobre a modulagdo neuroquimica deste evento vem sendo
intensamente estudada no nosso laboratério. Assim, intervencdes farmacolégicas a
fim de avaliar se outros sistemas de neurotransmissédo poderiam induzir aquisicao do
CAOQO tem sido realizadas.

Back e Carobrez (2018) observaram que a modulacdo de outras vias
bioguimicas foram capazes de promover aprendizado. Tanto a combinacdo de
doses sub-efetivas de NMDA com o agonista inverso dos receptores CB1 quanto a
ativacado dos receptores TRPV1 mediante a administracdo de Capsaicina, foram
capazes de promover a aquisicdo do CAO. Além disso, as interferéncias conjuntas
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realizadas através do agonismo inverso de CB1 e a ativagcdo do receptor TRPV1 no
dia do condicionamento foram capazes de produzir RD e induzir a aquisicado do
CAOQO. Os agonistas CB1 reduzem a liberacdo de glutamato pré-sindptico mediante
um mecanismo de sinalizagao retrégrada negativa reduzindo as RD (Castillo e col.,
2012; Mechoulam e col., 2014, Back e Carobrez, 2018), enquanto os agonistas
inversos geram o efeito contrario (Fogaca e col., 2012; Moreira e col., 2012, Back e
Carobrez, 2018). De esta forma foi sugerido o papel do sistema eCB como
regulador da liberacdo de glutamato pré-sinaptico para os efeitos observados. No
entanto, o bloqueio dos receptores NMDA né&o interferiu nas respostas
incondicionadas nem condicionadas geradas pela ativagdo do receptor TRPV1,
indicando que este sistema operou de forma independente destes receptores (Back
e Carobrez, 2018).

Por outro lado, Bortoloci e Carobrez (2019) testaram a efetividade da
estimulagdo de receptores AMPA como El no paradigma do CAO. Apesar da
estimulacdo destes receptores mediante a infusdo de diferentes doses de acido
quisqualico gerar robustas RD durante a sessao de condicionamento, ndo foram
observadas respostas condicionadas que indiquem a associacao entre o El e o odor
de acetato de amila. No entanto, o bloqueio dos receptores NMDA antes da
administragdo de &cido quisqualico conseguiu induzir a aquisicdo do CAO mesmo
sem interferir nas RD apresentadas na sessao de condicionamento, o que indica a
participacdo dos NMDAR durante o processo de aprendizagem.

As evidéncias até aqui apresentadas indicam que a participacdo da MCPd em
processos de aprendizagem e memdérias aversivas depende da manutencdo de um
6timo equilibrio na neurotransmissdao global desta estrutura orquestrado
principalmente pelo sistema glutamatérgico. Entdo, quais sdo as possiveis vias
bioguimicas mediante as quais a administracdo de um doador de NO na MCPd foi
capaz de promover aquisicao do CAO?

Os doadores de NO medeiam processos relacionados com a via nitrérgica
imitando a fungao fisiolégica do NO enddgeno. Caracteristicas de reatividade
quimica e cinética do composto particular, as vias bioquimicas que utiliza para
produzir o NO, a quantidade e o tempo de liberacdo de NO sdo parametros que
precisam ser analisados para cada procedimento experimental particular (Feelisch,
1998).
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Alguns doadores precisam de reacbes enzimaticas e outros ndo, alguns
dependem de processos de reducao, oxidacao e outros precisam de grupos tiol para
produzir NO. Oxigénio, luz, temperatura e pH sédo condi¢gdes que podem alterar os
efeitos destes compostos, ndo s6 nas condicbes experimentais mas também durante
a preparacdo das solugbes e armazenamento de estoque (Feelisch, 1998) e
portanto devem ser controlados ja& que muitas vezes influenciam nos resultados
observados gerando discordancias entre diferentes trabalhos.

Spermine NONOate libera 1,7 + 0,1 moles de NO a partir de cada NONOate
dissociado, a meia vida dele € de 39 minutos a temperatura (37°C) e pH fisiol6gicos
(7,4), e devido a sua reagdao de primeira ordem apresenta uma taxa de
decomposicdo constante de 0.019 (0.002 min™") (Ramamurthi e Lewis, 1997), o que
leva a uma cinética de liberacdo de NO sustentavel que comeca nos primeiros
minutos ap6s a administracdo do doador, produzindo-se um incremento de NO
gradual até atingir o pico maximo de concentracdo aos 8-10 min aproximadamente
(Namim e col., 2013). Portanto, as caracteristicas deste agente fazem com que seja
apropriado para ser utilizado nas nossas condicbes experimentais, nas quais o
animal permanece exposto 10 minutos ao estimulo olfatério durante a sesséo de
condicionamento. A liberagcdo gradual e sustentavel acompanhada por um platdé
apos atingir a concentracao maxima permite que o NO exercga seus efeitos ao longo
da sessao experimental e inclusive apds a retirada do animal da caixa de
condicionamento acompanhando assim todo o processo de associacao necessario
para aquisicao do CAO.

O NO é uma molécula de grande relevancia para manutencdo da homeostase
sinjptica ja que exerce um papel dual sobre a regulacdo da transmissao
glutamatérgica. A estimulacdo adequada da MCPd mediante a infusdo de doses
mais baixas de NMDA e SP, ativa um mecanismo pré-sinaptico de retroalimentagéo
positiva induzido pelo NO agindo como mensageiro retrégrado. O NO gerado na
pbés-sinapse apds a ativacdo dos NMDAR, se difunde através da membrana
plasmatica e ativa a GCs na pré-sinapse facilitando a liberacdo de glutamato
necessaria para os processos de plasticidade sinaptica (Garthwaite, 2008). Além
disso, a GCs ativa outras vias mediadas pela PKG, PKA (Muller, 2000) e a ADP-
ribosilacdo (Schuman e col., 1994) que também participam de processos de

aprendizagem e memodria.
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Assim, provavelmente a menor dose de SP utilizada neste trabalho foi capaz
de dar suporte a aquisicdo do CAO devido a uma liberagdao de NO gradual e
equilibrada que colaborou para a liberagdo de glutamato sustentavel necessaria
para ativacdo de NMDAR e AMPAR e manutencédo dos processos de plasticidade
singptica como LTP e LTD.

Por outro lado, o NO pode agir como regulador dos receptores NMDA e
AMPA através de um mecanismo de retroalimentacdo negativa. A S-nitrosilacdo dos
residuos de cisteina C744, C789 na subunidade NR1 do NMDAR, ou nos residuos
de cisteina C87, C322 ou C399 na extremidade N extracelular da subunidade NR2A,
inibe a atividade deste receptor na pds-sinapse (Choi e col., 2001). Além disso, na
pré-sinapse, a S-nitrosilagdo da serina racemase, uma enzima que transforma L-
serina em D-serina (co-agonista do receptor NMDA) diminui a disponibilidade de D-
serina modulando assim indiretamente a transmissao glutamatérgica (Mustafa e col.,
2007; Wang e col., 2012). Desta forma, a inibicao da transmissao sinaptica parece
prevenir a estimulacdo excessiva dos NMDAR pos-sinapticos evitando assim
possiveis lesdes teciduais, excitotoxicidade e morte neuronal (Lipton e Rosenberg,
1994), 0 que por sua vez prejudica 0s processos de aprendizagem.

Além disso, proteinas que controlam o trafego, expressdo e funcionalidade
dos receptores AMPA, como o fator sensivel a N-etilmaleimida (NSF) e stagarzin,
também podem ser reguladas pelo NO mediante o mecanismo de S-nitrosilacao
(Wang e col., 2012). NSF por exemplo, participa da estabilizacdo e reciclagem dos
AMPAR na membrana pdés-sinaptica mediante sua ligacdo com a subunidade GluR2
(Braithwaite e col., 2002) regulando assim o trafego de receptores AMPA, processo
necessario para o sucesso da LTP e sua manutencao (Yao e col.,, 2008). A S-
nitrosilacao deste fator induzida pela presenca de NO, incrementa a associacao
entre NSF-GIuR2 levando a uma maior expressdo de AMPAR contendo esta
subunidade na superficie neuronal (Huang e col., 2005), interferindo desta forma
com o processo de plasticidade sinaptica.

Este mecanismo de retroalimentacdo negativa poderia explicar os resultados
comportamentais observados apds a estimulacdo da MCPd com altas doses de
NMDA (Kincheski e col., 2012; Back e Carobrez, 2018) ou SP neste trabalho. A
administracdo de altas doses de NMDA e SP na MCPd induzem fortes respostas
defensivas durante a sessao de condicionamento, porém nao sao capazes de
promover a aquisicdo do CAO. Back e Carobrez (2018) sugeriram que este prejuizo
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na associacado entre o EI+EN poderia dever-se a desensibilizagcao dos receptores
AMPA.

Assim, podemos reforcar esta hipdtese a partir das informacdes
proporcionadas pela literatura, sugerindo que possivelmente, a incapacidade de
altas doses para gerar aprendizado sob nossas condicbes experimentais seja
produto da inibicdo da transmissao glutamatérgica induzida pelo NO perante uma
ativacao excessiva dos receptores NMDA denotando desta forma um efeito
neuroprotetor exercido pelo NO no SNC com o custo de prejudicar o processo de
aprendizado (Lipton e Rosenberg, 1994).

Quantificagdo da liberacdo de NO induzida pela infusdo de Spermine
NONOate na MCPd

A quantificacdo do NO liberado mediante o uso da sonda DAF-FM DA
demonstrou que a maior dose de SP utilizada neste trabalho duplicou o nivel de NO
liberado em comparagcdo com a menor dose. Mediante a comparagao direta entre os
comportamentos observados e o nivel de NO produzido pelas diferentes doses de
NMDA e as doses de SP utlizadas neste trabalho durante a sessédo de
condicionamento observamos que tanto a maior dose de SP quanto a maior dose
de NMDA aqui empregadas, além de gerar RD semelhantes, ndo foram capazes de
induzir aprendizado neste paradigma. Quando comparado o nivel de NO produzido
por elas observou-se que a maior dose de SP produziu um tergo mais de NO que a
dose de NMDA, portanto, estes resultados dao suporte a idéia de que a ativacao de
um mecanismo de retroalimentacao negativo induzido pela elevada presenca de NO
tenha bloqueado o funcionamento normal da neurotransmissdo glutamatérgica
necessaria para inducdo dos processos de plasticidade sindptica subjacentes ao
apredizado aversivo, prejudicando-o.

Ao comparar os resultados obtidos a partir da administragdo das doses
efetivas de SP e NMDA observamos que apesar de SP induzir RD imediatas mais
leves que NMDA na sessdo de condicionamento, no dia do teste foi evidenciada a
associacao com a pista olfatéria pareada. No entanto, a quantificacdo do NO revelou
uma maior concentragdo de NO liberada pelo doador em comparagcdo com o NO
produzido a partir da estimulacdo com NMDA.

O fato de ser observada uma resposta mais robusta por parte do NMDA,
apesar de liberar menos NO que SP, confirma que outros sistemas de
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neurotransmissao estdo envolvidos na modulacdo da MCPd mediando a

estimulac&o do sistema glutamatérgico.

Participacdo do NO na expressao de respostas aprendidas durante o CAO

O processo de aprendizagem e formacdo de memoérias encontram-se
intimamente relacionados, porém, nao constituem um processo unitario per se
(Machado e col., 2008; Susswein e col., 2004). Assim, o experimento 8 deste
trabalho foi realizado com o intuito de testar a participacdo do NO na evocagao das
respostas condicionadas durante a sessao de condicionamento. No dia do teste,
foram administrados PBS, 7 NI ou C-PTIO, 10 minutos antes da exposicao dos
grupos a caixa de odor contendo a pista olfatoria associada a estimulagédo da MCPd
com NMDA no dia do condicionamento. Neste experimento o inibidor ndo foi capaz
de bloquear a expressao das respostas condicionadas. Nossos resultados
concordam com dados observados em experimentos realizados com outras
espécies de animais. As ovelhas, logo ap6s o nascimento dos cordeiros, associam 0
odor dos filhotes com o parto e se forma uma meméria olfatéria de reconhecimento
seletiva. A administracdo de um antagonista glutamatérgico y-D-glutamilglicina
(DGG), do inibidor da NOS L-NARG ou da GCs, ODQ, antes do parto prejudica a
formacao da memdria olfatéria especifica. No entanto, quando o bloqueio da NOS e
a GCs se produz apds a formagédo da memaria, o reconhecimento especifico ndo se
vé afetado, demonstrando que a expressdo desta memoria olfatéria seletiva nao
depende da sintese de NO (Kendrick e col., 1997). Da mesma forma, a inibicdo da
NOS em abelhas Apis mellifera antes do condicionamento olfatério prejudica a
aquisicao influenciando a resposta de expansao da probdscide (REP), no entanto,
quando inibidores da NOS foram administrados antes da sessao de teste deste
experimento a fim de avaliar a evogdo da meméria, a REP ndo foi influenciada,
reforcando a importancia do NO para aquisicdo do condicionamiento mas nao para
expressao das respostas (Miller, 1996).

Por outro lado, observa-se na Figura 20 que sé o0 grupo que recebeu o
sequestrador extracelular C-PTIO apresentou uma interferéncia na expressao das
respostas evocadas pela memdria aversiva adquirida durante o CAO. Nossos
resultados concordam parcialmente com o observado por Aguiar e colaboradores
(2014) que administraram AP7 (antagonista de receptores NMDA), NPLA, C-PTIO e
ODQ na MCPdI de roedores antes da exposicdo a um contexto previamente
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condicionado com descargas elétricas. Neste trabalho eles observaram que tanto o
bloqueio do receptor NMDA quanto a interferéncia em cada ponto critico da via
nitrérgica foram capazes de reduzir a expressdo de freezing na sessao de teste.

O objetivo de infundir C-PTIO antes da sessao de teste foi sequestrar todo o
NO que estava sendo produzido pelas diferentes NOS, ja que a ativacdo de
receptores NMDA pés-singpticos leva a sintese de NO que colabora tanto da
modulagéo funcional de terminais pré-sinapticos quanto em células gliais vizinhas
(Garthwaite e col., 1988).

Neste contexto, os astrécitos, as principais células gliais do SNC, expressam
as trés isoformas de NOS (Gibson e col., 2005), e sdo os responsaveis pela
liberacdo de NO a partir da iINOS. Na medula ventral de roedores foi observado que
20% do RNAm de NOS correspondia a iNOS (Chang e col., 2003), no cértex 0 10%
da atividade total da NOS era devida a iNOS (Buskila e col., 2005, 2010). Dentro da
MCPd as trés isoformas organizam-se para orquestrar a regulagdo dos niveis de
sintese de NO durante eventos de estresse, dor, cardiovasculares,
hipersensibilidade e nocicepc¢ao, entre outros (Lee e col., 2009; Payne e col., 2010;
Chaitoff e col., 2012).

O estresse de restricdo induz o incremento da atividade da nNOS (De Oliveira
e col., 2000) e iINOS em areas limbicas (Madrigal e col., 2001, 2003). Da mesma
forma, o paradigma de sensibilizacdo dependente do tempo (SDT) gerou um
incremento na atividade das NOS no hipocampo de roedores, promovido
principalmente pela isoforma iNOS, o qual demonstrou ser estavel ao longo de 3
semanas de experimento (Harvey e col., 2003). O tratamento crénico com o inibidor
7NI n&o foi capaz de reduzir os niveis de NOS detectados apds o SDT. No entanto,
o tratamento com um inibidor seletivo para iINOS, aminoguanidina, conseguiu
bloguear este incremento de NO, confirmando o papel predominante desta isoforma
na liberacédo de NO.

A administracdo de inibidores da nNOS, iNOS, e C-PTIO intra-MCPdI durante
um protocolo de retirada de alcool demonstrou que o NO participa dos
comportamentos de tipo ansioso observados neste paradigma. Apesar de ambos
inibidores ter diminuido as respostas de tipo ansiosa, o inibidor TRIM, seletivo para
nNOS foi menos efetivo que o inibidor especifico para iINOS, N-([3-
(aminometil)fenil]metil) dihidrocloruro de etanimidamida (1400W), o que sugere que
iNOS seria a fonte principal de sintese de NO (Bonassoli e col., 2013). O uso de um
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inibidor ndo especifico, L-NAME, diminuiu a expressao das respostas condicionadas
gerando o mesmo perfil comportamental que quando utilizado 1400W, o que
confirma a forte contribuicdo de outras isoformas, além da nNOS (Bonassoli e col.,
2013).

Além disso, em camundongos knock-out para o gene iNOS foi observado um
incremento na atividade das NOS constitutivas na amigdala e no cértex, o que
sugere que além de uma contribuicdo das diferentes isoformas para modulagéo
comportamental, existe um mecanismo compensatoério para producao de NO ante o
déficit de alguma delas (Buskila et al., 2007; Gilhotra and Dhingra, 2009).

Considerando a informacado apresentada até agora, provavelmente os
resultados observados neste experimento sejam devido a que o inibidor especifico
da nNOS utilizado aqui ndo teve a capacidade de bloquear a expressdo da memdria
aversiva adquirida por existir uma contribuicdo de NO proporcionado pela ativacao
das outras NOS circundantes. No entanto, C-PTIO, ao interferir com todo o NO
circundante conseguiu bloquear a evocac¢ao da memoria adquirida.

Com o objetivo de desvendar esta hipotese, realizamos a quantificacao de NO
produzido na MCPd durante a sessao de teste mediante o uso da sonda DAF-FM
DA. Como ilustrado na Figura 21, no dia do teste ndo foi observada uma diferenca
significativa entre a IF gerada pelo grupo controle e o grupo que foi condicionado
com NMDA na sessao de condicionamento. Este resultado indica que a reexposicéao
a pista olfatéria nesta sessao nao foi capaz de induzir um incremento robusto nos
niveis de NO produzidos na MCPd.

No entanto, devemos considerar que para a quantificacao de IF o n utilizado é
muito menor aquele utilizado nos experimentos comportamentais o que poderia
estar mascarando um resultado significativo e portanto estudos mais especificos
deveram ser realizados para tentar compreender porque a administracao de C-PTIO

consegue interferir com esta expressao.

O NO e sua patrticipagdo na modulagdo da MCPd: possiveis vias para sua
contribuicdo a aquisicdo do CAO

O envolvimento do sistema glutamatérgico nos comportamentos observados
em paradigmas de condicionamento aversivo € uma drea da neurofarmacologia de
intensa investigacdo. No nosso laboratério, a estimulacdo quimica da MCPd por

NMDA vem sendo utilizada rotineiramente com o intuito de melhor compreender
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como diversos sistemas de neurotransmissores desta regidao interagem para
promover RD e a aquisigao do CAO.

Considerando que a produgdo de Oxido nitrico é principalmente
desencadeada pela ativacao de receptores NMDA, e que, pelas suas caracteristicas
de difusdo o NO pode agir tanto no sitio de sua sintese (pds-sinapse) quanto em
células vizinhas, como outros neurdnios, células da glia ou na pré-sinapse como
mensageiro  retrégrado, onde pode modular a liberagdo de outros
neurotransmissores, esforcos para compreender como a via nitrérgica participa
desta complexa rede de comunicacao foram realizados mediante a interpretacao dos
resultados obtidos neste trabalho e a informag&o disponivel na literatura.

A estimulagdo do receptor NMDA gera um influxo de Ca®* intracelular, o qual
ao interagir com a proteina Calmodulina leva a ativagao tanto da NOS (enzima
encarregada de sintetizar NO) quanto da quinase dependente de CaM Il, CamKIl, a
qual sabe-se que incrementa a fungcédo do receptor AMPA através de fosforilagéo, a
insercao de receptores AMPA na membrana singptica e a formacao de espinhas
dendriticas (Robison, 2014), eventos importantes para o aprendizado e formacgao de
memérias. Em relacao a via nitrérgica, CamKIl é capaz de regular a sintese de NO,
ao fosforilar o residuo de serina S487 da nNOS (Rameau e col, 2004) o que deixa a
NNOS em um estado “inativo”.

Além disso, a ativagdo do NMDAR leva a fosforilagdo de outro residuo de
serina na nNOS, o0 S1412, a qual é mediada pela enzima AKT, regulada pela quinase
PI3, levando a nNOS a um estado “ativo”. Organismos apresentando S1412
fosforilado mostraram um incremento da expressédo na superficie da membrana de
subunidades GluR2 de receptores AMPA, este incremento provavelmente se deve a
S-nitrosilacado da NSF que recruta estas subunidades para a superficie neuronal
(Rameau e col., 2007).

Por outro lado, o NO ativa a via GCs-GMPc que leva a ativagdo da proteina
quinase C (PKC), uma proteina que participa da fosforilacdo da MAPK (proteina
mitdbgena ativada por quinase) a qual resulta critica para a plasticidade e formacao
de memorias (Willard e col., 2013).

Outra forma pela qual o NO pode agir € mediante a difusdo para a pré-
sindpse onde ativa a enzima GCs a qual desencadea mecanismos de segundos
mensageiros que levam a facilitacdo da liberagdao de glutamato para fenda sinaptica
gerando um ciclo de retroalimentagéo positiva.
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A ativacdo da GCs mediada pelo NO na pés-sinapse, também leva a ativacéao
da quinase dependente de GMPc Il, cGKIl, a qual é capaz de fosforilar a S845 da
subunidade GluR1 o que leva a um incremento da expressao desta subunidade na
membrana plasmatica, participando também desta forma com o trafego AMPA
(Serulle e col., 2008).

Por tanto, com base nas informagédoes apresentadas observamos algumas
das vias pelas quais o NO participa da modulagao do trafego de receptores AMPA e
outros processos associados a eventos de plasticidade sinaptica necessarios para
aquisicao do CAO.

Além disso, dados da literatura tém demonstrado que a modulacdo da
atividade da nNOS por parte de AKT e CamKIl mantem o equilibrio de sintese de
NO. Enquanto a ativagdo adequada de nNOS influencia na funcionalidade, trafego e
insercao de receptores AMPA na membrana sinaptica, eventos necessarios para o
sucesso dos processos de plasticidade singptica envolvidos no aprendizado, uma
estimulacédo excessiva dos receptores NMDA pode levar a fosforilacdo de residuos
S1412 mas nao de S847 produzindo-se um desbalanco no equilibrio de sintese do
NO e do sistema glutamatérgico levando a célula a um estado de excitoxicidade e
morte celular (Rameau e col., 2007). Nestos casos a S-nitrosilagdo de grupos tiol de
residuos cisteina induzida por NO, iniben a atividade do receptor NMDA evitando
assim o possivel dano tisular, 0 que poderia explicar porque altas doses de NMDA e
SP apesar de gerar fortes RD nao sao capazes de induzir aquisicdo do CAO.

Considerando a intima relacdo do NO com o sistema de neurotramissao
glutamatérgico, e as informacdes apresentadas até aqui, podemos dizer que apesar
do NO ser um radical livre de meia vida muito curta, € um fator importante para
modulacdo da MCPd ja que participa de complexos eventos colaborando para a
manutencdo da homeostase e 6timos niveis de ativagdo necessarios para a

aquisicao do CAO como encontra-se resumido na Figura 22.
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Pré-sinapse

Astrocito

Interneurdnios
Pds-sinapse

Figura 22. Esquema representativo da interacdo entre o sistema glutamatérgico e o nitrérgico na
modulagao da MCPd durante a aquisigdo do CAQ. A ativagao de receptores NMDA leva ao influxo de
Ca®" e ativacdo da nNOS, CamKlIl e Akt. O NO sintetizado por sua vez leva a ativagdo de PKC e
cGKIl via GMPc. A difussao do NO para a pré-sinapse ativa a GCs que por sua vez facilita a liberagao
de glutamato pré-sinaptico gerando um feedback positivo. O NO influencia no trafego de receptores
AMPA e regula a ativagdo dos receptores NMDA mediante o processo de S-nitrosilagao de residuos
cisteina. Adaptado de Back (2016).
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9. Conclusao

Os resultados encontrados neste trabalho contribuem para o entendimento
das interagbes dos sistemas de neurotransmissao envolvidos no processamento de
informacdes aversivas na MCPd. O uso de ferramentas farmacolégicas combinadas
com o uso de uma sonda fluorescente nos permitiu estudar as respostas
comportamentais e obter medidas bioquimicas diretas dos niveis de NO produzidos
pela estimulacdo quimica desta estrutura o que nos forneceu evidencias para
formular as seguintes conclusoes:

1. A intensidade das respostas defensivas imediatas eliciadas pela
estimulacdo quimica da MCPd é diretamente proporcional as concentracées de NO
obtidas pela administracéo de diferentes doses de NMDA e Spermine NONOate.

2. Dependendo da intensidade do estimulo, a quantidade de NO liberado
pode levar a duas situacoes fisiologicas, fortes estimulos levam a robustas respostas
defensivas que prejudicam a aquisicdo do CAO devido provavelmente a ativacao de
um mecanismo neuroprotetor por parte da sinalizagédo nitrérgica, enquanto estimulos
de menor intensidade levam a uma ativacdo adequada que mediante a
retroalimentacdo positiva do sistema glutamatérgico sdo capazes de induzir a
aprendizagem aversiva.

3. O processo de aprendizagem coordenado pela MCPd precisa de um
equilibrio neuroquimico entre os multiples sistemas de neurotransmisséo envolvidos
neste evento, o desequilibrio do mesmo leva a um prejuizo na aquisicdo de

memorias aversivas.

Neste contexto, os dados obtidos neste trabalho s&o parcialmente
compativeis com a nossa hipotese inicial de que “o NO modula as estratégias
comportamentais de defesa imediata coordenadas pela matéria cinzenta
periaquedutal dorsal (MCPd); no entanto a aprendizagem mediada por ela durante a
aquisicdo de um condicionamento aversivo olfatério (CAO) ocorre de forma
independente do sistema nitrérgico”, ja que foi observada a participacédo do NO tanto

nas RD imediatas quanto no processo de aquisi¢do do condicionamento aversivo.
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